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Luveris:

alfalutropina

A suplementacao com
r-hLH pode determinar
beneficios sobre a evolucao
do tratamento para
mulheres acima de 35 anos
de idade

Possibilita a
individualizacao do
tratamento’

LUVERIS® 75 Ul (alfalutropina) - USO ADULTO - Para uso subcutaneo. Indicacao: Luveris® em associacdo com uma preparacdo de hormanio foliculo estimulante (FSH), é recomendado para a estimulagdo do desenvolvimento
folicular em mulheres com insuficiéncia grave de LH e FSH. Luveris® deve ser administrado segundo um esquema de injecdes diérias, simuftaneamente ao FSH. Dado que estas pacientes sdo amenorréicas e tém uma reduzida se-
crecdo de estrogénios enddgenos, o tratamento pode ser iniciado a qualquer momento. Contraindicag6es: hipersensibilidade as gonadotrofinas ou a qualquer dos excipientes; carcinoma do Gtero, ovario ou mama; tumores ativos,
ndo tratados, do hipotdlamo e da hipéfise; hipertrofia ou cistos ovarianos de etiologia desconhecida; hemorragias ginecolégicas de etiologia desconhecida. Precaucdes e adverténcias: Nao deve ser utilizado quando néo € possivel
a obtengdo de uma resposta efetiva, tais como, faléncia ovariana, mé formagdo dos 6rgdos sexuais ou tumores fibréides do Utero incompativeis com a gravidez. As pacientes devem ser examinadas em relacéo a hipotiroidismo,
insuficiéncia da supra-renal, hiperprolactinemia e tumores do hipotdlamo ou hipéfise. Risco aumentado de hiperestimulacéo, podendo conduzir a um grave quadro clinico, caracterizado por cistos ovarianos de grandes dimensdes,
que podem romper. Uma excessiva resposta ovariana raramente origina uma hiperestimulagéo significativa, exceto se houver administracéo de hCG para induzir a ovulagéo. Portanto, é prudente ndo administrar hCG nestes casos
e recomendar a paciente a abstencao de relagdes sexuais, ou métodos anticoncepcionais de barreira, durante pelo menos 4 dias. Recomenda-se a monitorizagdo com ecografia, bem como medicdes do estradiol. Em pacientes
submetidas a inducéo de ovulagdo, a incidéncia de gravidez e nascimentos miltiplos é maior, em comparagéo a concepcdo natural. Luveris® ndo deve ser administrado durante a gravidez e a amamentagao, em idosos, criangas
e outros grupos de risco. N&o se conhecem os efeitos da superdosagem com alfalutropina, no entanto, pode-se admitir a ocorréncia da sindrome da hiperestimulagéo ovariana. Reag6es adversas: A alfalutropina € utilizada em
associagdo com alfafolitropina, sendo dificil atribuir efeitos indesejéveis a qualquer das substancias utilizadas. Foram relatadas reagdes ligeiras e moderadas no local da injecéo (equimose, dor, rubor, prurido ou edema). Nao foram
relatadas reages graves no local da injecdo nem reagdes alérgicas sistémicas apés a administragéo de Luveris®. A sindrome de hiperestimulagao ovariana foi observada em menos de 6% das pacientes tratadas com Luveris®. Nao
foi relatada sindrome de hiperestimulag&o ovariana grave. Podem ocorrer tromboembolia, tors&o dos anexos (uma complicagdo do aumento do volume ovariano) e hemoperitnio. Pode também ocorrer gravidez ectdpica, especial-
mente em mulheres com historia de doenca tubaria anterior. Reagbes mais comuns: reagdes no local da injegéo, cefaléia, sonoléncia, nduseas, dor abdominal, dor pélvica, sindrome de hiperestimulagdo ovariana, cistos ovarianos,
dor nas mamas. Posologia: O tratamento deve ser adaptado a resposta individual da paciente, avaliada pela medic&o das dimenstes do foliculo por meio de ecografia e do nivel de estrogénios. Inicia-se com a administragdo didria
de 75 Ul de alfalutropina, por até 3 semanas, em associagdo com 75-150 Ul de FSH. Se um aumento da dose de FSH for considerado apropriado, o ajuste da dose deve ser efetuado, de preferéncia, apés intervalos de 7-14 dias e,
de preferéncia, com incrementos de 37,5-75 UI. Pode ser aceitavel prolongar a duragao da estimulagéo em qualquer um dos ciclos até 5 semanas. Quando se obtém uma resposta 6tima, deve ser administrada uma Unica injeéo
de hCG, 24-48 horas apés as Ultimas injecdes de Luveris® e de FSH. Recomenda-se que a paciente tenha relagdes sexuais no dia da administracdo de hCG, bem como no dia seguinte. Como alternativa, pode ser efetuada uma
inseminagdo intra-uterina. Pode ser necessario um suporte da fase litea, 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 0 hCG néo deve ser administrado. O tratamento deve ser reiniciado no ciclo seguinte, com uma dose de FSH inferior & do ciclo anterior. Modo de Usar:
Para administracdo subcutanea (nica e imediata apds abertura e reconstituicdo. Luveris® pode ser misturado com Gonal-f® monodose em 1 ml de solvente, e co-administrado numa injecdo Unica. Neste caso Luveris® deve ser
reconstituido em primeiro lugar e depois utilizado para reconstituir o pd de alfafolitropina. Os produtos néo utilizados ou os residuos devem ser descartados. Conservagao: Conservar em temperatura abaixo de 25°C. Proteger da
uz. Nessas condigdes o medicamento & estével por 36 meses. VENDA SOB PRESCRIGAO MEDICA. SAC Merck Serono: 0800-113320. Reg MS 1.0089.0354

Referéncia: 1. Humaidan P, Bungum M, Bungum L, Yding Andersen C. Effects of recombinant LH supplementation in women undergoing assisted reproduction with GnRH agonist down-regulation and stimulation with recom-
binant FSH. RBM On-line 2004; p.1204. 2. Shoham Z, Balen A, Patel A et al. Results of ovulation induction using human menopausal gonadotropin or purified follicle-stimulating hormone in hypogonadotrophic hypogonadism
patients. Fertil Steril 1991; 56: 1048-1053.

Contraindicagao: pacientes com carcinoma do Utero, ovario ou mama. Interagdo medicamentosa: Luveris® ndo deve ser coadministrado a outros
medicamentos na mesma seringa, exceto Gonal-f® na apresentacdo monodose. A PERSISTIREM 0S SINTOMAS O MEDICO DEVERA SER CONSULTADO.
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INFORMAGCOES GERAIS

1. O JBRA Assisted Reproduction (JBRA Assist. Reprod) é
publicagdo oficial da Sociedade Brasileira de Reprodugao
Assistida (SBRA - www.sbra.com.br) e da Rede Latino-
americana de Reprodugdo Assistida (www.redlara.com)
para conteudos cientificos, com periodicidade trimestral.
E dirigido a especialistas e pesquisadores em saude, par-
ticularmente ginecologistas, andrologistas, bidlogos, uro-
logistas e embriologistas. Sdo aceitos para avaliagao estu-
dos basicos e clinicos nas areas de reprodugdo assistida,
infertilidade, genética reprodutiva, imunologia reproduti-
va, andrologia, microbiologia reprodutiva, laboratério em
reproducdo assistida e endocrinologia ginecoldgica, sob a
forma de artigos originais, artigos de revisdo, artigos de
atualizagdo e relatos de caso (conforme detalhamento a
seguir). Os artigos podem ser submetidos nos idiomas por-
tugués, espanhol ou inglés. Autores interessados em tra-
duzir seu artigo para inglés podem solicitar um orcamento
de tradugdo ao J Bras Rep Assist.

2. Artigos submetidos ao JBRA Assisted Reproduction devem
ser inéditos, isto €, ndo devem ter sido publicados nem sub-
metidos para analise por outras revistas, no todo ou parcial-
mente. Em casos de figuras ja publicadas, autorizacdo deve
ser obtida e a fonte deve ser citada. Uma vez publicados, os
artigos passam a ser de propriedade da SBRA.

3. As Instrugdes para Autores do JBRA Assisted Reproduc-
tion incorporam as recomendagdes dos Uniform Require-
ments for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals. A
versao completa do texto esta disponivel em www.icmje.org.
Manuscritos que estiverem em desacordo com as instrugées
aqui apresentadas serao devolvidos para a incorporagao de
ajustes antes da avaliacdo pelo Conselho Editorial.

4. Todo artigo publicado no JBRA Assisted Reproduction
passa pelo processo de revisdo por especialistas (peer re-
view). Os artigos submetidos sdo primeiramente encami-
nhados aos editores para uma avaliagdo inicial quanto ao
escopo do trabalho e as exigéncias editoriais do Jornal. Se
a avaliagdo é positiva, o artigo é enviado a dois revisores
especialistas na area pertinente. Todo o processo é andni-
mo, ou seja, os revisores sdo cegos quanto a identidade dos
autores e seu local de origem e vice-versa. Apds a avaliagédo
do artigo pelos revisores, os artigos podem ser aceitos sem
modificagdes, recusados ou devolvidos aos autores com su-
gestdes de modificagdes, sendo que cada artigo pode retor-
nar varias vezes aos autores para esclarecimentos e modifi-
cagdes, sem que isso implique necessariamente a aceitagao
futura do trabalho.

5. O numero de autores de cada manuscrito fica limitado a
seis. O conceito de co-autoria implica contribuigdo substan-
cial na concepgédo e planejamento do trabalho, analise e in-
terpretacao dos dados e redagdo ou revisao critica do texto.
Contribuig8es significativas feitas ao estudo, mas que ndo
se enquadram nesses critérios, podem ser citadas na segao
de agradecimentos.

6. Artigos de pesquisas clinicas (clinical trials) devem ser
registrados em um dos Registros de Ensaios Clinicos valida-
dos pelos critérios estabelecidos pela Organizagdo Mundial
da Saude e pelo International Committee of Medical Journal
Editors (por exemplo, www.actr.org.au, www.clinicaltrials.
gov, www.ISRCTN.org, www.umin.ac.jp/ctr/index/htm e
www.trialregister.nl). O nimero de identificagdo do estudo
devera ser apresentado ao final do resumo.

7. Para textos que forem aceitos para publicagao, uma de-
claragdo, assinada por todos os autores devera ser enviada
a revista, contendo as seguintes informagdes: a) o manus-
crito é original; b) o manuscrito ndo foi publicado nem sub-
metido a outra revista, nem o serd se vier a ser publicado
no JBRA Assisted Reproduction; c) todos os autores parti-
ciparam ativamente na elaboragdao do estudo e aprovaram
a versdo final do texto; d) situacGes de potencial conflito
de interesse (financeiro ou de outra natureza) estdao sendo
informadas; e) foi obtida aprovacdo do estudo pelo comi-
té de ética da instituigdo a qual o trabalho estd vinculado

Instrugcdes para Autores

(para artigos que relatam dados de pesquisa experimental;
f) foi obtido consentimento informado dos pacientes inclu-
idos no estudo (quando aplicavel). As informagdes sobre a
aprovacdo do estudo por comité de ética e a obtengdo de
consentimento informado também devem constar na segdo
Métodos do artigo.

8. Antes da publicacdo dos artigos aceitos, os autores cor-
respondentes receberdo, via e-mail, em arquivo PDF, o ar-
tigo editorado para aprovacdo. Nessa fase, as correcgles
devem limitar-se a erros tipograficos, sem alteragdo do
conteldo do estudo. Os autores deverdo devolver as provas
aprovadas via e-mail ou fax até 48 horas apds o recebimen-
to da mensagem.

TIPOS DE ARTIGOS PUBLICADOS

Artigos originais. Trabalhos resultantes de pesquisa cien-
tifica que apresentam dados originais sobre aspectos ex-
perimentais ou observacionais de carater médico, bioldgi-
co, bioquimico e psicossocial e incluem analise estatistica
descritiva e/ou inferéncias de dados proprios. Esses arti-
gos tém prioridade para publicagdo. Devem ser compostos
de: pagina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract e
keywords, texto (dividido nas segdes Introdugdo, Métodos,
Resultados, Discussao ou equivalentes, Conclusdes), agra-
decimentos (se aplicavel), lista de referéncias (maximo de
40), tabelas (se houver), legendas de figuras (se houver) e
figuras (se houver).

Artigos de revisdo. Trabalhos que tém por objetivo resumir,
analisar, avaliar ou sintetizar trabalhos de investigagdo ja
publicados em revistas cientificas. Devem incluir sintese e
analise critica da literatura levantada e ndo ser confundidos
com artigos de atualizagao. Devem ser compostos de: pagi-
na de rosto, resumo e palavras-chave, abstract e keywords,
texto, lista de referéncias, tabelas (se houver), legendas de
figuras (se houver) e figuras (se houver).

Artigos de atualizagdo ou opinido. Trabalhos que relatam
informagdes geralmente atuais sobre tema de interesse
para determinadas especialidades (por exemplo, uma nova
técnica ou método). Tém caracteristicas distintas de um ar-
tigo de revisdo, visto que ndo apresentam analise critica
da literatura. Devem ser compostos de: pagina de rosto,
resumo e palavras-chave, abstract e keywords, texto, lista
de referéncias, tabelas (se houver), legendas de figuras (se
houver) e figuras (se houver).

Relatos de caso. Artigos que representam dados descritivos
de um ou mais casos, explorando um método ou proble-
ma através de exemplo(s). Os casos escolhidos devem ser
de grande interesse, com doenga ou evolugdao incomuns ou
submetidos a tratamentos inusitados ou alternativos. Po-
dem envolver humanos ou animais e devem apresentar as
caracteristicas do individuo estudado (sexo, idade, etc.).
Devem ser compostos de: pagina de rosto, resumo e pala-
vras-chave, abstract e keywords, texto (dividido nas segdes
Introdugdo, Descrigdo do caso e Discussdao ou equivalen-
tes), lista de referéncias, legendas de figuras (se houver) e
figuras (se houver).

Cartas ao leitor. Cartas ao editor comentando, discutindo
ou criticando os artigos publicados no JBRA Assisted Repro-
duction serdo bem recebidas e publicadas desde que aceitas
pelo Conselho Editorial. Devem ser compostas de: titulo,
nome do autor, identificagdo da publicagdo que esta sendo
comentada e lista de referéncias (se houver). Recomenda-
se um maximo de 500 palavras, incluindo referéncias. Sem-
pre que possivel, uma resposta dos autores sera publicada
juntamente com a carta.

PREPARAGCAO DOS ORIGINAIS

Utilize preferencialmente o processador de texto Microsoft
Word®. Os trabalhos devem ser digitados em fonte Times
New Roman tamanho 12, espago simples, alinhados a es-
guerda, iniciando cada secdo em pagina nova, na seguinte
ordem: pagina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract
e keywords, texto, agradecimentos, lista de referéncias, ta-
belas, legendas de figuras e figuras. Todas as paginas de-
vem ser numeradas.
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Siglas devem ser definidas por extenso na primeira ocorréncia
no texto; apds a primeira ocorréncia, somente a sigla devera
ser utilizada. No resumo, o uso de siglas deve ser evitado.
Substancias devem ser apresentadas utilizando seu nome
genérico. Se relevante, o nome comercial da substéncia e o
fabricante podem ser informados entre parénteses.

A apresentacdo de unidades de medida deve seguir o siste-
ma internacional (SI).

Genes de animais devem ser apresentados em italico com ini-
cial mailscula (exemplo: Sox2); genes de seres humanos tam-
bém devem ser apresentados em italico, porém com todas as
letras mailsculas (exemplo: SOX2). Proteinas devem seguir o
mesmo padrdo de mailsculas/mindsculas, porém sem italico.

PAGINA DE ROSTO

A pagina de rosto deve conter:

- Titulo conciso e explicativo, representando o contetido do
trabalho, em portugués e inglés

- Titulo resumido (maximo de 40 caracteres)

- Nomes dos autores

- Afiliagao dos autores, indicando departamento/unidade,
instituicdo e regido geografica

- Nome da instituicdo onde o trabalho foi executado

- Informagdes sobre auxilios recebidos sob a forma de fi-
nanciamento, equipamentos ou medicamentos

- Congressos onde o estudo foi apresentado

- Nome, enderego, telefone, fax e email do autor correspon-
dente

RESUMO E ABSTRACT

Todos os trabalhos devem apresentar um resumo em portu-
gués e um abstract em inglés. Trabalhos escritos em espa-
nhol devem apresentar, além do resumo no idioma original,
também um resumo em portugués e um abstract em inglés.
O conteldo dos textos deve ser idéntico, e ndo deve ultra-
passar 250 palavras. Para artigos originais, o resumo deve
ser estruturado como segue: Objetivo, Métodos, Resultados
e Conclusdes. Para relatos de caso, artigos de revisdo e
artigos de atualizagdo, o resumo ndo deve ser estruturado.
Deve-se evitar o uso de abreviagdes no resumo, e ndo de-
vem ser citadas referéncias.

Logo apds o resumo/abstract/resumen, deverdo ser apre-
sentadas de trés a seis palavras-chave que sejam integran-
tes da lista de Descritores em Ciéncias da Saude (http://
decs.bvs.br).

AGRADECIMENTOS

Esta secdo é dedicada a reconhecer o trabalho de pessoas
que tenham colaborado intelectualmente, mas cuja contri-
buigdo ndo justifica co-autoria, ou de pessoas ou institui-
cOes que tenham dado apoio material.

REFERENCIAS

No texto, as citagdes serdo identificadas entre parénteses,
pelo sobrenome do autor seguido do ano de publicagao.
Exemplos: um autor (Steptoe, 1978), dois autores (Edwards
& Steptoe, 1980), mais de dois autores (Van Steirteghem
et al., 1988).

A lista de referéncias deve ser apresentada em ordem alfa-
bética (Gltimo sobrenome de cada autor seguido das duas
primeiras iniciais), e ndo deve ser numerada. Trabalhos do
mesmo autor devem ser ordenados cronologicamente; tra-
balhos de mesmo autor e ano devem ser identificados com
letras apos o ano (2000a, 2000b, etc.). A apresentacédo das
referéncias seguird os modelos propostos nos Uniform Re-
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Editorial

O desejo de ter filhos: um questionamento em aberto

A infertilidade, hoje, é reconhecida pela OMS como doenca, um problema de saude publica. Embora ndo comprometa a
integridade fisica, nem ameace a vida dos individuos, pode produzir impacto negativo, gerando frustracdo e debilitando
a personalidade,

O desejo configura-se, entdo, como marco na busca por resolugdo de um problema - a auséncia de filhos, ou infertilidade.
Em acréscimo, as tecnologias reprodutivas, ao acenarem com possibilidades de resolugdo, instituiram a possibilidade de
organizar, controlar o desejo. Assim, a reprodugdo passa a ser regulada pela decisdo consciente de um filho programado.
Ao se afastar da esfera privada da intimidade do casal e se apoiar no instrumental tecnocientifico, a fecundidade e infecun-
didade assumem uma face técnica, que muitas vezes substitui (e até exclui) o sujeito subjetivo. Neste contexto, aponta-se
um descompasso entre o desejo — consciente e inconsciente — de ter filhos.

Eis o desafio e a importancia do trabalho multiprofissional integrado em salde reprodutiva: se o paciente fala o seu desejo
consciente, cabe a equipe permitir aflorar o desejo inconsciente, pois a infertilidade pode estar relacionada a sua impos-
sibilidade de expressdo. Além disso, ha que se considerar que a tematica da reproducdo humana traz em si imbricados
aspectos de diferentes dominios: bioldgicos, sociais e culturais. Cabe-nos questionar o quanto este desejo expressa repre-
sentagles, crengas, tabus e mitos construidos socialmente. Por que ter filhos é tdo importante? O que leva uma pessoa
a buscar tratamento por tantos anos ou a tentar ter um filho por 10, 20 anos? Se a fungdo social da mulher extrapola o
ambito privado da casa, por que a maternidade parece ser ainda tdo importante? A maternidade permanece como condi-
cionante da identidade feminina, sua atribuigdo biolégica “natural”? O desejo é entdo uma imposicao social?

Tonia Costa
Egleubia Andrade de Oliveira
Maria do Carmo Borges de Souza

*Instituto de Ginecologia da UFR]
Divisdo de Reprodugdao Humana
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RESUMO

Objetivo: Comparar os crioprotetores Dimetil Sulfoxido
(DMSO), Etileno Glicol (EG) e sua associagdo, para crio-
preservacao do cortex ovariano de ovelha.
Metodologia:Os fragmentos ovarianos foram divididos em
3 partes: 1. Uma parte foi destinada a andlise do material
fresco. 2. Uma segunda parte foi incubada com as solugdes
de congelamento contendo 1,5M EG ou 1,5M DMSO ou 1,5M
EG + 1,5M DMSO e lavada para diluicdo dos crioprotetores.
3 . A terceira foi submetida a acdo dos crioprotetores (EG
1,5M; DMSO 1,5M e EG+ DMSO 1,5M), e criopreservada.
Em todos os grupos, uma parte da amostra foi submetida ao
isolamento dos foliculos pré-antrais e o restante foi destina-
do a analise ultra-estrutural.

Resultado:Apds o isolamento dos foliculos primordiais
(controle), a porcentagem de foliculos viaveis foi 78,9%. A
percentagem de foliculos vidveis apenas na exposigdo dos
crioprotetores 1,5M EG, 1,5M DMSO e 1,5M EG + 1,5M
DMSO foi de 77,1%, 68,4% e 60,7% respectivamente.
Ap0s a criopreservacao foi de 75%, 60% e 55,6% respecti-
vamente. Na analise ultra-estrutural os foliculos primordiais
oriundos de fragmentos ovarianos frescos ou expostos aos
crioprotetores apresentaram morfologia semelhante. No
entanto, nas amostras congeladas observou-se alteragao
das mitocondrias em todos os grupo. Apesar disso a inte-
gridade das demais organelas foi preservada nos foliculos
criopreservados com EG, enquanto que nos outros grupos
(DMSO e associacdo) foi observado excesso de vesiculacao
no citoplasma dos odcitos e dilatagdo da membrana nuclear
indicando degeneragao.

Conclusao: O Etileno Glicol parece ser o crioprotetor mais
adequado para criopreservacao do tecido ovariano de ovino.

Palavras-chave: Criopreservacdo, foliculo ovariano,
Microscopia Eletrénica de Transmissdo

ABSTRACT

Objective: Compare the cryoprotectants Dimethyl
Sulphoxide (DMSO), Ethylene Glycol (EG) and their asso-
ciation for cryopreservation of sheep ovarian cortex.
Methodology: Fragments collected from ovaries were
divided into 3 parts. 1. One part from sample was desti-
ned for analysis of fresh material. 2. The second part

was incubated with solution of freezing having 1,5M EG
or 1,5M DMSO or 1,5MEG + 1,5M DMSO and washed
for dilution of the cryoprotectants. 3. The third part was
submitted to cryopreservation using the same cryopro-
tectans (EG 1,5M; DMSO 1,5M and EG + DMSO 1,5M)
and cryopreserved. In all groups, one part of sample was
submitted to pre-antral follicles isolation and the remain-
der was destined to ultra-structural analysis.

Results: After isolation of fresh primordial follicles
(control), the percentage of viable follicles was 78,9%.
The percentage of viable follicles only exposed to cryo-
protectants 1,5M EG, 1,5M DMSO and 1,5M EG + 1,5M
DMSO was 77,1%, 68,4% and 60,7% respectively. After
cryopreservation were 75%, 60% and 55,6% respecti-
vely. Ultra-structural analysis of the primordial follicles
derived from fresh ovarian fragments or from fragments
just exposed to the cryoprotectants showed similar
morphology. However, in frozen samples, alterations of
mitochondria were observed in all groups. Despite this,
the integrity of the remained organelles was preserved
in follicles cryopreserved with EG, while that in others
groups (DMSO and association) an excess of vacuolizaton
in cytoplasm of oocytes and swelling of nuclear membra-
ne was observed indicating degeneration.

Conclusion: The Ehilene Glycol seems to be the cryoprotector
more adequated for cryopreservation of sheep ovarian tissue.

Key words: Cryopreservation, ovarian follicle, Transmis-
sion Electron Microscopy

INTRODUCAO

Recentes avangos no tratamento de cancer por quimiote-
rapia e radioterapia tem melhorado consideravelmente a
sobrevivéncia de pacientes jovens portadoras de cancer.
No entanto, estes tratamentos tém efeitos altamente
deletérios sobre os ovarios causando uma redugdo severa
no numero de foliculos com alta possibilidade de causar
esterilidade (Apperley & Reddy 1995; Sanders et al.,
1996). O congelamento de fragmentos de tecido do cortex
ovariano antes da realizagdo do tratamento representa
uma alternativa viavel para preservacdo da fecundidade.
A técnica de criopreservagdo ovariana envolve o conge-
lamento dos foliculos primordiais imaturos in situ em
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pedacos do cértex ovariano. O foliculo primordial contém
um oocito que constitui 1% do volume da célula madura,
possuem poucas organelas e ndo tem zona pellcida ou
granulos corticais, assim eles sdo potencialmente mais
tolerantes a congelamento e descongelamento (Oktay
et al., 1998). Acima de tudo isso, existe a vantagem
guanto ao numero, pois centenas de pequenos foliculos
podem ser obtidas utilizando um procedimento de bidpsia
simples ou milhares no caso do ovario total.

Um dos grandes desafios para os profissionais da area
de reproducdo tem sido em produzir odcitos maduros in
vitro a partir destes foliculos primordiais criopreservados.
Estudos animais tém demonstrado que o tecido ovaria-
no congelado e descongelado pode restaurar a secre-
cdo ciclica dos esterdides ovarianos apds o autoenxerto
(Barros et al., 2001; Petroianu et al., 2006) ou transplan-
te (Prates et al.,2005; Lee, 2005). Gravidez apos auto-
enxerto ovariano congelado tem sido relatada em ratos,
camundongos e ovelhas ( Guenasena et al., 19972; Shaw,
2000; Gosden, 1994). Em 2004, foi descrito o primeiro
nascimento apos a realizagdo de transplante ortotdpico
de tecido ovariano humano congelado de uma mulher
que teve linfoma de Hodgkin (Donnez, 2004).

A fertilidade pode entdo ser restaurada por enxerto
ovariano ou hipoteticamente, por separagdo dos folicu-
los primordiais do tecido ovariano descongelado e feito
a maturagdo in vitro, seguido de fertilizagdo in vitro
com transferéncia de embriGes. Este procedimento tem
sido realizado com sucesso no tecido ovariano fresco de
camundongo (Cortvrindt, 1996; Eppig, 1979) mas nao foi
possivel ainda em espécies animais.

O crioprotetor mais utilizado para congelamento folicular
utilizado na maioria dos estudos foi o Dimetil Sulféxido
(DMSO)(Guenasena et al., 1997°; Baird et al.,1999).No
entanto, poucos sdo os estudos que comparam a utili-
zagao de diferentes crioprotetores. Da mesma forma, os
efeitos toxicos dos crioprotetores, sobre os tecidos ndo
submetidos ao congelamento tém sido pouco estudados.
O objetivo principal do trabalho foi comparar diferentes
crioprotetores na preservacdao dos foliculos primordiais
do tecido ovariano criopreservado. Para tanto, comparou-
se 0s crioprotetores Dimetil Sulfoxido (DMSO), Etileno
Glicol (EG) e sua associagao, para criopreservacao de
fragmentos do cortex ovariano de ovelha.

MATERIAL E METODOS

Coleta do tecido do cértex ovariano

Foram colhidos 50 ovarios ovinos cuja idade dos animais
variou de 12 meses a 24 meses em matadouro Suin Quali-
ty de Sdo Manoel/SP e lavados e armazenados em soro
fisiolégico a temperatura ambiente e transportado até o
laboratdrio. No laboratério, os ovarios foram tratados com
alcool 70% por 30 segundos, lavados por 3 vezes em soro
fisioldgico e sob condigdes assépticas, foi retirado todo
tecido adiposo envolto com uma tesoura. Em seguida, foi
retirada a camada mais externa do ovario (camada cortical
onde contém maior nimero de foliculos primordiais) com
auxilio de uma lamina de bisturi. Os fragmentos de 2-3mm
obtidos de cada ovario foram divididas em 3 partes:

1 : Uma parte da amostra constituida por 2 porcdes de frag-
mentos foi destinada a analise do material fresco, sendo
1 porcdo dos fragmentos submetida ao processo de isola-
mento folicular por dissociagdo mecanica e 1 porgdo dos
fragmentos foi fixada em glutaraldeido a 2,5% para MET.

2 : Na segunda amostra foi submetida ao teste de toxi-
cidade, onde os fragmentos ovarianos foram incubados
com as solugdes de criopreservagao contendo 1,5M de EG
ou 1,5M de DMSO ou 1,5M de EG + 1,5M de DMSO. Apds
a lavagem para diluicao dos crioprotetores uma parte foi
submetido ao isolamento folicular e a outra para MET.

3 : Finalmente, a terceira porgdo foi submetida a agdo
dos crioprotetores (EG 1,5M, DMSO 1,5M e EG+DMSO
1,5M), e criopreservada através da curva convencional
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(0,3°C/min). Apos o descongelamento, uma amostra foi
submetida ao isolamento dos foliculos pré-antrais e o
restante foi destinado a anadlise ultra-estrutural.

Teste de toxicidade

A fim de avaliar o efeito da toxicidade dos crioprotetores
sobre os foliculos, os fragmentos foram imersos em solu-
cao de meio MEM + 10% SFB + 50ug/gentamicina (meio
de manutengdo) por 5 minutos e em seguida acondicio-
nados em meio de manutengdo contendo 1,5M de EG/
DMSO/EG+DMSO por 10 minutos sendo posteriormente
transferidos para solugao contendo 1,5M de EG/DMSO/
EG+DMSO + 0,25M de sacarose onde permaneceram por
mais 10 minutos a 20°C.

Apo6s completar o periodo de equilibrio, os crioproteto-
res (EG, DMSO e EG+DMSO) foram removidos do tecido
ovariano transferindo para o meio de manutengao com
1M de EG/DMSO/EG+DMSO + 0,5M de sacarose por 10
minutos, em seguida para a solugdo com 0,5M de EG/
DMSO/EG+DMSO + 0,5M de sacarose por 10 minutos.
Finalmente, para a solugao com 0,5M de sacarose por 10
minutos e por ultimo para o meio de manutengdo fresco.

Criopreservacao

Apds a exposicdo aos crioprotetores (EG, DMSO e
EG+DMSO) nas concentracdes e periodo de equilibrio
utilizados no teste de toxicidade descrito acima, fragmen-
tos de tecido ovariano (n = 10/grupo) foram acondicio-
nados em criotubos de 1,8 ml e colocados num freezer
biolégico programavel pré-resfriados a 20°C. Os criotu-
bos foram resfriados a 2,0°C/min até -9°C; em seguida
foi induzido manualmente o “seeding” e mantidos nesta
temperatura por 10 minutos. Em seguida, utilizou-se
curva de resfriamento de 0,3°C/min até -40°C; 10°C/
min até -140°C sendo finalmente os tubos armazenados
em nitrogénio liquido a -196° C durante 2 a 20 dias.

Descongelamento

As amostras foram retiradas do LN, e mantidos a tempe-
ratura ambiente por 20 segundos e a 37°C por 25 segun-
dos, sendo entdo transferidos para o meio de manuten-
gao acrescido de 1M de EG/DMSO/EG+DMSO + 0,5M de
sacarose por 10 minutos. Em seguida para a solugdo com
0,5M de EG/DMSO/EG+DMSO + 0,5M de sacarose por
10 minutos e finalmente, para a solugdo com 0,5M de
sacarose por mais 10 minutos sendo entdo incubados em
meio de manutengao fresco.

Teste de Viabilidade Folicular

Foi realizado o teste de viabilidade folicular em foliculos isola-
dos a frescos, submetidos ao teste de toxicidade e criopre-
servados. Foram utilizadas 40 amostras por grupo experi-
mental. As amostras foram dissociados mecanicamente. A
suspensdo foi filtrada por filtros de nylon de 500um e 100um
e centrifugada a 400g por 5 minutos. O precipitado foi diluido
com 2ml de MB e analisado em microscépio invertido para
identificacdo e contagem dos foliculos pré-antrais.

A coloragéo folicular foi feita a temperatura ambiente
através da incubagdo dos foliculos com Iodeto de Propidio
(IP) e Acridina Orange sobre lamina histoldgica permitin-
do a classificacdo de acordo com a forma e nimero das
células da granulosa em microscépio fluorescente inver-
tido. O iodeto de propidio cora o DNA de células inviaveis
com dano de membrana, fluorescendo em vermelho. A
Acridina Orange cora em amarelo-esverdeado as células
vidveis com fita dupla de DNA.

Analise Ultra-estrutural

Para andlise ultra-estrutural foram fixados 5 fragmen-
tos ovarianos por grupo experimental. Cada um dos
fragmentos foi fixado em uma solucdo de glutaraldeido
a 2,5% em tampdo fosfato (pH=7,2) e mantidos a 4°C
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por um periodo minimo de 24 horas. As amostras foram
pés-fixadas em 1% de tetroxido de 6smio, em solugdo a
0,1M de tampado cacodilato de soédio por 2 horas a 4°C.
Em seguida foram desidratadas em séries decrescentes
de etanol (30, 50, 70, 90 e 95), seguidos de 3 banhos
de 20 minutos cada em etanol absoluto a temperatura
ambiente. O tecido foi embebido em resina Epon-812 e a
polimerizagdo realizada a 60°C. O material foi seccionado
em secgdes ultrafinas (60 a 70nm) e montado em grades
de cobre (malha 200). As grades foram contrastadas com
4% de acetato de uranila e citrato de chumbo e analisa-
das em MET (Philips CM100).

Analise estatistica

O efeito do crioprotetor sobre a percentagem de foli-
culos normais foi analisado através de ANOVA seguida
de teste T usando os dados de dez réplicas. Os valores
foram considerados estatisticamente significativos quan-
do P<0,05.

RESULTADOS

Recuperacdo dos foliculos primordiais apds o isolamento
folicular.

Os foliculos pré-antrais isolados variaram em tamanho e
aparéncia. Os foliculos primordiais foram caracterizados
por um odcito granulado, denso envolto por uma cama-
da de células das granulosas achatadas ou achatadas e
cuboides (Figura 1).

O numero médio de foliculos primordiais isolados apds
a exposicao aos agentes crioprotetores (EG=21,1;
DMS0=18,7 e EG+DMS0O=17) mostraram ndo ser signifi-
cativa com relagao ao tecido ovariano a fresco (23,2).

O niimero médio de foliculos primordiais isolados no teci-
do fresco (n= 23,2) foi estatisticamente superior ao do
tecido criopreservado em EG+DMSO (n=5,9) (P<0,05).
Apds o processo de congelamento, foi observada dife-
renga no numero médio de foliculos primordiais isolados
entre o EG (n=13,3) e DMSO (n=10,1) em relagdo ao
EG+DMSO (n=5,9).

Teste de Viabilidade Folicular

O teste de viabilidade realizado logo apods a colheita
mostrou foliculos primordiais e primarios com poucas
células da granulosa lesadas (coradas pelo IP em verme-
lho), sendo a maioria corada em amareldao-esverdeado
pela Acridina Orange, indicando integridade.
Osresultados obtidos apds apenas a exposicdo aos agentes crio-
protetores (EG=77,1%; DMS0=68,4% e EG+DMS0=60,7%)
e apds a criopreservagdo do tecido ovariano (EG=75%;
DMS0O=60% e EG+DMS0=55,6%) mostraram que em todos
os tratamentos a viabilidade folicular foi similar aquela obser-
vada no tecido ovariano a fresco (78,9%).

N&o foi observado diferenca morfoldgica identificavel a
microscopia de luz entre foliculos isolados de tecido a
fresco, submetidos a agao dos crioprotetores e congela-
dos-descongelados com EG. No entanto, os foliculos crio-
preservados em DMSO e EG+DMSO apresentaram sinais
de degeneragdo mais freqlientemente.

Analise ultra-estrutural

Os foliculos pré-antrais observados tanto no material
fresco como nos fragmentos ovarianos somente subme-
tidos a acdo dos crioprotetores exibiram um odcito de
aspecto saudavel circundado por uma ou mais camadas
de células da granulosa bem organizadas. O ooplasma
continha numerosas mitocondrias arredondadas ou alon-
gadas apresentando cristas pouco desenvolvidas. Em
alguns casos foram observadas mitocondrias em forma
de alteres indicando a multiplicagdo destas organelas.
Complexos de Golgi eram raros, mas bem desenvolvidos.
Foi observado reticulo endoplasmatico liso e rugosos,
em agregacoes isoladas ou associagdes complexas com

mitocdndrias e vesiculas. Um nUmero variavel de vesicu-
las espalhadas pelo ooplasma também foi notado. Foram
visiveis algumas microvilosidades na membrana do odci-
to e, ocasionalmente, pequenas quantias de material da
zona pellcida. As células da granulosa eram pequenas,
com alto indice nucleo:citoplasma. Estas células apre-
sentavam muitas mitocéndrias alongadas, reticulo endo-
plasmatico liso e rugoso e Complexo de Golgi, além de
algumas vesiculas elétron-densas (Figura 2).

Por outro lado o exame dos foliculos pré-antral de frag-
mentos ovarianos congelados mostrou alteragdes da
morfologia celular. No grupo criopreservado com EG,
embora o aspecto geral das organelas fosse semelhante ao
descrito anteriormente, observou-se aumento da elétron-
densidade da matrix mitocondrial (Figura 3). Alguns odcitos
apresentaram concomitantemente mitocondrias alteradas
e mitocondrias com aspecto normal. Estas mitochdndias
enegrecidas apresentavam, via de regra, menor tamanho.
Nos foliculos criopreservados utilizando-se o DMSO e o
EG + DMSO esta caracteristica também foi observada. No

Figura 1. Comparagdo entre um foliculo primordial (fp) e 2
odocitos (o) oriundos de foliculos antrais

Figura 2: Aspecto geral dos foliculos pré-antrais intactos observados.
A - Foliculo primordial oriundo de fragmento ovariano ndo
congelado. Notar o odcito (oc) envolto por células da granulosa
(cg) de aspecto achatado.

B - Detalhe da regido de contato entre o odcito (oc) e uma célula
da granulosa (cg). Microvilosidades (mv) e complexos juncio-
nais (cj) puderam ser vistos na superficie do odcito.

C - Foliculo primario oriundo de fragmento ovariano exposto ao
Etileno-glicol.

D - Detalhe das mitocdndrias (m) observadas nos foliculos
tratados com Etileno-glicol.

G = complexo de golgi, | = lipideo, n = nucléolo, v = vacuolos,
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Figura 3: Aspecto geral dos foliculos pré-antrais congelados com Etileno-Glicol
A - Vista geral de um foliculo primario. Notar o aspecto enegrecido das
mitocondrias (m) tanto no odcito (oc) como nas células da granulosa (cg)
B e C - Detalhe das mitocéndrias (m) observadas nos foliculos congelados
com Etileno-glicol. Note que algumas mitocondrias intactas (setas duplas)
foram vistas em conjunto com mitocondrias lesadas

n = nucléolo, v = vacuolos,

entanto, nestes odcitos observou-se uma desorganizagdo
de outras organelas caracterizada por vesiculagcao exces-
siva no citoplasma, com aumento das cisternas do reticulo
endoplasmatico. Além disso, foi observado regiGes de dila-
tacdo da membrana nuclear, a qual se apresentou rompida
em alguns pontos (Figura 4).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Neste experimento foram coletados em média 23,2 folicu-
los pré-antrais por fragmento ovariano fresco. Este baixo
numero esta relacionado a metodologia manual de mace-
racao do tecido utilizada associada a maior fibrosidade do
tecido ovariano dos animais adultos. Foi observada uma
diminuicdo no numero de foliculos obtidos apds a adigdo
dos crioprotetores, a qual se tornou mais acentuada
apoés a criopreservacado. Este fato pode estar associado a
uma diminuigdo dos foliculos com morfologia normal nos
fragmentos ovarianos apods a adicdo dos crioprotetores e
congelamento. Possivelmente os foliculos com morfologia
alterada tenham se rompido com maior facilidade duran-
te o isolamento mecénico, ou ndo tenham sido identifica-
dos. Durante o teste de viabilidade dos foliculos isolados,
através da coloragdo com sondas fluorescentes ndo foi
observada diferencas entre os grupos. Este fato também
parece estar associado a uma selegdo realizada durante
a identificacdo dos foliculos, o que fez com que somente
foliculos com morfologia normal fossem analisados.

As taxas de viabilidade folicular apds a exposicdo aos
agentes crioprotetores (EG=77,1%; DMS0=68,4% e
EG+DMS0=60,7%) e apds a criopreservacao do tecido
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Figura 4: Aspecto geral dos foliculos pré-antrais congelados com DMSO
e EG/DMSO

A - Foliculo primordial oriundo de fragmento ovariano congelado com
DMSO. Notar o odcito (oc) com presenga de grande quantidade de vacuo-
los (va) em seu interior

B - Detalhe da regido perinuclear do odcito de um odcito congelado co
DMSO. Notar a dilatagdo da membrana nuclear (mn), com ponto de ruptu-
ra (seta) da membrana da face citoplasmatica

C - Foliculo primordial oriundo de fragmento ovariano congelado com EG/
DMSO. Notar a presenga de iniUmeros vacuolos (va).

D - Detalhe das mitocondrias (m) observadas tanto nas células da granu-
losa (cg) como no odcito (oc), onde também foi observada a dilatagéo do
reticulo endoplasmatico liso (rel).

n = ndcleo

ovariano (EG=75%; DMS0O=60% e EG+DMS0=55,6%)
indicam similaridade de todos os tratamentos com o
observado no tecido ovariano a fresco (78,9%). Estes
resultados concordam as dos obtidos por Newton et al.,
(1998) que utilizaram 4 tipos de crioprotetores e obtive-
ram melhores taxas de sobrevida folicular com crioprote-
tores etileno glicol e dimetil sulféxido (84% e 74% respec-
tivamente) em relagdo a propileno glicol e glicerol (44% e
10% respectivamente). Também Aubard et a/ (1998) obti-
veram resultados semelhantes utilizando DMSO ou etile-
no glicol como agentes crioprotetores, sendo que ambos
resultaram em nascimentos de ratos vivos.

Na analise ultra-estrutural os foliculos primordiais oriun-
dos de fragmentos ovarianos frescos ou expostos aos
crioprotetores apresentaram morfologia semelhante. No
entanto, quando foram analisadas as amostras congela-
das observou-se alteracdo das mitocdndrias em todos os
grupo, as quais se apresentavam com matriz enegrecida.
Wilson et al. (1987) demonstraram que a criopreservagao
resulta em alteragdes na mitocondria, incluindo espes-
samento de cristas, coalescéncia da membrana interna
e escurecimento do espago inter-membranoso. Altera-
cOes semelhantes foram observadas neste trabalho, nas
mitocondrias dos grupos congelados. Estas mudangas na
estrutura mitocondrial poderiam certamente interferir
na fosforilagdo oxidativa, resultando em um aumento no
metabolismo da glutamina. O metabolismo da glutami-
na serve como medida da atividade do ciclo de Krebs,
e portanto, da integridade funcional das mitocondrias
(Rieger et al., 1991). O aumento no metabolismo da gluta-
mina, apos a criopreservacao, pode ainda ser causado por
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um aumento na demanda de grupos amina para sintese de
nucleotideos, glicoproteinas e proteoglicans, associadas aos
mecanismos de reparo (Rieger et al., 1991).

Apesar da alteragdo observada na mitocondrias a integri-
dade das demais organelas foi preservada nos foliculos
criopreservados com EG, enquanto que nos outros grupos
(DMSO e associacao) foi observado excesso de vesicula-
cdo no citoplasma dos odcitos e dilatagdo da membrana
nuclear indicando degeneracdo. A interagdo entre lipideos e
proteinas desempenha um papel importante em manter a
membrana intacta e funcionalmente ativa e a temperatura
é um dos fatores que afetam a difusdo dos componentes
da membrana. O congelamento celular leva a alteragGes
na distribuicdo dos fosfolipideos entre as duas camadas
da membrana celular. Os rearranjo dos lipideos e protei-
nas de membrana que ocorrem durante a criopreservagao
induzem & exclusdo de particulas intra membranosas em
certas areas e inclusdo em outras. Esta mudanca estrutural
parece provocar modificacdes de fluidez local (Hinkorska-
Galcheva et al., 1989). Além disso, podem ocorrer outros
efeitos deletérios como perda de ions e reducdo da fungdo
das “bombas” de ions (De Leeuw et al., 1988). No presen-
te experimento, as alteragdes encontradas nos foliculos
congelados com DMSO e EG+DMSO parecem estar asso-
ciadas um aumento da permeabilidade celular, o que levou
ao aumento do espaco perinuclear, edema do reticulo endo-
plasmatico e expansdo das cisternas do Complexo de Golgi,
conferindo ao citoplasma um aspecto vacuolizado.

Os agentes crioprotetores sdo criosolventes que tém um
efeito marcante nas células vivas, protegendo-as contra
distorcbes de sua geometria e do ambiente, bem como,
interagindo com sua composigdo quimica durante os proces-
sos de congelamento e descongelamento. De acordo com
Fahy et al. (1986) a magnitude do efeito crioprotetor deve
ser grande o bastante para que seu efeito seja significante.
Devido a natureza homeostatica da célula viva, a perda de
até 20% da fungdo de uma determinada organela ou enzima
talvez tenha pequenas conseqliéncias, no entanto, quando
ocorrem lesdes mais extensas, estas sdo causadas ou pela
auséncia de crioprotecdo ou pela toxicidade do crioprote-
tor. Neste sentido Baxter and Lathe (1971) relatam que os
efeitos toxicos dos crioprotetores sdo especificos e estdo
relacionados com a desestabilizacdo de proteinas. Portanto,
os dados observados, no presente experimento, nos foli-
culos criopreservados com DMSO e EG+DMSO pode estar
associados tanto a lesdo de membrana por baixa eficiéncia
crioprotetora, como com o efeito toxico dos crioprotetores.
Baseado nos resultados obtidos concluiu-se que o proces-
so de criopreservagao é detrimental aos foliculos ovarianos
e que embora todos os crioprotetores testados tenham
alterado a morfologia folicular, o Etileno Glicol parece ser o
crioprotetor menos lesivo e portanto, mais adequado para
criopreservagao do tecido ovariano de ovino. Apesar disso,
a criopreservagdo de foliculos pré-antrais parece ser uma
alternativa interessante para a estocagem de um grande
nimero de odcitos imaturos, ja que estes possuem varias
caracteristicas que os tornam menos suscetiveis a crioin-
juria do que os odcitos maduros tais como menor tamanho
do odcito, baixa taxa metabdlica, auséncia de zona pellci-
da, poucas organelas e pequena quantidade de lipidios.
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RESUMEN RESUMO

Objetivos: Analizar el efecto del co-cultivo autélogo Objetivos: Analisar o efeito do co-cultivo autélogo
endometrial sobre la calidad embrionaria, la tasa de endometrial sobre a qualidade embrionaria, a taxa de
embarazo y la tasa de implantacion en pacientes que gravidez e a taxa de implantagdo em pacientes que
realizan un procedimiento de reproduccién asistida por realizam o procedimento de reproducdo assistida pela
primera vez. primeira vez.

Métodos: Se analizaron 81pacientes: grupo control Métodos: Foram analisadas 81pacientes: grupo contro-
41, grupo de estudio (co-cultivo) 40. le 41, grupo de estudo (co-cultivo) 40.

La biopsia endometrial se obtuvo 7-10 dias luego de A biopsia endometrial se deu 7-10 dias antes da la
la ovulacién en algun ciclo previo al tratamiento.. Las ovulagdo en algum ciclo prévio ao tratamento. As célu-
células endometriales aisladas, fueron criopreser- las endometriais isoladas foram criopreservadas. No dia
vadas. El dia en que la paciente presentd el criterio em que a paciente apresentou o critério clinico para o
para HCG las células endometriales son descongeladas HCG, as células endometriais foram descongeladas e
y cultivadas. Los cigotos obtenidos fueron cultivados cultivadas. Os zigotos obtidos foram cultivados sobre a
sobre la monocapa de células endometriales hasta el mono-camada de células endometriais até o dia 3 de
dia 3 de desarrollo. desenvolvimento.

Resultados: En ambos grupos se analizé el porcen- Resultados: Em ambos os grupos se analizou a
taje de embarazo segun edad; 1) menores de 35 afios porcentagem de gravidez segundo a idade; 1) meno-
control y con co-cultivo: 42% vs 67% (P<0.0001); res de 35 anos controle e com co-cultivo: 42% vs 67%
2) entre 36 y 39 anos control y co-cultivo: 33% vs (P<0.0001); 2) entre 36 e 39 anos controle e co-culti-
61.5% (P<0.0001); 3) mayores de 40 afnos control y vo: 33% vs 61.5% (P<0.0001); 3) maiores de 40 anos
co-cultivo: 28.5% vs 55.5% (P<0.0001). También se controle e co-cultivo: 28.5% vs 55.5% (P<0.0001).
evaluaron las causas de infertilidad y se observo una Também se avaliou as causas de infertilidade e se
diferencia en el porcentaje de embarazo con co-cultivo observou diferenca na porcentagem de gravidez com
en los pacientes que presentaban asociacion de factor co-cultivo nas pacientes que apresentavam associagao
masculino y femenino como causa de infertilidad: de fator masculino e femenino como causa da infertili-
21% vs 63,6% (P<0.0001).Se observd una diferencia dade: 21% vs 63,6% (P<0.0001). Observou-se diferen-
estadisticamente significativa al comparar la tasa de ca estatisticamente significativa al comparar a taxa de
embarazo clinico y la tasa de implantacion en ambos gravidez clinica e a taxa de implantacdo em ambos
grupos: 36% vs 62 % (P<0.0001) y 20 % vs 34 % 0s grupos: 36% vs 62 % (P<0.0001) e 20 % vs 34 %
(P=0.02). (P=0.02).

Conclusiones: La utilizacion de co-cultivo mejora las Conclusdes: A utilizagdo de co-cultivo melhora as
posibilidades de pacientes en possibilidades de pacientes em

su primer ciclo de reproduccion asistida. seu primeiro ciclo de reproducao assistida.

Palabras claves: Co-cultivo, endometrio, implantacion, Palavras chaves: Co-cultivo, endométrio,implantacdo
embarazo, reproduccion asistida. gravidez, reproducdo assistida.
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ABSTRACT

Objective: to study the effect of endometrial cell co-cul-
ture (ECC) upon embryo quality, implantation and preg-
nancy rates (PR) in patients undergoing assisted repro-
duction treatment (ART) for the first time.

Methods: the population was composed of 81 patients.
Forty one underwent conventional ART while 40 employed
ECC simultaneously. The endometrial sample was obtained
7-10 days after ovulation in a previous cycle, purified,
multiplied in culture and cryopreserved. Thawing was
performed on the day of HCG and the embryos cultured on
a monolayer of these cells until transfer on day 3.
Results: pregnancy rate for the entire population was
36% for control and 62% for ECC (P<0.001) and implan-
tation rate 20% and 34% respectively (P<0.02)

When segregated by age group PR were: below 35 years-
old: control 42% and ECC 67% (P< 0.001); 36 to 39
years-old: 33% and 61.5% respectively (P<0.001); 40
years old and older: 28,5% vs 55.5% (P< 0.001). Regard-
ing the cause of infertility, it was observed that in cases
presenting both male and female factors, the results were
21% PR for control and 63,6 for ECC (P<0.001).
Conclusion: The use of ECC improves the possibility of
obtaining pregnancy or those patients attempting ART for
the first time.

Key-words: co-culture; endometrium, implantation,
pregnhancy , ART

INTRODUCCION

Trabajos anteriores publicados por otros grupos y por
nosotros (Spandorfer et al., 2004, Namita Kattal et al.,
2008, Eyheremendy et al., 2007) demostraron el efecto
beneficioso del co-cultivo sobre la tasa de implantacion y
embarazo en pacientes que habian realizado varios inten-
tos previos fallidos de Reproduccion Asistida.

Dado el éxito obtenido, la baja agresividad del método
adicional empleado y su costo razonable fue que comen-
zamos este estudio piloto en el cual se comparan los
resultados de FIV o ICSI en pacientes que lo intentan por
primera vez y a quienes se les ofrecio realizar el co-cultivo
(CCEA).

Uno de los aspectos mas importantes para el éxito de los
procesos de reproduccién asistida es obtener las condi-
ciones adecuadas para el cultivo de embriones in vitro.
Los factores tréficos especificos requeridos para que el
embridn in vitro adquiera una capacidad de implantacién
y crecimiento similar a la que tiene in vivo, alin no son
conocidos en su totalidad (Bongso et al., 1991, Bongso
et al., 1999, Barnat et al., 1998).

Luego de afios de experimentacion en cultivo con dife-
rentes especies animales y varios tipos celulares, algu-
nos autores han publicado resultados alentadores del
co-cultivo de embriones humanos con células somaticas
endometriales, sobre el desarrollo de blastocistos y el
aumento de las tasas de embarazo (Javot et al ., 1995.
Rubio et al., 2000. Mercader et al., 2003).Ciertas publica-
ciones incluso manifiestan la obtencién de embriones con
mayor cantidad de blastémeros y menor porcentaje de
fragmentacidon (Barnat et al., 1998. Barnat et al., 1999)
utilizando co-cultivo.

El desarrollo de un sistema donde las pacientes utilicen
sus propias células endometriales hace que esta técnica
de CCEA sea segura y factible para todas las pacientes.

El objetivo de este trabajo es analizar el efecto del cultivo
de embriones sobre una capa de células endometriales
propias, en pacientes en su primer intento de reproduc-
cion asistida, midiendo la calidad embrionaria, la tasa de
embarazo y la tasa de implantacidon

MATERIALES Y METODOS

Poblacion del estudio:

Desde junio de 2007 hasta diciembre de 2008, seleccio-
namos un grupo 81 pacientes con indicacion de Trata-
miento de Reproduccion Asistida (TRA) por primera vez.
En este estudio no se utilizaron gametos donados.

Del total de pacientes, 40 optaron por realizar el CCEA y
los restantes 41 hicieron el procedimiento convencional
(grupo control). Los procedimientos de ambos grupos de
pacientes fueron realizadas por el mismo cuerpo medico
y de laboratorio en el mismo periodo de tiempo.
Métodos de reproduccion asistida

Las 81 pacientes fueron tratadas con un protocolo de
estimulaciéon con FSH recombinante (a partir de Dia 2),
en distintas dosis segun cada caso, y antagonistas de
GnRh (a partir de un foliculo de 14mm). La maduracién
final se indujo con HCG 10.000 UI cuando hubo al menos
3 foliculos de 17 mm. La puncién folicular se realizé6 a
las 36 hs de la inyeccion de HCG.

El soporte de la fase lUtea se realizé con progesterona 600
mg por dia via vaginal. Se realizaron métodos convencio-
nales de FIV o ICSI segun la patologia del paciente. Los
embriones obtenidos fueron transferidos a la paciente a
las 72hs de la puncion y los excedentes se criopreserva-
ron para una futura transferencia.

El criterio utilizado para evaluar la calidad embrionaria
es el de Bolton (Bolton et al.,, 1989) que toma en cuen-
ta la presencia de fragmentos citoplasmaticos y el tamafno
y cantidad de blastémeros en embriones de dia 2 6 3: el
embrion tipo 4 es el de mejor morfologia. Consideramos
embriones de buena calidad aquellos con morfologia 4 6 3.
Se considera embarazo clinico la presencia de un saco
gestacional observado mediante ecografia, luego de
cuatro semanas post-transferencia embrionaria.

Los resultados se analizan sobre embarazos clinicos
solamente.

Cultivo de endometrio

Las células se obtuvieron a partir de una biopsia de
endometrio realizada entre 7 y 10 dias luego de produ-
cida la ovulacion, en un ciclo previo al procedimiento de
reproduccion asistida. El tejido se obtuvo por aspiracion
endometrial con la canula externa de un Set de Fryd-
man para transferencia de embriones (Short Frydman
Set) (Spandorfer et al., 1998). Luego de separar una
pequefia porcion para su estudio histoldgico, el teji-
do se proceso6 segln el método descripto por Spandor-
fer (Spandorfer et al., 2000) modificado. En resumen:
el tejido se colocd en una capsula con medio Hank's
(Gibco 2402117) suplementado con Penicilina y Estrep-
tomicina, se cortd en pequefios trozos de 1 a 2 mm y
estos fueron tratados con colagenasa al 0.2% (GIBCO
171005) a 37°C durante 5 minutos con agitacién. Este
procedimento se realizé 4 veces, separandose los tipos
celulares por gravitacion : en el precipitado, células
glandulares y en el sobrenadante, células estromales y
pequefias glandulas intactas, que fueron luego separa-
das por gravitacion, durante 45 minutos para obtener
células estromales purificadas. Se determina vitalidad
(Azul Tripan) y recuento celular. Las células se cultivan
en medio DMEM(Gibco 11995065) suplementado con
suero fetal bovino (Gibco 1027006) durante 7 dias a
379C y 5% CO2. Al final de este periodo las células
se criopreservan, utilizando como crioprotector DMSO-
dimetilsulféxido (Sigma). El dia anterior a la adminis-
tracion de HCG, se descongelan las células estromales
y glandulares determinando sobrevida post- desconge-
lamiento. Se cultivan ambos tipos celulares hasta llegar
a confluencia. Los embriones se colocan sobre el cultivo
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Tabla 1. Analisis de la poblacién

Control CCEA
Ovocitos MII/aspira-
cién (promedio) 7,2£4.5 7+4.18 NS
NO de embriones
transferidos/ 2.2+0.7 2.25+0.63 NS

paciente (promedio)

Porcentaje de
embriones de 69,3% 87.5%
buena calidad

P<0.001

Porcentaje

subunidad beta + 41,4 (17/41%) 70 (28/40%) P<0.0001

Tasa embarazo

dlinico 15/41 (36,5%) 25/40 (62,5%) P<0.0001

Tasa implantacién 20/101 (19,8%) 31/90 (34%) P=0.024

Tabla 2. Causas de esterilidad y su relacién con el porcen-
taje de embarazo.

Causas de
esterilidad Control CCEA

NO 9% Embarazo N° % Embarazo
Factores

Fomneninos (FF) 15 6/15(40%) 10 5/10 (50%) NS

Factor

masculino () 12 6/12(50%) 19 13/19(68%) ~ P<0.01

Factores
combinados
(FM+FF)

14 3/14 (21%) 11 7/11 (63,6%) P<0.0001

Grafico 1. Porcentaje de embarazo segun la edad de las
pacientes
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mayores de 39
afios
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*P<0.0001

en el estadio de pronucleos. El medio utilizado en esta
etapa es ECM (Irvine Scientific) suplementado con HSA
(SAGE). Se incuban 72hs hasta la transferencia o criopre-
servacién embrionaria.

Analisis estadistico

Los datos presentados como media y su desviacion
estandar fueron analizados con un test no paramétrico,
Wilcoxon Test, y su significancia con Test de Student.
Los datos categoricos fueron comparados utilizando el
Test de Fisher.
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RESULTADOS

Analisis de la poblacién

La edad promedio de las 41 pacientes control fue 35.6+4.1
afnos en tanto que la edad de las 40 pacientes que reali-
zaron CCEA fue 35.27+4.63 afios.

Analisis de la calidad embrionaria, las tasas de implan-
tacién y embarazo:

La Tabla 1 compara la media del niumero de ovocitos
maduros obtenidos por aspiracion, el promedio del nime-
ro de embriones transferidos, el porcentaje de embriones
con calidad tipo 4 y tipo 3, la tasa de embarazo clinico y
la tasa de implantacion.

Observamos que no existe diferencia en ambos grupos
en cuanto a la respuesta a la induccién y a la media de
embriones transferidos. Sin embargo la calidad embrio-
naria de las pacientes control fue menor a la de aque-
llas que efectuaron CCEA. Como consecuencia la tasa de
embarazo y la tasa de implantacién también fueron signi-
ficativamente mayores en las pacientes de CCEA.

En la tabla 2 se muestran las diferentes causas de este-
rilidad en ambos grupos de pacientes y su porcentaje de
embarazo clinico.

Dado el bajo n® de pacientes analizadas y que el tipo
y numero de las causa de esterilidad fueron estadisti-
camente no significativas en ambos grupos de estudio,
agrupamos los diferentes factores femeninos (FF) y los
diferentes factores masculinos (FM) para comparar el
porcentaje de embarazo.

Los resultados de embarazo fueron mayores en todos
los casos con co-cultivo. Pero solo el grupo con factores
combinados, como causa de esterilidad, presento una
diferencia estadistica extremadamente significativa, en
el porcentaje de embarazos.

En el gréfico 1 se analizan los resultados de la tasa de
embarazo segun la edad de las pacientes. Encontramos
un aumento en la tasa de embarazo en todos los grupos
de edades cuando los embriones fueron co-cultivados.

CONCLUSION

La gran mayoria de los trabajos de co-cultivo se han reali-
zado en pacientes que han fallado en uno o mas proce-
dimientos de RA, o con el objeto de mejorar el medio de
crecimiento embrionario para obtener un mayor numero
de blastocistos.

Nuestro trabajo explora que ocurre en pacientes que
necesitan reproduccion asistida, sin experiencias anterio-
res, transfiriendo embriones de 72 hs de desarrollo.

En el grupo de pacientes analizadas, se ha detectado
una mejora en la calidad embrionaria, a diferencia de lo
observado en las pacientes repetidoras (Eyheremendy et
a.l, 2007). Esto podria tener relacion con los controles
utilizados en cada estudio: las pacientes de primera vez
no se pueden comparar contra si mismas como ocurre
con las pacientes repetidoras.

Cuando analizamos los resultados segun la indicaci-
6n medica para efectuar un TRA, encontramos que el
co-cultivo beneficia levemente a aquellas causas de este-
rilidad relacionadas con los factores masculinos, pero el
maximo beneficio se da en las parejas que tienen proble-
mas masculinos y femeninos. Aqui el co-cultivo podria
tener un efecto potenciador de la reparacién del embrion
principalmente cuando las gametas se han formado o
almacenado en un ambiente inadecuado.
Aparentemente el cultivo de endometrio proporciona
un ambiente mejorado para el desarrollo embrionario
(Simon et al., 1995). Esto podria ser la explicar por que
tanto pacientes jovenes como afiosas aumentan su tasa
de embarazo e implantacion en forma significativa con el
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co-cultivo, dado que han utilizando el mismo medio de
crecimiento e idénticas condiciones de laboratorio que el
grupo control.

Se han postulado diversos mecanismos de accion del cocul-
tivo :a detoxificacion del medio de cultivo por las células de
la monocapa (Spandorfer et al., 2004),metabolizacion de
glucosa por las células somaticas , regulando su concentra-
cién de glucosa a niveles tolerables por el embridn, en sus
diferentes etapas y la secrecién de sustancias embriotréfi-
cas, por ejemplo el TGF-a (Transforming Growth Factor),
TGF-b1l epidermal growth factor, PDGF-a (Platelet Derived
Growth Factor) e IGF-I y II (Insulin Like Growth Factor)
y GMC-CSF (Granulocyte macrophage colony stimulating
factor) que tienen un efecto directo sobre el desarrollo
embrionario. (Namita Kattal et al., 2008. Spandorfer et
al., 2008. Spandorfer et al., 2001).

Es importante destacar la importancia del momento del
ciclo de la paciente en que se toma la biopsia endometrial
(Barnat et al., 2002). Algunas publicaciones reportan que
los cocultivos originados de células endometriales obteni-
das entre el dia 5y 12 después de la ovulacion producen
embriones con mejor tasa de implantacion que los obte-
nidos en otros momentos del ciclo.

Nuestros resultados, si bien preliminares debido al peque-
flo nimero de pacientes analizadas, demuestran que la
técnica de co-cultivo mejora las posibilidades de emba-
razo en pacientes que realizan tratamientos de reproduc-
cion asistida por primera vez.
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Eficacia da injecao intracitoplasmatica de espermatozdide (ICSI)
de resgate ap0s falha de fertilizagao in vitro convencional.

Efficacy of rescue ICSI after conventional IVF failure
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Divisdo de Reproducdao Humana do Centro de Referéncia da Saude da Mulher, Hospital Pérola Byington, Sdo Paulo.

RESUMO

Objetivos: Avaliar a eficiéncia da injecdo intracitoplas-
matica de espermatozdide (ICSI) de resgate em odcitos
néo fertilizados com a técnica de fertilizagdo in vitro (FIV)
convencional.

Métodos: Foram avaliadas, de janeiro de 2004 a julho de
2008, 46 pacientes submetidas a FIV convencional que
tiveram auséncia total de fertilizacdo, no Centro de Refe-
réncia de Saude da Mulher. Os odcitos em metafase II
foram submetidos a reinseminagdo por ICSI, e os resul-
tados foram avaliados.

Resultados: Em 661 ciclos de FIV realizados em casais
sem fator masculino, falha completa de fertilizagdo foi
observada em 46 pacientes (6,95%). A idade média das
pacientes foi de 35,9 anos. Entre 240 odcitos coletados,
204 eram MII (85%), e a ICSI de resgate foi realiza-
da em 176 odcitos, aproximadamente 24 horas apos a
FIV inicial. Apds a ICSI de resgate observou-se taxa de
fertilizagdo de 60,23% (n=106) e taxa de clivagem de
62,23% (n=66). A transferéncia de embriGes foi realiza-
da em 24 pacientes (52,17%). Duas gestagdes clinicas
(saco gestacional com batimentos cardiacos) foram obti-
das (8,33%), que resultaram em nascidos vivos. A taxa
de implantagao foi de 3%.

Conclusdes: Apesar do limitado sucesso na taxa de
implantacdo (3,0%) observado neste estudo, as taxas de
fertilizagdo (60,23%) e de clivagem (62,23%) sugerem
que a ICSI de resgate apos falha de FIV convencional
pode ser um procedimento aceitavel para evitar o cance-
lamento do ciclo. Postula-se que a ICSI de resgate asso-
ciada ao diagndstico genético pré-implantacional, que
nao foi feito neste estudo, possa melhorar os resultados
do procedimento.

Palavras chave: ICSI de resgate, FIV, falha de fertilizagdo.

ABSTRACT

Objectives: The aim of this investigation is to evalu-
ate the efficacy of rescue ICSI in mature oocytes after
complete fertilization failure in conventional IVF.
Methods: We retrospectively evaluated the outcomes
of reinsemination by ICSI in 46 patients who underwent
conventional IVF cycles and who showed complete and
unexplained fertilization failure, at the Women’s Health
Reference Center IVF Unit, Sdo Paulo, Brazil, from Janu-
ary 2004 to July 2008.

Results: Among 661 IVF cycles performed in couples
without male factor, complete fertilization failure was

observed in 46 patients (6.95%). The mean age of these
patients was 35.9 years. Among 240 oocytes retrieved,
204 were MII (85%) and rescue ICSI was performed in
176 oocytes, approximately 24 hours after the initial IVF
procedure. After rescue ICSI, the rates of fertilization
and cleavage were 60.23% (n = 106) and 62.23% (n =
66), respectively. The embryo transfer was performed
in 24 patients (52.17%). Two single clinical pregnan-
cies (gestational sac with heartbeats) were achieved
(8.33%), both of which resulted in live births. The
implantation rate was 3.0%.

Conclusions: Despite the limited success of rescue
ICSI in terms of implantation rate (3.0%) observed in
this study, the rates of fertilization (60.23%), cleavage
(62.23%) and clinical pregnancy (8.33%) suggest that
emergency rescue ICSI after complete failure in conven-
tional IVF can be performed in order to avoid cycle cancel-
lation. It remains to be determined whether rescue ICSI
in combination with preimplantation genetic diagnosis,
which was not carried out in our study, would furthermore
improve the results of this procedure.

Key words: rescue ICSI, IVF, failure of fertilization.

INTRODUCAO

A injegdo intracitoplasmatica de espermatozodide
(ICSI) foi introduzida inicialmente, em casos de fator
masculino grave de infertilidade, que nao podiam
ser beneficiados pela FIV convencional (Palermo et
al.,1992, van Steirteghem et al., 1993, 1998). Atual-
mente, muitos servigos realizam a ICSI rotineiramen-
te, enquanto outros grupos preferem a fertilizagdo “in
vitro” (FIV) convencional para os casos onde o fator
masculino ndo se reveste de gravidade acentuada. A
falha total de fertilizacdo apds FIV convencional, nos
casos em que os espermatozoides apresentam-se com
numero, motilidade e morfologia adequados para tal
técnica, é uma das mais frustrantes experiéncias para
o casal infértil, bem como para a equipe de repro-
dugdo assistida. Uma alternativa, ainda mal avaliada,
apesar de introduzida ha mais de dez anos (Sjogren
et al., 1995; Tsirigotis et al., 1995), seria a reinsemi-
nacdo dos oocitos ndo fertilizados por ICSI, conheci-
da como ICSI de emergéncia ou ICSI de resgate. O
objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia da ICSI
de resgate nos casos de falha total da FIV convencio-
nal, observando-se as taxas de fertilizagdo, clivagem,
gravidez e implantacao.
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METODOS

Foram avaliados, retrospectivamente, os resultados da
reinseminagao por ICSI em 46 pacientes que apresenta-
ram falha total de fertilizagdo apos FIV convencional, no
setor de reproducdo humana do Centro de Referéncia de
Saude da Mulher, em S&o Paulo, entre janeiro de 2004 a
julho de 2008.

Estimulacdo Ovariana e Captacao Oocitaria
Todas as pacientes foram submetidas a protocolo de
estimulagdao ovariana controlada com bloqueio longo
do eixo hipotalamo-hipofisario mediante a administra-
cdo de analogo agonista do GnRH na forma de depdsito
(acetato de leuprolide 3,75 mg) entre o 18°e 22°dia do
ciclo menstrual. A partir de janeiro de 2008, o protoco-
lo foi modificado, passando-se a utilizar meia ampola de
leuprolide para o bloqueio (1,875 mg). Apds 14 a 20 dias
do bloqueio, iniciou-se a estimulacdo ovariana, através
da administragdo didria de 150 UI de gonadotropinas
urinarias ou recombinantes (Gonal F® Serono, Brasil;
Puregon®, Organon, Brasil; Merional®, Meizler, Brasil)
em pacientes com menos de 35 anos, e 225 ou 250 Ul de
gonadotropinas urinarias ou recombinantes em pacientes
com 35 anos ou mais. O desencadeamento da maturagao
folicular final foi realizado com 5.000 UI de gonadotro-
pina coriénica humana (hCG), na presenca de foliculos
com didametro maximo > 17 mm. A aspiragédo folicular foi
realizada por via ultrassonogréfica, sob sedagdo, 35-36
horas apds o hCG.

Preparo de sémen

O sémen foi coletado por masturbacdo, apés 2 a 5 dias
de abstinéncia sexual, em frascos estéreis. O frasco com
ejaculado foi colocado sobre placa aquecida (37°C) e
examinado apds liquefagdo de 30 minutos. Foram analisa-
das através da luz do microscépio (Nikon E200) amostras
de 5 pL de sémen em camara de Makler, para concentra-
cdo (=20 milhGes de espermatozdides/mL) e motilidade
(250% A+B) espermatica. O processamento do sémen
foi realizado com a técnica de gradiente descontinuo de
densidade, Isolate (Irvine Scientific). Apds o preparo do
sémen, a amostra foi utilizada para FIV convencional e
posteriormente, para ICSI de urgéncia, quando houve
falha de FIV convencional.

Fertilizagao in vitro convencional

Os odcitos foram lavados e colocados em placa Nunc
(Falcon), com meio de cultivo HTF suplementado com
10% soro sintético substituto (Irvine Scientific) e deixa-
dos em incubadora com 5,5% de CO, e temperatura a
37°C. Apos 3-4 horas de incubacgdo, foram inseminados
com 150 mil espermatozdides para cada odcito e coloca-
dos novamente em incubadora. A fertilizagao foi avaliada
apo6s 18 horas da inseminagdo, com a remogao das célu-
las do complexo cimulus-corona do odcito com um deli-
cado capilar afilado. A auséncia dos dois pro-nutcleos e do
segundo corpusculo polar no espaco perivitelineo, foram
provas de que a fertilizagdo ndo ocorreu. Entdo a ICSI foi
realizada nos odcitos em que houve falha de fertilizagdo,
e que se apresentavam em estagio de metafase II.

ICsI

Os odcitos em metéafase II foram micro injetados imedia-
tamente apods a observacdo da falha de fertilizacdo. A
técnica de ICSI foi realizada em microscopio invertido
(Nikon) com aumento de 400 vezes equipado com opti-
ca de Hoffman e micro manipulador Narashige (Narashi-
ge, Japdo) utilizando micropipeta holding e micro agulha
injection (Humagen Fertility Diagnostics, USA). Para
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realizar a ICSI, uma placa de cultura foi preparada com
trés a quatro gotas centrais de 4pL de polivinilpirrolidone
(PVP) (Irvine Scientific) e cinco gotas de 5uL HTF com
hepes suplementado com 10% de soro sintético subs-
tituto (Irvine Scientific). Toda a placa foi coberta com
6leo mineral (Irvine Scientific). Em duas gotas de PVP
foram colocados 1pL da amostra de sémen preparadas
no dia da FIV convencional. Os odcitos foram colocados
nas gotas de HTF com hepes suplementado com 10%
de soro sintético substituto e entdo foi realizada ICSI.
A micropipeta de injecao foi primeiramente introduzida
em uma gota limpa de PVP para eliminar o 6leo mineral
que se introduziu por capilaridade. A seguir, foi coloca-
da na gota de PVP com espermatozdides, selecionando
nela um espermatozéide mével, com aspecto morfolégico
normal e imobilizando-o mediante pressao e aspirando-o
pela cauda. O odcito a ser injetado foi posicionado com
uma ligeira sucgdo através da micropipeta holding, com
o corpusculo polar na posigdo 6 ou 12 horas, evitando-se
desta forma que a pipeta de injecao transpasse a placa
metafasica. Com o odcito posicionado corretamente, a
micropipeta de injegdo com o espermatozoide foi colo-
cada proxima do odcito, atravessando a zona pellcida
e a membrana, até a micropipeta chegar no centro do
ooplasma, onde com uma ligeira aspiragdo foi comprova-
do o rompimento da membrana, assegurando a presencga
do espermatozdide no interior do ooplasma. Apds depo-
sitar o espermatozdide com a menor quantidade de PVP
possivel, delicadamente a micro agulha foi retirada do
odcito e em seguida foi liberado pela micropipeta. A ferti-
lizagdo dos odcitos foi avaliada 18 horas apds a ICSI de
resgate. As clivagens foram avaliadas 48 e 72 horas apds
a realizacdo da ICSI.

RESULTADOS

Em 661 ciclos de FIV realizados em casais sem fator
masculino grave, falha total de fertilizacdo foi observada
em 46 pacientes (6,95%). A média de idade das mulhe-
res foi de 35,9 anos. Em 240 odcitos coletados (média:
5,2 por paciente), 204 (85%) encontravam-se em meta-
fase II (MII). A ICSI de resgate foi realizada em 176 006ci-
tos, aproximadamente 24 horas apés a falha inicial da
FIV, obtendo-se fertilizagdo em 106 odcitos (60,23%),
e observando-se clivagem em 66 (62,23%). Foram
realizadas transferéncias embriondrias em 24 mulheres
(52,17%), com uma média de 2,75 embriGes por pacien-
te; o numero de embrides transferidos variou de um a
quatro. Houve duas gestacGes clinicas (sacos gestacio-
nais Unicos com batimentos cardiacos observados), que
resultaram em nascidos vivos. A taxa de gravidez por
transferéncia foi de 8,33%, e a taxa de gravidez entre as
46 pacientes que se submeteram a ICSI de resgate foi de
4,35%. A taxa de implantacao foi de 3,0%.

DISCUSSAO

Dados da literatura referem taxa de falha de FIV conven-
cional entre 10 e 25% (Chen et al., 1995; Kuczynski et
al., 2002). Nossos resultados revelam falha total de ferti-
lizagdo em 6,95% dos casos sem fator masculino grave.
A falha de fertilizacdo nesses casos pode estar relaciona-
da com fatores hormonais decorrentes do protocolo de
estimulagdao ovariana utilizado (Benadiva et al., 1999),
defeitos nos espermatozdides (Kruger et al., 1988; Liu
& Baker, 2000), disturbios na interagdo espermatozoide-
oocito e anormalidades oocitarias (Bedford & Kim, 1993;
Van Blerkom et al., 1994; Zhivkova, 2003). A auséncia de
fertilizacdo pressupGe anormalidades nos odcitos ou nos
espermatozoides. Quando o sémen se apresenta dentro
dos parametros normais segundo o critério de avaliacgao,
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um defeito morfoldgico ndo observado pode estar presente
(Kruger et al., 1988). A zona pellcida do odcito desempe-
nha um importante papel na barreira fisioldgica e selegdo
dos espermatozdides morfologicamente normais. Liu &
Baker (2000) confirmaram que a presencga de anormalida-
de espermatica é o fator mais frequente, contribuindo para
o defeito na penetracdo e interacdo espermatozoide-zona
pellcida. Entretanto, Bedford & Kim (1993) sugerem que
anormalidades no odcito podem determinar resisténcia na
zona pellcida a passagem de espermatozodides, causando
um bloqueio que pode ser a principal causa da falha de
fertilizacdo. A incapacidade de espermatozdides aparen-
temente competentes para penetrar na zona peltcida foi
frequentemente associada com anomalias do ooplasma
(um ou mais prénucleos, com um ou nenhum corpusculo
polar, e outras anormalidades ocasionais). Observaram,
estes autores, que anomalias em 79,4% dos odcitos nao
fertilizados; por outro lado, 27,4% dos odcitos nédo fertili-
zaram devido a defeitos espermaticos.

Dados da literatura referem o sucesso da ICSI de resgate
apds falha de FIV convencional. As taxas de fertilizagdo e
gestagdo relatadas variam entre 24-48% e 6-20%, respec-
tivamente (Sjogren et al., 1995; Tsirigotis et al., 1995;
Morton et al., 1997; Yuzpe et al., 2000). Ressalte-se que
Pehlivan et al. (2004) ndo recomendam a ICSI de resgate,
em virtude de terem encontrado alta taxa de anormalida-
des cromoss6micas nos embrides obtidos. DeUgarte et al.
(2006) registram que a combinagdo de ICSI de resgate
com diagnostico genético pré-implantacional (PGD) pode-
ria contornar esse problema e promover uma gravidez
normal. Chen & Kattera (2003), em estudo utilizando a
ICSI apods 22 horas em odcitos com falha de FIV convencio-
nal, apresentaram taxa de fertilizacdo de 48,5% e 5% de
gestagdo. Esfandiari et al. (2008) relatam gravidez geme-
lar obtida apos ICSI de resgate em odcitos de morfologia
anormal ndo fertilizados por FIV convencional. Em nossos
resultados, observamos taxas de fertilizagdo (60,23%,
n=53) e clivagem (62,23%, n=33), e duas gestagdes, que
evoluiram para o termo (8,33%). A taxa de implantagédo
obtida foi de apenas 3%. As baixas taxas de gravidez e
implantagdo indicam que pode estar presente algum defei-
to intrinseco ou de desenvolvimento dos odcitos em casos
de falha de fertilizacdo ap6s FIV com sémen normal. Alte-
racdes oocitarias decorrentes do atraso da fertilizacdo é
provavelmente uma das razes para os maus resultados.
Podemos concluir que, apesar do limitado sucesso na taxa
de gestacdo (8,33%) confirmado neste estudo, as taxas
de fertilizagdo (60,23%) e de clivagem (62,23%) sugerem
que realizar a ICSI apds falha de FIV convencional pode
ser um procedimento aceitavel no laboratério de fertiliza-
¢do in vitro, evitando-se o cancelamento da transferéncia
embrionaria. A associacdo da ICSI de regate com técni-
cas de PGD, que ndo foram utilizadas neste estudo, pode
contribuir para a melhora dos resultados finais.
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RESUMO Results and conclusion: The profile of those patients
O objetivo deste estudo é definir o perfil da paciente reveals iniquities related to the right to reproductive
em um hospital publico, referéncia no Rio de Janeiro. health. The majority (73,2%) do not have children,
Método- Estudo descritivo, transversal, de abordagem although they were in reproductive age (63.9% betwe-
quantitativa. Foram selecionados, aleatoriamente, 20% en 26 and 35 years). 65,8% searched for treatment
do total de 1617 prontuarios de pacientes de primei- around 3-8 years and 69.9% have been conducted by
ra consulta. Os dados foram registrados e analisados the Brazilian public health system (SUS). Diagnostics’
pelo Excel/ Office 2003 e SPSS versdo 13.0. Resultados frequencies analysis shows a high incidence of tubope-
e conclusdo: O perfil destas usuarias revela iniqlida- ritoneal factor (35,1%), as a consequence of low socio-
des no tocante ao direito a saude reprodutiva. A maio- economic level and/or the lack/ deficiency of primary
ria (73,2%) ndo tem filhos, a despeito de estar em care to popular classes. These results point the neces-
idade reprodutiva (63,9% entre 26 e 35 anos). 65,8% sity of development of public politics aiming at equity
ja possuia historia de busca por periodo entre 3 a 8 in reproductive health, making possible the way to the
anos e 69,9% veio encaminhada pela rede publica. A effective democratization of social life.
analise das freqUéncias dos diagndsticos encontrados
nos registros dos prontuarios revela maior incidéncia Key-words: profile of patients; equity, public policy,
de fator tuboperitoneal (35,1%), reflexo do baixo nivel reproductive health.
sdcio-econdmico e/ou da caréncia/ insuficiéncia de
atencdo primaria nas camadas populares. A aprecia- INTRODUCI\O
¢ao mais ampla dos resultados aponta a necessidade Embora a infertilidade seja uma doenga que acome-
de desenvolvimento de politicas publicas visando equi- te cerca de 15% dos casais em idade reprodutiva
dade em saude reprodutiva, possibilitando o caminho (Abdallah & Merali, 2002), ndo vém recebendo a devida
para a efetiva democratizagdo da vida social. atencdo pelos servicos publicos brasileiros, nem sendo
contemplada por politicas especificas. Ha caréncia de
Palavras-chave: perfil de pacientes; equidade, politicas dados acerca de centros de reprodugdo assistida e dos
publicas, salde reprodutiva. procedimentos realizados. Estima-se a existéncia de
aproximadamente 120 centros, a maioria de iniciativa
Objective: This study aims at defining the patients’ privada, localizados nas regides sudeste, sul e centro-
profile at a public hospital, reference in Rio de Janei- oeste. Do total de 26.664 registros da REDLARA em
ro. Method: This descriptive, transversal study, takes a 2005, 45% dos ciclos se deu em territério brasileiro
quantitative approach. of 20% of the total of 1617 files (11.859 ciclos) (Souza, 2008).
of patients on first consultation. They were randomly Ainda que os numeros sejam expressivos e que o0s
selected. The data were registered and analyzed poucos servicos publicos recebam pacientes até mesmo
by Excel/ Office 2003 e SPSS version 13.0 software. de outros estados, ha insuficiéncia de dados sistema-
Recebido em 30/05/2009 Copyright - Todos os direitos reservados a
Aceito em 05/07/2009 SBRA - Sociedade Brasileira de Reproducéo Assistida
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tizados acerca de quem é a paciente que recorre aos
servicos publicos de reprodugdo assistida no pais (Souza,
2008; Okazaki, 2002). Tais informagdes seriam de suma
importancia para o desenvolvimento de politicas publicas
relacionadas a aquisigdo e/ou manutencdo da saude repro-
dutiva humana.

O objetivo deste estudo foi sistematizar dados pessoais
e relativos a histdria clinica da busca por solugdo para
a infertilidade em um servico publico de referéncia na
cidade e no estado do Rio de Janeiro. Assim, por meio de
analise documental, configurou-se o perfil das usuarias.

METODOLOGIA

A pesquisa configura-se como Estudo descritivo, trans-
versal, de abordagem quantitativa (Luiz et al., 2005;
Arango, 2005). Todas as pacientes do Hospital Univer-
sitario onde o estudo foi desenvolvido, com prontuario
de “primeira vez” entre janeiro de 2003 e dezembro de
2005 integraram o universo pesquisado. Foram sele-
cionados, aleatoriamente, 20% do total de 1617 pron-
tudrios de pacientes de primeira consulta (prontuéario
zero), configurando amostra aleatéria simples (Bolfari-
ne & Bussab, 2005), assim estruturada: 89 prontuarios
do ano de 2003, 118 de 2004 e 120 de 2005, totali-
zando 327.

Para o perfil demografico, as variaveis consideradas
foram: (1) idade, (2) locais de residéncia (classificados
segundo o plano estratégico da cidade do Rio de Janei-
ro, elaborado pela Prefeitura Municipal), acrescidos de
localidades da Baixada fluminense, Niterdi e outros
municipios do Rio de Janeiro.

A (3) atividade laboral foi classificada em populagao
ativa (AE) ou ndo ativa economicamente (NAE), distri-
buida em subclasses da Classificagdo Nacional de Ativi-
dades Econ6micas (CNAE 2,0, aprovada pela Comissdo
Nacional de Classificagdo - CONCLA) (IBGE, 2006). Em
relacdo a (4) escolaridade, foi considerado o periodo
em que a paciente freqlientou a escola regularmente,
categorizado em anos de estudo.

Quanto a histdria da saude reprodutiva da paciente,
foram considerados: tempo de tentativa, se chegou ao
servico encaminhada ou por demanda espontéanea, se
havia histérico de abortos e os diagnoésticos.

As categorias endometriose e laqueadura tubaria/
suspeita de laqueadura foram destacadas em separa-
do, a principio com a finalidade de dimensionar cada
um dos diagndsticos. Sobre a laqueadura/ suspeita
de laqueadura ha relatos na literatura sobre seu arre-
pendimento (Machado et al., 2005), motivo pelo qual as
pacientes buscaram o servigo.

A pesquisa foi realizada seguindo as rotinas e normas
do Hospital Universitario, com seu consentimento e
aprovagao. Ndo houve danos aos sujeitos participan-
tes. Todas assinaram o termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE), segundo as normas preconizadas
pela Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude
(CONEP, 1996).

Os dados dos prontuarios foram registrados e arqui-
vados em ordem numérica, segundo a data da cole-
ta. Posteriormente integraram um banco de dados no
programa Excel/Office 2003 e no Special Program for
Social Sciences (SPSS) versao 13,0 com todas as vari-
aveis descritas anteriormente. Foi feita a distribuicdo
das frequéncias das varidveis para definir o perfil da
paciente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil das usuarias demonstra que 63,9% possuem
idades entre 26 e 35 anos (grafico e tabelal):
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Grafico 1. distribuicdo das idades das pacientes

distribuicao das idades das pacientes

mais 40
36 -40
31-35
26-30
21-25
até 20

%

idades

0 10 20 30 40
%

Tabela 1. percentuais das idades das pacientes

Idade (anos) %
até 20 5,2
21-25 19,9
26 - 30 30,6
31-35 33,3
36 - 40 10,7

mais de 40 0,3

Dentre as pacientes, 29,5% residem na Baixada flumi-
nense; 10,4% na regido de Campo Grande; 7,9% na do
Centro; 7,2% na da Leopoldina ou Norte; 6,8% na de
Jacarepagua e 6,5% na de Bangu (grafico e tabela 2):

Gréfico 2. Distribuigdo dos locais de residéncia das pacien-
tes, segundo plano estratégico do Rio de Janeiro, elaborado
pela Prefeitura Municipal do Rio de Janeiro (disponivel em
<http://www.rio.rj.gov.br/planoestrategico/>).
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Tabela 2. Percentuais dos locais de residéncia das pacientes
segundo 12 planos estratégicos elaborados pela Prefeitura
Municipal do RJ e acrescidos da regiao da baixada fluminen-
se, Niterdi e outros municipios do Rio de Janeiro.
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12 4,3
Baixada 29,5
Niterdi 3,6
outros municipios 4,0

Do total das pacientes, 29,3% tém até 7 anos de estudo,
0 que corresponde ao Ensino Fundamental incompleto,
sendo uma analfabeta e 26,3% tém 11 anos de estudo,
ou seja, concluiram o Ensino Médio (grafico e tabela 3).

Grafico 3. distribuicdo da escolaridade das pacientes
(segundo periodo em que freqlientou a escola regularmen-
te, categorizados em anos de estudo).
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Tabela 3 Percentuais de escolaridade das pacientes.

escolaridade %

Fundamental incompleto 29,3
Fundamental 19,3
Médio incompleto 15,2
Médio 26,3
Superior incompleto 4,5
Superior ou mais 5,3

Com relacdo a atividade econémica, aproximadamente
40% das pacientes sdo nao ativas economicamente (NAE),
conforme ilustram o grafico e a tabela 5.4, a seguir:

Grafico 4. Distribuicdo dos percentuais de mulheres economi-
camente ativas (AE) e de nado ativas economicamente (NAE).

mulheres economicamente ativas x nao
economicamente ativas
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Tabela 4. Comparagdo entre mulheres quanto a atividade
econ6mica (subclasses da Classificagdo Nacional de Ativi-
dades EconOmicas - CNAE 2,0 aprovada pela Comissdo
Nacional de Classificagdo - CONCLA) e populagdo ndo ativa
economicamente (NAE).

NAE 39,9
AE 60,1

América Latina e busca por reproducdo assistida - Costa T., et al.

Cerca de 60% sao ativas economicamente (AE), exercen-
do atividades administrativas e servigos complementares
(11,2%), servigos domésticos (10,1%), trabalhando no
comeércio (11,6%), no setor de servigos (9,3%) e nas areas
de educacdo (4,8%) e de salde humana e servigos sociais
(4,5%), segundo demonstrado no grafico e tabela 5:

Grafico 5. distribuicdo das categorias de atividade econo-
mica (subclasses da Classificagdo Nacional de Atividades
Econ6micas — CNAE 2,0 aprovada pela Comissdo Nacional
de Classificagdo - CONCLA/ IBGE, 2006).

distribuigdo das categorias de atividade
econdmica
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Tabela 5. percentuais de categorias profissionais das
pacientes ativas economicamente (segundo a categorizagdo
da CONCLA/ IBGE, 2006.

profissdo %

NAE 39,9

N 11,2

S 9,3

T 10,1

G 11,6

P 4,8

Q 4,5
outros 8,8

A maioria das mulheres (73%) ndo tem filhos ou tém um
(12,6%) ou dois (11,2%), dados apresentados no grafico
e tabela 6:

Grafico 6. Distribuigdo do numero de filhos por paciente.
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Tabela 6. Percentuais do nimero de filhos por paciente.

filhos %
sem filhos 73,2
1 12,6
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2 11,1
3 ou mais 3,1

Do total, 69,6% das mulheres ndo sofreu abortos ou estes
foram espontaneos (22,3%). Apenas 7,3% das pacientes
os provocaram (grafico e tabela 7).

Grafico 7. Distribuicdo de abortos ocorridos nas pacientes,
por tipo.
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Tabela 7. percentuais da ocorréncia e dos tipos de abortos
sofridos pelas pacientes.

abortos %
nenhum 69,6
espontaneos 22,3
provocados 7,3

A grande maioria (96,5%) veio encaminhada por outros
servicos. Embora em 14,5% das pacientes ndo tenha
sido possivel identificar a origem, 69,9% era proveniente
do Sistema Unico de Salde. Apenas 3,5% vieram por
demanda espontanea (grafico e tabela 8).

Grafico 8. Distribuicdo da demanda das pacientes.
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Tabela 8. percentuais dos tipos de demanda das pacientes.
demanda %
Sus 69,9
particular 12,1
espontanea 3,5
encaminhada 96,5

Do total, 65,8% das mulheres declarou estar buscando
tratamento por periodo entre 3 a 8 anos. Quanto aos
diagnosticos para a infertilidade, o grafico e a tabela
5.9. ilustram a predominancia dos de fator tuboperito-
neal (24,8%), ovariano (19,0%) ou masculino (13,1%).
Se forem incluidas as pacientes laqueadas e os diagnés-
ticos de endometriose, o fator tuboperitoneal responde
por 35,1%.
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Grafico 9. Distribuigdo dos diagndsticos das pacientes
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Tabela 9. percentuais dos diagndsticos de infertilidade das
pacientes.

Diagnostico %
infertilidade 14 11,0
infertilidade 2 & 10,0
ft tuboperitoneal 24,8

ft ovariano 19,0

ft uterino 8,0
endometriose 3,6
LT ou suspeita 6,7

abortamento repet 2,3
ESCA 1,5
fator masculino 13,1

6. CONCLUSAO

A analise do perfil das usuarias deste servico, referéncia
na cidade do Rio de Janeiro revela iniqlidades no tocante
ao direito a saude reprodutiva. A maioria (73%) ndo tem
filhos, a despeito de estar em idade reprodutiva (63,9%
na faixa entre 26 e 35 anos). Cerca de 65,8% ja possuia
histéria de busca por periodo entre 3 a 8 anos, ou seja,
ja havia transitado por outro(s) servico(s), especializados
(ou ndo), publicos ou privados.

Aproximadamente 95% chegou ao Hospital Universitario
mediante encaminhamento por outros locais de atendi-
mento. Em 69,9% dos casos, pela rede publica, ou seja,
pelo préprio Sistema Unico de Saude (SUS). Os dados
diferem do estudo de Gobbi (2002), em que a maioria -
41,7% - decorria de demanda espontanea.

A anadlise das freqiéncias dos diagndsticos encontrados
nos registros dos prontuarios das pacientes revela a
maior incidéncia de fator tuboperitoneal (35,1%). Este
achado estd de acordo com os estudos de Meirelles et
al. (2001) e de Franco et al. (1999), que corroboram
este fator como causa mais freqliente de infertilidade.
A maior prevaléncia dentre as camadas populares é
ressaltada por Luna (2001), reflexo do baixo nivel sécio-
econdmico e da caréncia/ insuficiéncia de atengdo prima-
ria. Estas condicGes explicam a recorréncia de processos
inflamatorios pélvicos e conseqliente infertilidade.

A apreciacdo mais ampla dos resultados aponta para a neces-
sidade de desenvolvimento de politicas publicas no sentido
de promover a discussdo para equidade em salde reprodu-
tiva, minimizando disparidades evitaveis e seus determinan-
tes (Fonseca, 2005; Almeida et al., 2005), possibilitando o
caminho para a efetiva democratizacdo da vida social.



A identificagdo de que os centros publicos em sua maioria
estdo ligados as Universidades e apresentam dificulda-
des/ deficiéncia de recursos em todos os niveis, permite
o reconhecimento do comprometimento pessoal para que
muitos se mantenham (Souza, 2008).

Assim, a implementacdo de politicas permitird o equa-
cionamento das atividades dos centros ja existentes, seu
aparelhamento e ampliagdo, mas sobretudo a articula-
cdo entre diferentes areas do saber, visando a formacao
de profissionais melhor qualificados para trabalhar em
reproducdo assistida na vertente da promocdo da saude.
Assim sendo, bem qualificados tecnicamente e compro-
metidos com a justica social e com a aquisicdo/ resgate
da cidadania da populagdo assistida.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a capacidade preditiva da implantagao
embriondria dos marcadores de reserva folicular e das
variaveis da resposta ovariana ao estimulo com gonado-
trofinas exdgenas em ciclos de injegdo intracitoplasmati-
ca de espermatozdides (ICSI). Métodos: Foram prospec-
tivamente avaliados 45 ciclos de ICSI em mulheres com
idade < 38 anos, ciclos menstruais regulares, sem pato-
logias endocrinas ou endometriose, com fator masculi-
no exclusivo, com ambos os ovarios e sem tratamento
hormonal recente. A reserva ovariana foi inferida pelas
dosagens basais dos horménios anti-mulleriano (AMH),
estradiol (E2) e foliculo estimulante (FSH) e a resposta
ao estimulo, pela contagem dos foliculos dominantes no
dia da hCG, do total de odcitos aspirados e de odcitos
morfologicamente maduros. Curvas Receiver Operating
Characteristic (ROC - AUC) foram tracadas para avaliagao
da capacidade discriminatodria de cada variavel em identi-
ficar implantagdo embrionaria. Resultados: nenhum dos
marcadores de reserva ovariana apresentou capacidade
discriminatéria significativa de implantacdo embrionaria.
Entre as varidveis de resposta ovariana, foram significati-
vas as capacidades discriminatoérias do niumero de foliculos
dominantes no dia da hCG (ROC-AUC = 0,748; p<0,01) e
do numero total de odcitos aspirados (ROC-AUC = 0,665;
p < 0,05). Conclus6es: A avaliagdo da resposta ovariana
a partir da contagem de foliculos dominantes no dia de
administracdo da hCG e do total de odcitos aspirados pare-
ce trazer alguma perspectiva quanto a predigdo da implan-
tacdo embrionaria em mulheres submetidas a ICSI.

PALAVRAS-CHAVE
Infertilidade; ICSI; Reserva Ovariana; Resposta Ovaria-
na; Reproducdo Assistida; FSH; AMH; Estradiol.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the potential to predict embryo
implantation from endocrine markers of follicular reserve
and variables of ovarian response to exogenous gonado-
tropic stimulus in cycles of intracytoplasmic sperm injec-
tion (ICSI). Methods: We prospectively evaluated 45

ICSI cycles in women with 38 years of age or less, regular
menstrual cycles, with no endocrine diseases or endo-
metriosis, with male factor of infertility, with both ovaries
and no recent hormonal treatment. Ovarian reserve was
assessed by basal measurements of estradiol, follicle-
stimulating hormone and anti-mullerian hormone, and
ovarian response to stimulus was assessed by dominant
follicles count in the day of hCG administration, total
number of oocytes retrived from follicular aspiration and
the number of morphologically mature oocytes retrieved.
Receiver Operating Characteristic curves (ROC - AUC)
were obtained to determine discriminatory capacity of
each variable to identify embruo implantation. Results:
None of ovarian reserve markers presented significant
capacity to predict embryo implantation. Among the vari-
ables of ovarian response, we observed significant capac-
ity of dominant follicles in the day of hCG administration
(ROC-AUC = 0,748; p < 0,01) and of the total number of
oocytes retrieved (ROC-AUC = 0,665; p < 0,05) to assess
embryo implantation. Conclusions: The evaluation of
ovarian response by dominant follicles count in the day
of hCG the total number of oocytes retrieved seems to
be of good perspective in regard to prediction of embryo
implantation in women submitted to ICSI.

KEYWORDS
Infertility; ICSI; Ovarian Reserve; Ovarian Response;
Assisted Reproduction; FSH; Estradiol; AMH.

INTRODUCAO

O aumento na prevaléncia dos quadros de infertilidade
e a procura cada vez maior por técnicas de reprodugdo
assistida (TRA) exigem da equipe assistencial esforgos
continuos na melhoria do aconselhamento, o que inclui
estimativas das chances de gestagdao. Conquanto nao
garanta o “bebé em casa” de fato, o diagndstico hormo-
nal de gestagao pode sinalizar tratamento bem sucedido,
mas os marcadores propedéuticos atualmente disponi-
veis nao sao efetivos nessa predicao (Broekmans et al.,
2006; Carvalho et al., 2008).
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Tabela 1. Capacidade de predigdo de gestacao de marcadores de reserva e resposta ovariana em ciclos de ICSI.

Valor de corte ROC-AUC p Sensibilidade Especificidade
E2 (ng/mL) > 53,1 0,59 NS 40 88
FSH (UI/mL) > 6,26 0,504 NS 55 64
AMH (pmol/L) > 14,05 0,532 NS 50 64
Foliculos = 18 mm (n) > 03 0,748 0,0014 73,7 70,8
QOdcitos (n) > 07 0,665 0,046 65 68
Odcitos MII (n) > 03 0,646 NS 85 44

Legenda: E2 = Estradiol basal; FSH = Hormonio Foliculo-Estimulante basal; AMH = Hormonio Anti-Mulleriano basal; ROC-AUC = Area sob a curva
do tipo Receiver Operating Characteristic. Sensibilidade e especificidade expressas em porcentagens. NS = N&o significativo. Nivel de significancia
p < 0,05. ROC-AUC = 1,0 resultado da perfeita capacidade do teste para predizer a ocorréncia de gestacdo e ROC-AUC = 0,5 resultado da auséncia

completa da capacidade discriminatoria.

A falta de uniformidade na caracterizagao do que seria a
resposta ovariana adequada ao estimulo em TRA é um
dos principais fatores para a dificuldade em se determi-
nar um bom preditor de sucesso no tratamento; é possi-
vel, contudo, que ndo os marcadores de reserva, mas as
variaveis da resposta ovariana estejam melhor relaciona-
das aos resultados em TRA, traduzindo a saude oocitaria
necessaria a formagdo de embriGes de boa qualidade.
Seja para a resposta avaliada pelo crescimento folicular
(Jenkins et al., 1991; Evers et al., 1998), seja para as
distintas contagens de odcitos aspirados apds estimu-
lo (Bancsi et al., 2002; Elgindy et al., 2008; Klinkert et
al., 2005; La Marca et al., 2007; Luna et al., 2008), nao
encontramos na literatura, contudo, bastantes estudos
associando-os a ocorréncia de gestacdao apos TRA, ainda
que elementos sinalizadores da boa resposta, como a
contagem de foliculos antrais, tenham sido, de algum
modo, relacionados ao sucesso gestacional (Muttukrish-
na et al., 2005).

O objetivo deste estudo, assim, foi avaliar e comparar as
capacidades dos marcadores endocrinos da reserva foli-
cular e das variaveis da resposta ovariana ao estimulo
com gonadotrofinas exdgenas de predigdo da ocorréncia
de gravidez em ciclos de TRA de alta complexidade.

METODOLOGIA

A. Casuistica

Entre junho de 2006 e fevereiro de 2008, foram prospecti-
vamente avaliados 278 ciclos consecutivos de indugdo de
ovulacdo para procedimentos de reprodugao assistida no
servico de Reproducdo Humana do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto da Universi-
dade de S&o Paulo. A execucgdo deste estudo foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo e todas
as pacientes assinaram termo de consentimento livre e
esclarecido concordando com o uso dos dados obtidos
dos ciclos de TRA a que se submeteram em pesquisa.

Os critérios de inclusdo neste estudo foram: (1) inferti-
lidade primaria ou secundaria, associada exclusivamente
a fator masculino; (2) idade < 38 anos; (3) ciclos mens-
truais com 23 a 32 dias de duracdo; (4) presenga de
ambos os ovarios; (5) auséncia de doencgas enddcrinas
com possivel efeito deletério sobre a funcdo reproduti-
va (doengas tireoidianas, hiperprolactinemia, anovulagao
hiperandrogénica, alteragdes do metabolismo glicidico);
(6) auséncia de endometriose confirmada por videola-
paroscopia diagndstica realizada nos doze meses ante-
cedentes ao inicio do estudo; (7) eleicdao da técnica de
injecdo intracitoplasmatica de espermatozdides (ICSI);
(8) auséncia de tratamento hormonal nos trés meses
antecedentes a inclusdo no estudo.

Sensibilidade

= Foliculos dominantes
Oécitos totais
Oocitos maduros

0 20 40 G0 &0 100
100-Especificidade

Figura 1. Areas sob as curvas do tipo Receiver Operating Characteristic
(ROC-AUC) para foliculos = 18 mm no dia da hCG (dominantes), total de
odcitos aspirados e odcitos maduros aspirados.

Preencheram os critérios de inclusdo 50 ciclos, tendo sido
posteriormente excluidos do estudo 3 ciclos em cujas
pacientes apresentavam antecedente de cirurgia ovaria-
na com perda tecidual (em razdo da possivel interferéncia
negativa sobre a reserva folicular ovariana) e 2 ciclos em
cujas pacientes apresentavam volumosos cistos ovaria-
nos de aspecto folicular a ultrassonografia transvaginal
basal. Como casuistica final do estudo, foram estudados,
assim, 45 ciclos consecutivos de ICSI.

B. Avaliacao da reserva ovariana

Foram coletadas amostras de sangue entre o 3% e 0 5°
dia do ciclo menstrual prévio ao inicio da indugdo de
ovulagdo. Apos serem centrifugadas, os respectivos soros
foram armazenados em temperatura de -70°C para dosa-
gem em Unico momento dos niveis basais do hormonio
foliculo-estimulante (FSH), do estradiol (E2) e do hormo-
nio anti-mulleriano (AMH). O E2 basal foi determinado
por quimioluminescéncia (Immulite 2000, DPC, USA),
com coeficiente de variagao intra-ensaio de 2,95%. O
FSH basal foi determinado por quimioluminescéncia
(Immulite 2000, DPC, USA), com coeficientes de variagdo
interensaios de 2,9% a 4,2% e intra-ensaio de 4,2%. A
dosagem do AMH basal foi realizada por teste imunoenzi-
matico ultrassensivel - ELISA (Immunotech Inc, France),
com coeficientes de variabilidade inter e intra-ensaios de
14,2% e 12,3%, respectivamente.

C. Protocolo de tratamento

Todas as pacientes iniciaram uso de contraceptivo hormo-
nal oral combinado (COC) apds a coleta das amostras
de sangue. Na fase médio-luteal do ciclo imediatamen-
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te antecedente a data programada para inicio do trata-
mento, iniciava-se a inibigdo hipofisaria pela adminis-
tracdo subcutanea didria de 10 UI acetato de leuprolida
(Lupron® - Abbott). Apds 10 dias de uso do analogo do
GnRH, suspendia-se o uso do COC e, com a ocorréncia do
fluxo menstrual, realizava-se a avaliagdo ultrassonogra-
fica basal bidimensional por aparelho ATL HDI 3000 (ATL
Ultrasound, Bothel, WA, USA), com sonda endovaginal na
frequéncia de 4,0 a 9,0 MHz.

A estimulagdo ovariana era iniciada apds a avaliagdo
ultrassonografica, com doses diarias de folitrofina recom-
binante (Gonal-F® - Merck Serono, Germany) ou de
gonadotrofina pds-menopausal purificada (Menopur® -
Ferring Pharmaceuticals, Switzerland), com monitoragao
ultrassonografica endovaginal a partir do sétimo dia de
tratamento e, quando necessario, reajuste individualiza-
do das doses por protocolo step-down. A administragao
subcutdnea da gonadotrofina coridénica recombinante
(hCG-r) (Ovidrel® - Merck Serono, Germany), em dose
Unica de 250ug para inducdo de ovulagdo, era realizada
quando dois ou mais foliculos dominantes monitorados
atingiam diametro médio = 18 mm. A aspiragdo folicular
para captacdo oocitaria era realizada pela via endovagi-
nal, 36 horas apos a administracdo da hCG-r.

D. Avaliacao da resposta ovariana

A resposta ovariana a estimulacao foi aferida a partir: (a)
do numero de foliculos com diametro médio = 18 mm
no dia de administracdo da hCG (foliculos dominantes);
(b) do nimero total de odcitos aspirados 36 horas apds
a administragdo da hCG; e (c) do numero de odcitos
morfologicamente maduros (presenca de um corpusculo
polar extruso) aspirados 36 horas ap6s a administracdo
da hCG.

D. ICSI, transferéncia embrionaria e diag-
néstico de gravidez

Apos periodo de incubacgdo de 2 a 6 horas e banho de 30
a 60 segundos em solugdo de hialuronidase, procedia-se
a remocdo desta e das células do cumulus, e classificagdo
dos odcitos quanto ao grau de maturacdo; em todos os
casos, a ICSI foi realizada nos odcitos morfologicamente
maduros. A ocorréncia da fertilizacdo foi confirmada em
tempo de 14 a 20 horas apds a ICSI, pela presenga de
dois pro-nucleos e dois corpusculos polares.

As transferéncias embrionarias (TE) foram realizadas
utilizando-se cateter do tipo Frydman, no segundo dia
(D2) — para os casos com até trés embriGes obtidos —
ou terceiro dia (D3) apds a ICSI, adotando como critérios
para escolha dos melhores embriGes o nimero de células
(quatro células em D2, oito células em D3), a simetria
entre os blastdmeros e a taxa de fragmentagdo destes.
Em nenhum dos casos houve transferéncia de quantidade
superior a trés embriGes.

O diagnéstico de gravidez foi realizado pela dosagem
sérica da B-HCG no 14° dia apos a realizacdo da TE.

E. Andlise estatistica

As capacidades para predicdo da implantagdo embrio-
naria dos marcadores de reserva e resposta ovariana
foram aferidas a partir do tragado de curvas tipo Recei-
ver Operating Characteristic (ROC), a partir das quais se
estabeleceram as areas sob as curvas (ROC-AUC), valo-
res de corte, sensibilidade e especificidade. Para tanto,
utilizou-se o programa MedCalc versdo 9.3.7.0 (2007),
considerando-se ROC-AUC = 1,0 resultado da perfeita
capacidade do teste para predizer a ocorréncia de gesta-
¢do e ROC-AUC = 0,5 resultado da auséncia completa
de tal capacidade discriminatdria. A significancia dos
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resultados foi estabelecida pelo o = 0,05. Por se tratar de
analise retrospectiva de prontuarios referentes a todos os
ciclos de TRA realizados no periodo selecionado, ndo foi
realizado calculo amostral.

RESULTADOS

A idade média das pacientes incluidas no estudo foi de
33,33 * 4,4 anos (variagdao de 24-38 anos) e o indice
de massa corporal (IMC) médio, de 24,11 + 3,73 kg/
m2, Para estimulacdo, a dose média de FSH recombi-
nante utilizada foi de 2015 + 710 UI. Os niveis médios
dos marcadores basais de reserva ovariana foram: E2 =
64,85 £+ 89,13 pg/mL; FSH = 6,56 + 2,56 Ul/mL; e AMH
= 14,74 + 12,67 pmol/L. Apos o estimulo, houve o cresci-
mento médio de 4,1 + 2,56 foliculos dominantes e foram
aspirados em média 9,0 £ 5,9 odcitos, sendo 5,38 + 3,14
oocitos morfologicamente maduros.

A partir das curvas tragadas para E2 (ROC-AUC = 0,59; p
> 0,05), FSH (ROC-AUC = 0,504; p > 0,05) e AMH (ROC-
AUC = 0,532; p > 0,05), ndo observamos capacidade
de predigdo de gravidez para os marcadores de reserva
ovariana. Entre as modalidades de resposta ovariana ao
estimulo gonadotrofico exégeno, o nimero de foliculos
dominantes no dia de administragdo da hCG foi a mais
significativamente capaz de predizer a ocorréncia de
gestagao (ROC-AUC = 0,748; p < 0,01), com sensibilida-
de de 73,7 % e especificidade de 70,8% para contagens
superiores a trés unidades. O numero total de odcitos
aspirados também apresentou capacidade preditiva de
gestagdo (ROC-AUC = 0,665; p < 0,05), mas com sensi-
bilidade e especificidade menos expressivas (Tabela 1).
As areas sob as curvas para variaveis de reposta ovariana
estdo representadas na Figura 1.

DISCUSSAO

Com este estudo, sugerimos que a contagem de foliculos
dominantes no dia da administracdo da hCG e o numero
total de odcitos aspirados podem predizer a ocorréncia da
implantagdo embrionaria em ciclos de ICSI, o que ndo se
observa para marcadores da reserva ovariana ou numero
de odcitos morfologicamente maduros.

O papel dos marcadores séricos da reserva ovariana na
predicdo de sucesso em ciclos de reproducgao assistida
tem sido questionado e ndo existe um consenso sobre
a verdadeira aplicabilidade dos diversos marcadores na
pratica clinica. Quanto a capacidade de predizer especifi-
camente a ocorréncia de gestacdo, varios estudos encon-
trados ndo foram capazes de suportar utilidade para
marcadores como E2 (Scott et al., 1989; Licciardi et al.,
1995; Smotrich et al., 1995), FSH (van Montfrans et al.,
2000; Klinkert et al., 2005; van der Steeg et al., 2007;
Luna et al., 2007) e AMH (Gnoth et al., 2008).

No caso do FSH basal, um dos marcadores mais estudados
para propedéutica em TRA (Silberstein et al., 2006), Watt
et al. determinaram valor de corte basal de 11,1 mUl/
mL, acima do qual ndo ocorreria gestacdo; ndo avalia-
ram, contudo, a resposta folicular propriamente dita e por
se tratarem de ciclos de FIV, alteragdes no espermogra-
ma podem ter interferido negativamente nos resultados
(Watt et al., 2000). Ashrafi et al., por sua vez, constata-
ram que mulheres submetidas a FIV apresentando niveis
de FSH > 15 UI/mL tiveram menos odcitos aspirados e
maior nimero de ciclos cancelados (Ashrafi et al., 2005),
concordando com os resultados de Klinkert et al., que
sugeriram taxas menores de gestacdao (mas sem signifi-
cancia) para os niveis referidos (Klinkert et al., 2005).
Embora os estudos mencionados tenham sugerido que
FSH > 15 UI/mL esteja relacionado diretamente ao mau
prognostico de gravidez em TRA, a ocorréncia de gravi-
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dez foi demonstrada em aproximadamente metade das
mulheres com FSH > 12,5 UI/L (van Montfrans et al.,
2000) e Luna et al. demonstraram que as taxas de gravi-
dez em mulheres < 35 anos e FSH basal elevado foram
melhores que as de mulheres mais velhas, com niveis
normais da gonadotrofina (Luna et al., 2007), reforgan-
do que a idade é superior ao hormonio como ferramenta
propedéutica.

E plausivel acreditar que a resposta ovariana ao estimulo
gonadotrofico exdgeno apresente capacidade de predi-
zer a ocorréncia de gestagdo superior a apresentada por
marcadores de reserva ovariana ou caracteristicas da
paciente. Infelizmente, estudos fazendo essa avaliagdo
sao escassos na literatura. Roest et al. demonstraram
que o sucesso em ciclos de fertilizacdo in vitro (FIV) esta
melhor relacionado a qualidade da resposta ao estimulo
que a idade da mulher (Roest et al., 1996). Acreditamos
no desenvolvimento folicular como o principal variavel de
resposta ovariana ao estimulo exdgeno e, assim, na sua
adogdo como um dos principais critérios de sucesso em
RA, por ndo sofrer interferéncias de eventuais dificulda-
des na aspiragdo oocitaria ou perdas de odcitos durante
0 esvaziamento do cateter e a manipulagdo laboratorial.
Nosso estudo corrobora nossa crenga ao demonstrar que
o numero de foliculos dominantes realmente pode predi-
zer a ocorréncia de implantagdo embrionaria em ciclos de
ICSI; mas nao contradiz a tendéncia atual de se conside-
rar o nimero de odcitos aspirados como critério de suces-
so em ciclos de RA, ja que houve significancia da capaci-
dade dessa variavel na predicdo da implantagdo, embora
com ROC-AUC pouco expressiva. Discordando dos nossos
dados, o estudo retrospectivo de Ng et al. apontou taxas
de implantacdo e gestagdo independentes do niumero de
foliculos dominantes no dia de administragdo da hCG em
ciclos de fertilizagao in vitro (Ng et al., 2006).

Nao se pode deixar de apontar as limitagdes deste estu-
do: (1) a possivel interferéncia do fator masculino de
infertilidade na ocorréncia de gravidez, embora todas as
pacientes tenham sido submetidas a ICSI, o que supos-
tamente reduz significativamente a interferéncia do fator
masculino sobre os resultados finais; e (2) a amostra limi-
tada de ciclos/pacientes, podendo se tornar mais claro o
papel dos preditores de implantagdo embrionaria quando
estudados em maior nimero casos.

Concluindo, marcadores de reserva ovariana podem ser
ferramentas propedéuticas importantes no aconselha-
mento de casais inférteis candidatos a ciclos de RA, mas
sua capacidade de predizer a ocorréncia de gestacdo néo
pdde ser demonstrada neste estudo. Entretanto, a avalia-
cdo das variaveis de resposta, principalmente a conta-
gem de foliculos dominantes no dia de administragdo da
hCG exdgena, parece trazer alguma perspectiva quanto
a predicao da ocorréncia de gravidez, caracterizando-se
como importante elemento do aconselhamento ao casal e
do acompanhamento da paciente pela equipe médica.

Endereco para Correspondéncia:

Bruno Ramalho de Carvalho, Genesis - Centro de Assistén-
cia em Reprodugdo Humana, Centro Clinico Sul - Ala Leste,
SHLS 716, Bloco”L”, Salas “L” 328/331, Brasilia, Distri-
to Federal, CEP: 70.390-907, Telefone: (61) 3345-8030,
E-mail: bruno@genesis.med.br.

Ndo houve ou ha conflitos de interesse para a divulgacéo
deste trabalho.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ashrafi M, Madani T, Tehranian AS, Malekzadeh F. Follicle stimu-
lating hormone as a predictor of ovarian response in women
undergoing controlled ovarian hyperstimulation for IVF. Int ]

Gynaecol Obstet. 2005;91:53-7.

Bancsi LFJMM, Broekmans FIM, Eijkemans MJC, de Jong FH,
Habbema JDF, te Velde ER. Predictors of poor ovarian respon-
se in in vitro fertilization: a prospective study comparing basal
markers of ovarian reserve. Fertil Steril. 2002;77:328-36.

Broekmans FJ, Kwee ], Hendriks DJ, Mol BW, Lambalk CB. A
systematic review of tests predicting ovarian reserve and IVF
outcome. Hum Reprod Update. 2006;12:685-718.

Carvalho BR, Rosa e Silva ACJS, Rosa e Silva JC, Reis RM, Ferria-
ni RA, Silva de Sa MF. Ovarian Reserve Evaluation: State of the
art. J Assist Reprod Gen. 2008; 25:311-22.

Cole LA, Ladner DG, Byrn FW. The normal variabilities of the
menstrual cycle. Fertil Steril. 2009;91:522-7.

Elgindy EA, El-Haieg DO, El-Sebaey A. Anti-Mullerian hormone:
correlation of early follicular, ovulatory and midluteal levels with
ovarian response and cycle outcome in intracytoplasmic sperm
injection patients. Fertil Steril. 2008;89:1670-6.

Evers JL, Slaats P, Land JA, Dumoulin JC, Dunselman GA. Eleva-
ted levels of basal estradiol-17beta predict poor response in
patients with normal basal levels of follicle-stimulating hormone
undergoing in vitro fertilization. Fertil Steril. 1998;69:1010-4.

Gnoth C, Schuring AN, Friol K, Tigges J, Mallmann P, Godehardt
E: Relevance of anti-Millerian hormone measurement in a routi-
ne IVF program. Hum Reprod. 2008; 23:1359-65.

Jenkins JM, Davies DW, Devonport H, Anthony FW, Gadd SC,
Watson RH, Masson GM. Comparison of ‘poor’ responders with
‘good’ responders using a standard buserelin/human menopau-
sal gonadotrophin regime for in-vitro fertilization. Hum Reprod.
1991;6:918-21.

Klinkert ER, Broekmans FJ, Looman CW, Habbema ID, te Velde
ER. The antral follicle count is a better marker then basal folli-
cle-stimulating hormone for the selection of older patients with
acceptable pregnancy prospects afetr in vitro fertilization. Fertil
Steril. 2005;83:811-4.

La Marca A, Giulini S, Tirelli A, Bertucci E, Marsella T, Xella S,
Volpe A. Anti-Mullerian hormone measurement on any day of
the menstrual cycle strongly predicts ovarian response in assis-
ted reproductive technology. Hum Reprod. 2007;22:766-71.

Licciardi FL, Liu HC, Rosenwaks Z. Day 3 estradiol serum concen-
trations as prognosticators of ovarian stimulation response and
pregnancy outcome in patients undergoing in vitro fertilization.
Fertil Steril. 1995;64:991-4.

Luna M, Grunfeld L, Mukherjee T, Sandler B, Copperman AB.
Moderately elevated levels of basal follicle-stimulating hormone
in young patients predict low ovarian response, but should not
be used to disqualify patients from attempting in vitro fertiliza-
tion. Fertil Steril. 2007;87:782-7.

Ng EH, Yeung WS, Ho PC. Patients with three or less dominant
follicles may not be associated with reduced pregnancy rate of
in vitro fertilization treatment. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol.
2006;129:54-9.

Roest J, van Heusden AM, Mous H, Zeilmaker GH, Verhoeff
A. The ovarian response as a predictor for successful in vitro
fertilization treatment after the age of 40 years. Fertil Steril.
1996;66:969-73.

Scott RT, Toner JP, Muasher SJ], Oehninger S, Robinson S,
Rosenwaks Z. Follicle-stimulating hormone levels on cycle day
3 are predictive of in vitro fertilization outcome. Fertil Steril.
1989;51:651-4.

Silberstein T, MacLaughlin DT, Shai I, Trimarchi JR, Lambert-
Messerlian G, Seifer DB, Keefe DL, Blazar AS. Millerian inhibi-
ting substance levels at the time o HCG administration in IVF
cycles predict both ovarian reserve and embryo quality. Hum
Reprod. 2006;21:159-63.

Smotrich DB, Widra EA, Gindoff PR, Levy MJ, Hall JL, Stillman
RJ. Prognostic value of day 3 estradiol on in vitro fertilization
outcome. Fertil Steril. 1995;64:1136-40.

van der Steeg JW, Steures P, Eijkemans MJC, Habbema JDF,
Hompes PGA, Broekmans FJ, Bouckaert PXJM, Bossuyt PMM,
van der Veen F, Mol BWJ. Predictive Value and Clinical Impact
of Basal Follicle-Stimulating Hormone in Subfertile, Ovulatory
Women. J Clin Endocrinol Metab. 2007;92:2163-8.

van Montfrans JM, Hoek A, van Hooff MH, de Koning CH, Tonch
N, Lambalk CB. Predictive value of basal follicle-stimulating
hormone concentrations in a general subfertility population.
Fertil Steril. 2000;74:97-103.

Watt AH, Legedza ATR, Ginsburg ES, Barbieri RL, Clarke RN,
Hornstein MD. The prognostic value of age and follicle-stimula-
ting hormone levels in women over forty years of age undergoing
in vitro fertilization. J Assist Reprod Gen. 2000;17:264-8.

JBRA - Assist. Rep. | V. 13 | n°3 | July-August-September / 2009

29



Artigo Revisao

Avaliacao comparativa do rFSH preenchido por bioensaio versus
rFSH preenchido por massa em inseminagao intra-uterina.

A comparison between rFSH filled-by bioassay and rFSH filled-by-mass

in intrauterine insemination.

Martha de Moraes Calvente Bulus®?, Maria do Carmo Borges de Souza?®, Ana Cristina Allemand Mancebo?, Gutemberg Ledo
de Almeida Filho?, Carlos André Henriques?, Katia Silveira da Silva°

2G&O0 Barra, RJ. Reprodugao Humana

bInstituto de Ginecologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro
¢Departamento de Pesquisa Clinica do Instituto Fernandes Figueira- Fiocruz, RJ.

RESUMO

Objetivo: Este estudo retrospectivo teve por objetivo
comparar as taxas de gravidez e resultados da estimulagao
ovariana utilizando rFSH preenchido por massa ou preen-
chido por bioensaio para inseminacao intra-uterina (IIU)
em casais com ESCA e fator masculino leve/moderado.
Métodos: Foram analizados 51 ciclos de pacientes que
utilizaram rFSH bioensaio e outros 51 ciclos de pacientes
que utilizaram rFSH preenchido por massa. A estimula-
gao ovariana foi iniciada com 75UI de rFSH em dias alter-
nados a partir do 3° dia do ciclo com ajustes de 37,5UI
a 75Ul quando necessario. O hCG recombinante (rhCG)
foi utilizado na presenca de pelo menos um e no maximo
3 foliculos pré-ovulatérios (=18mm). A IIU foi realizada
30-40 horas ap6s o uso de rhCG.

Resultados: As taxas de gravidez por ciclo e gravidez por
paciente foram respectivamente 9,8% e 10,9% no grupo
que utilizou rFSH bioensaio, 5,8% e 7,7% no grupo que
utilizou rFSH preenchido por massa, nao sendo estatisti-
camente significativas (p=0,71 e 0,84 respectivamente.
Nao foi encontrado diferenga no resultado da estimulagdo
ovariana entre os grupos: dose média de rFSH utiliza-
da assim como o numero de foliculos entre 14 e 17mm,
numero de foliculos =18mm, espessura endometrial no
dia do hCG e dosagens de estradiol e LH no dia do hCG.
Conclusao: Ndo encontramos diferenca nas taxas de
gestagao entre os grupos que utilizaram rFSH preenchido
por bioensaio ou preenchido por massa.

Os resultados da estimulagdo ovariana nos dois grupos
também néo foram capazes de mostrar diferenga no uso
de uma ou outra formulagao.
Palavras chaves: Inseminagao FSH
recombinante, gonadotrofinas.

intra-uterina,

ABSTRACT

Objective: The aim of this retrospective study was to
compare the pregnancy rates and characteristics of ovar-
ian stimulation between rFSH filled by mass or filled by
bioassay for intrauterine insemination in couples with
unexplained and male subfertility.

Methods: We assessed 51 cycles of patients that had
used rFSH bioassay and 51 cycles of patients that had
used rFSH filled-by-mass. Ovarian stimulation was

performed with 75 UI of rFSH every other day from cycle
day 3. Dose adjust was made when necessary with 37,5-
75 UI rFSH. Intrauterine insemination was performed
30-40 hours after recombinant hCG (rhCG). The presen-
ce of at least one and maximum of three folicles =18mm
was the criteria for using r hCG.

Results: Pregnancy rates per cycle and per patient were
respectively 9,8% and 10,9% in the rFSH bioassay group,
5,8% e 7,7% in the rFSH filled-by-mass group, with no
significance ( p=0,71 and 0,84). Also, we did not find
differences between ovarian stimulation characteristics:
rFSH total doses, follicles between 14-17mm, follicles
>18mm, endometrial thickness on hCG day, estradiol and
LH dosages on hCG day.

Conclusion: We did not find differences in pregnancy
rates when using rFSH filled-by -mass or rFSH filled-by-
bioassay. The ovarian stimulation characteristics were
similar between the two groups.

key words: Intrauterine insemination, gonadotrophins,
recombinant FSH.

INTRODUGCAO

A estimulagdo ovariana controlada com medicagdes
melhora a taxa de fecundidade por ciclo (ou seja, a
possibilidade de gestar em 1 ciclo definido) em parte por
aumentar o nimero de foliculos disponiveis para serem
fertilizados pelos espermatozodides e também corrigindo
possiveis disfuncdes ovulatérias na mulher em tratamen-
to. Combinada com a inseminacgdo intra-uterina, a esti-
mulagdo ovariana tem sido recomendada para casos de
infertilidade, quando ndo ha comprometimento tubario
(Hugues et al,1998; Guzick et al, 1999).

Para a estimulagao ovariana, atualmente dispde-se de
diversos farmacos sendo que os que apresentam melho-
res resultados por estimularem diretamente a produgdo
de estrogénio pelos foliculos ovarianos sdo as gonadotro-
finas. As mesmas tém sido utilizadas por mais de 30 anos
para produzir a ovulagdo em mulheres inférteis (Reque-
na et al, 2003). Em 1960, Lunenfeld e cols publicaram
a primeira gravidez obtida depois da estimulagdo com
gonadotrofina menopausica humana (HMG).

As primeiras gonadotrofinas sintetizadas eram deriva-
das da urina de mulheres pds menopausadas (HMG) e
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possuiam em sua formulagdo concentragées de FSH e
LH em proporgdes semelhantes (MACKLON, 2005). Na
década de 80, um medicamento mais purificado deno-
minado gonadotrofina urinaria purificada (u-FSH) foi
introduzido no mercado. Este possuia menor proporgdo
de LH em relacdo ao conteldo de FSH porém ainda em
quantidades significativas. (SHOHAM & YUVAL, 2002).
O FSH é o hormdnio gonadotrofico chave durante a fase
folicular e os niveis excessivos de LH nesta fase podem
produzir efeitos negativos sobre as taxas de fecunda-
cao e gravidez. No final de 1970 foram desenvolvidas
técnicas de filtragem em gel que foram capazes de obter
FSH altamente purificado (u-hFSH) com o que se conse-
guia um alto grau de pureza do produto, sem conter
LH. Apesar de resultados clinicos adequados com rela-
cdo a estimulagdo ovariana, as gonadotrofinas urinarias
tem sua producgdo limitada por depender da coleta de
grande quantidade de urina. Além disso acabava por
conter FSH em concentragBes variaveis e com protei-
nas contaminantes em quantidades também variaveis
0 que poderia determinar riscos maiores de complica-
¢des como sindrome de hiperestimulo ovariano (SHO) e
multigemelaridade.

Com o advento da tecnologia recombinante, foi possivel
a sintese de FSH recombinante (r-FSH). O FSH recombi-
nante provém de uma linha celular ovariana de hamster
chinés a qual se incorporaram os genes que codificam
as duas subunidades do FSH. O resultado é uma molé-
cula altamente purificada, semelhante ao FSH huma-
no, e completamente desprovida de atividade LH (LE
COTONEE, 1994). Além de ter sua produgdo ilimitada,
se provou mais segura de ser utilizada e tem resultados
clinicos superiores as gonadotrofinas urinaria. As gona-
dotrofinas recombinantes, assim como as urinarias eram
estimadas em sua atividade por Unidades Internacionais
(UI). Inicialmente, esta tecnologia trouxe o FSH com
99% de pureza, porém trazia ainda uma inconsisténcia
dos lotes em relagdo a quantidade exata de FSH por
ampola, podendo variar entre 10 a 25%. Isto significa-
va que uma ampola fabricada com o contelddo de 75Ul
poderia variar sua atividade bioldgica entre 60 e 94Ul
(HUGUES, 2005). Isto acontecia porque os preparados
de FSH podiam ser preenchidas e liberadas apenas atra-
vés do bioensaio de Steelman-Pohley, onde o método
para determinagdo da bioatividade era a realizagdo de
um bioensaio de ganho de peso in vivo, com ratos.

A partir de 2004 , uma nova tecnologia substituiu com
sucesso 0 bioensaio por uma técnica analitica altamente
precisa, chamada Cromatografia Liquida de Alta Perfor-
mance com Exclusdao por Tamanho (Size Exclusion High
Performance Liquid Chromatography, SE-HPLC). Desta
forma, foi eliminada a variabilidade intrinseca do bioen-
saio em ratos e foi garantida uma alta consisténcia de
lote para lote e de frasco para frasco do conteldo de
r-hFSH, sendo a variabilidade desta técnica de apenas
+ 2% (DRIEBERGEN & BAER, 2003). A poténcia do
r-hFSH passou a ser expressa em unidades de massa
(Mg), onde uma ampola de 75UI equivale a 5,5ug. O
processo de Preenchimento por Massa (FbM- filled by
mass) ao reduzir a variabilidade intrinseca associa-
da com o bioensaio, tem sido associado com melhor
consisténcia da resposta clinica.

Souza e cols. em 2002 ja haviam levantado a possibilida-
de do uso das gonadotrofinas em doses mais baixas, em
dias alternados, padronizando este protocolo para indu-
cdo da ovulagdo para coito programado ou para IIU.

A comparagdo dos resultados clinicos observados neste
estudo visou buscar evidéncias da importédncia da
mudanca de tecnologia na fabricacdo desta medicacgdo.

Avaliagdo comparativa do rFSH - Bulus. M.M.C., et al.

METODOS

Neste estudo longitudinal retrospectivo comparativo foi
realizada a andlise de 102 ciclos de 83 pacientes inférteis
que realizaram inseminacdo intra-uterina (IIU) na clinica
G&O Barra, clinica privada no Rio de Janeiro entre o peri-
odo de dezembro de 2001 a dezembro de 2008. Estas 83
pacientes foram divididas em dois grupos de acordo com
o tipo de FSH recombinante (Gonal F®-Serono) utilizado
na estimulagdo ovariana: FSH recombinante preenchido
por massa (r-FSH Fbm) ou FSH recombinante bioensaio
(r-FSH bio). Como os lotes de FSH recombinante preen-
chido por massa comegaram a ser distribuidos no Brasil
em margo de 2004, as pacientes que realizaram insemi-
nagdo intra-uterina antes deste ano foram incluidas no
grupo r-FSH bio, enquanto as que realizaram insemina-
cdo apds 2004 foram incluidas no grupo r-FSH Fbm.
Todas as pacientes que participaram do estudo apresen-
tavam idade inferior ou igual a 38 anos, diagndstico de
infertilidade masculina leve a moderada de acordo com a
OMS (concentracdo de espermatozoides moveis apds a
capacitagdo maior que 5 milhdes por ml e com morfolo-
gia estrita de Kruger maior que 4%) ou infertilidade sem
causa aparente (ESCA) por pelo menos 1 ano. O diag-
néstico de infertilidade masculina foi dado quando pelo
menos 2 amostras de sémen mostraram uma concentra-
cdo total de espermatozdides menor do que 20 milhdes
sem que nenhuma outra anormalidade fosse encontrada
na investigacdo do casal. Os casos de infertilidade sem
causa aparente foram diagnosticados quando nenhuma
anormalidade foi encontrada na investigagdo do casal.
Em ambos os casos, a indicacdo de IIU seguiu-se apos
comprovacao de integridade e perviedade de pelo menos
uma tuba uterina.

Excluiu-se as pacientes que realizaram IIU em 2004 para
evitar o periodo de transicdo dos lotes de medicacdo no
mercado. Além disso, foram excluidas pacientes que tives-
sem alguma outra patologia associada, como endometrio-
se, sorologia positiva para HIV, hepatites B ou C. Da mesma
forma, as pacientes que apresentavam dosagem de FSH
no 2° dia do ciclo maior ou igual a 10UI/I, que haviam sido
submetidas a qualquer tratamento hormonal nos ultimos 3
meses e 0s casos de anovulagdo foram excluidos.

A caracterizagao do perfil das pacientes foi apresentada
através da idade da paciente, tipo e causa de esterilidade
e concentragdo de espermatozoides inseminados.As taxas
de gravidez por ciclo e por paciente foram os desfechos
principais do estudo.Também foram analisados os resulta-
dos da estimulagdo ovariana nos dois grupos: dose total
de medicacdo utilizada, nimero de foliculos entre 14 e 18
mm, nimero de foliculos = 18 mm, dosagem de estra-
diol e LH no dia do rhCG, espessura do endométrio no dia
do rhCG, sindrome de hiperestimulo ovariano e gestacao
multipla.Classificou-se em facil e dificil o procedimento de
IIU quando havia nenhuma (facil) ou alguma (dificil) resis-
téncia a passagem do cateter de Frydman durante a IIU.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em pesqui-
sa da Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio
de Janeiro em agosto de 2008.

As pacientes foram submetidas a estimulacdo ovariana
utilizando-se rFSH bio (grupo 1) ou rFSH Fbm (grupo 2)
na dose de 75UI- 5,5ug a cada 48 horas a partir do 3° dia
do ciclo (39, 5° e 7° dias do ciclo), por via subcutanea,
segundo a experiéncia do Servico ( Souza et al, 2002;
Souza, 2005). Todas as pacientes foram submetidas a
ultra-sonografia transvaginal (USTV) basal no inicio do
ciclo, antes do inicio da medicagdo com o objetivo de se
avaliar o aspecto e a espessura endometrial, a reserva
ovariana e descartar a presenga de cistos ovarianos. A
monitorizacdao da ovulagao foi iniciada no 8° dia do ciclo
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por ultra-sonografia transvaginal. O aparelho utilizado foi
um GE Logic 400 - Pro series com transdutor de uso intra-
vaginal na freqiiéncia de 6,0 MHz.

As doses subseqlientes de r-FSH foram ajustadas de
acordo com o tamanho dos foliculos da seguinte forma:
- na auséncia de foliculos com didmetro de 10-12 mm as
doses foram aumentadas em 37,5 a 75 UI, mantendo-se
em dias alternados.

- na presenca de foliculos de 14-15 mm as 75UI foram
mantidas e reavaliadas em 2 dias.

- quando os foliculos atingiram o diametro de 16-17 mm
a medicagao foi interrompida e a paciente foi reavaliada
em 24 horas com novo USG.

Ao ser obtido pelo menos um foliculo maior ou igual a 18
mm, a ovulagdo foi desencadeada com hCG recombinan-
te (rhCG) em dose Unica de 250ug, por via subcutanea.
Neste dia foi colhido sangue para dosagem de estra-
diol e LH. Os ciclos foram cancelados quando ndo houve
resposta folicular que alcangasse diametro de 14mm até
0 159 dia do ciclo ou na presenga de mais de trés foliculos
acima de 18mm (foliculos pré-ovulatorios).

Informagdes sobre efeitos adversos das medicagdes foram
coletados durante o periodo de tratamento das pacientes.
As amostras de sémen foram obtidas por masturbacao
imediatamente antes da IIU, apds um periodo de 2 a 5
dias de abstinéncia sexual, coletadas em frascos de boca
larga, estéreis, de polipropileno e mantidas a 37°C por
no maximo 60 minutos até a total liquefagdo. O material
foi entdo analisado quanto a concentragdo e motilidade
dos espermatozoides, utilizando-se céamara de Makler
(Counting Chamber Makler® - Self Medical Instruments
- Israel). O preparo seminal foi obtido através da técnica
de gradientes de densidade, com objetivo de promover
a remocdo do plasma seminal, de virus e bactérias, bem
como a capacitagdo dos espermatozoides

A inseminacgdo intra-uterina ocorreu de 30 a 40h apds
o uso do hCG. O suporte da fase litea foi feito com uso
didrio de progesterona micronizada por via vaginal (Utro-
gestan® - Farmoquimica) iniciado 4 dias apds o uso do
rhCG. O teste de gravidez foi realizado 14 dias apds a
inseminacgdo. Foi considerado gestacdo quimica a dosa-
gem sérica de B-hCG positiva, e neste caso o uso de
progesterona foi mantido até a 122 semana de gestacao.
Um exame ultra-sonografico transvaginal foi realizado 2
semanas apods o teste de gravidez positivo ( aproxima-
damente na 62 semana de gestagdo) com finalidade de
detectar a presenca do embrido (gestacdo clinica).

A andlise estatistica foi realizada pelos seguintes métodos:
- para comparacgdo de variaveis numéricas (idade, total
de gonadotrofinas, espessura endometrial, n® de folicu-
los) entre os dois grupos foi utilizado o teste t de Student
para amostras independentes ou o teste de Mann-Whit-
ney (ndo-paramétrico);

- para comparacao de dados qualitativos (taxa de gesta-
gao) foi utilizado o teste de qui-quadrado (%?) ou o teste
exato de Fisher.

Foi utilizado método ndo-paramétrico, pois algumas vari-
aveis ndo apresentaram distribuicdo normal (distribuicdo
Gaussiana) devido a dispersdo dos dados e/ou a escala
discreta das varidveis. O nivel de significancia foi de 5%.
O risco relativo foi estimado com o respectivo intervalo
de confianga. O Programa Epi Info versao 3.5.1.(2008)
foi utilizado para as analise de dados.

RESULTADOS

Um total de 83 pacientes realizaram IIU e foram divididas
em dois grupos. O grupo que foi submetido a estimula-
Gao ovariana com rFSH bioensaio (rFSH bio) foi composto
por 44 pacientes, enquanto 39 pacientes fizeram parte do

JBRA - Assist. Rep. | V. 13 | n°3 | July-August-September / 2009

grupo que realizou estimulagdo ovariana com rFSH preen-
chido por massa.

Os dois grupos foram semelhantes quanto a média de
idade das pacientes, incidéncia de infertilidade primaria,
incidéncia de ESCA e fator masculino como causa de infer-
tilidade. Também ndo houve diferenca significativa quanto
a concentragdo de espermatozoides inseminados e nime-
ro de ciclos realizados como demonstrado na tabela 1.
Cada grupo teve 51 ciclos analisados. No grupo rFSH bio,
7(13,7%) pacientes realizaram mais de 1 ciclo de IIU,
enquanto que no grupo rFSH Fbm 12 (30,8%) pacientes
foram submetidas a mais de 1 ciclo ( p=0,60) (tabela 2).
A taxa de gestagdo por paciente encontrada foi de 11,36%
no grupo rFSH bio e 7,7% no grupo rFSH Fbm, sem dife-
renca estatistica significativa, RR 1,33 (IC 95% 0,3-5,2). Da
mesma forma, a taxa de gestagdo por ciclo, 9,8% (3/51)
versus 5,8% (5/51) ndo mostrou diferenga estatistica signi-
ficativa, RR 1,67 ( IC 95% 0,4-6,6) (tabela 3 e gréfico 1).
Dentre as gestagdes do grupo rFSH bio, 1 evoluiu para
abortamento com 8 semanas e 4 evoluiram como gesta-
cdo clinica com parto a termo ( taxa de bebé em casa de
9,0%). No caso do grupo rFSH Fbm, 1 gestante abortou
ainda no primeiro trimestre e 2 evoluiram com gestagao
clinica com parto a termo (taxa de bebé em casa de 5,1%).
N&o houve casos de gestagGes gemelares ou sindrome de
hiperestimulo ovariano em nenhum dos grupos.

A dose média de rFSH utilizada foi de 370,58 + 128,26
no grupo que utilizou rFSH bioensaio e 363.97+157.73 no
grupo que utilizou rFSH preenchido por massa, sem dife-
renca estatisticamente significativa. Comparamos também
o numero de foliculos entre 14 e 17 mm e maiores de 18
mm encontrados ao exame de ultra-sonografia no dia do
hCG. No grupo rFSH bio foram encontrados exatamente
9 foliculos com tamanho entre 14 e 17 mm no total de 51
ciclos observados (17,6%), semelhante ao rFSH Fbm, onde
foram encontrados 10 foliculos destes tamanhos (19,6%).
Com excegdo de apenas uma paciente do grupo que utili-
zou o rFSH bio que apresentou 2 foliculos =18 mm, todas
as outras tiveram apenas 1 foliculo = 18 mm no dia do
hCG, ndo havendo portanto diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos.

A média da espessura endometrial no dia do hCG se
mostrou semelhante nos 2 grupos assim como as dosa-
gens de estradiol e LH no mesmo dia.

A tabela 4 mostra os resultados da estimulagdo ovariana
nos dois grupos.

No grupo rFSH bio, 80% (41/51) dos procedimentos
foram considerado faceis contra 53% (27/51) no grupo
rFSH Fbm. Embora esta diferenga tenha sido significati-
va (p = 0,0059), ndo representou diferenga no resultado
final de gestacdo nesta amostra.

Tabela 1 Perfil clinico das pacientes
P . P
Variaveis rFSH bio rFSH Fbm alor
NO© de ciclos 51 51
Idade 33,05+ 2,95 33,72+2,42 0,21
Esterilidade
primaria (%) 82,45 (42/51) 78,43 (40/51) 0.80
secundaria (%) 17,65 ( 9/51) 21,57 (11/51) !
Causa
ESCA (%) 66,66 (34/51) 64,70 (33/51) 1

Masculina (%) 33,34 (17/51) 35,30 (18/51)

Conc. sptz (x106/ml)* 53,17 + 39,34 44,79 + 28,46 0,22

Valores expressos em percentagem ou média + DP.
*Conc. Sptz = concentragdo de espermatozdides inseminados.



Tabela 2. Taxa de gestagdo segundo numero de ciclos de
IIU realizados em cada grupo.

(FSH Taxade ~rFSH oxade
bio gestagao Fbm 9 2o p
n % n (;0/
0
) 6,8 5,1
1 ciclo 44 39 (2/59) 055
2 o0u+ 28,6 8,3
ciclos 7 (2/7) L2 (1/12) 929
Total 51 5/51 51 3/51 0,71

*Teste de Fisher

Tabela 3. Riscos relativos referentes as taxas de gestagdo/
ciclo e gestagdo/paciente obtidos a partir da comparagéo
entre os dois grupos.

rFSH bio rFSH Fbm RR (IC 95%)* p

N© ciclos 51 51

Gestagao/ciclo

(0/0) 918 (5) 518 (3)

1,67 (0,4-6,6) 0,71

N© pacientes 44 39

Gestacgdo/

paciente(%) EESGER 7,7 (3)

1,33 (0,3-5,2) 0,84

“RR= % gestagdes no grupo rFSH bio / % gestagdes no grupo rFSH Fbm

Grafico 1. Taxas de gestagdo (%) por ciclo e por paciente
segundo grupo de tratamento

distribuigdo dos diagnésticos das pacientes
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Tabela 4. Resultados da estimulag@o ovariana nos 2 grupos

Variaveis rFSH bio rFSH Fbm p
370,58 + 363,97 +
Dose total rFSH (UI) 128,26 157,73 0,81
Endométrio (mm) 9,62 £ 2,46 9,35 +1,91 0,53
Fol 14-17mm (%) 17,6 19,6 1
Fol* > 18mm 1+0,2 1+0 0,16
+ +
LH (mIU/ml) oy & e 0,63
) +
Estradiol (pg/ml) :318458’2069 3%3’1829 0,43

Valores expressos em percentuais ou média £ DP. “Fol = nimero de
foliculos

DISCUSSAO

As implicagGes clinicas potenciais do rFSH preenchido por
massa sdo aspectos importantes para a pratica clinica.
Neste contexto, no estudo realizado por Hugues et al. em
2003, onde foram analizados 4 lotes de rFSH preenchido

Avaliagdo comparativa do rFSH - Bulus. M.M.C., et al.

por bioensaio e 4 lotes de rFSH preenchido por massa,
as pacientes que utilizaram o rFSH preenchido por massa
tiveram uma resposta ovariana significativamente mais
consistente, possibilitando um melhor controle da dose
de FSH administrada (BALASH,2004).

Ao se considerar que a resposta de cada paciente ao
estimulo ovariano é altamente variavel, a estabilidade
da droga utilizada no estimulo ovariano por si ja repre-
senta um viés a menos. Embora a maioria dos traba-
lhos comparando-se estimulo ovariano com protocolos
de rFSH estejam restritos a ciclos de alta complexida-
de, seria natural interrogarmos se haveria uma melhora
na qualidade oocitaria também em protocolos de baixa
complexidade, onde nao estamos checando diretamente
0 grau de maturacdo oocitaria.

Um namero significativo menor de ampolas de rFSH Fbm
foi necessario para a estimulagdo ovariana nos ciclos
de FIV/ICSI encontrados no estudo de Abuzeid et al.
(WICKLAND, 2006). Embora comparando procedimen-
tos de alta com baixa complexidade, poderiamos espe-
rar também uma menor dose de rFSH Fbm requerida no
nosso estudo o que, entretanto, nao foi confirmado.

No estudo de Yeko et al. (2004) embora tenham encon-
trado diferengas no resultado de indugdo da ovulagdo com
as duas formulagdes no que diz respeito a menos dias de
estimulo e, novamente, menor nimero de ampolas utili-
zadas, a populagdo estudada era diferente. Tratava-se na
etiologia de pacientes anovuladoras do grupo II (WHO),
diferindo na etiologia das pacientes com ESCA e/ou fator
masculino, abordados no nosso trabalho.

Os resultados que obtidos seja no numero de foliculos
entre 14 e 17 mm ou maiores de 18mm foram semelhan-
tes nos dois grupos assim como as demais variaveis clini-
cas relacionadas: dose total de rFSH utilizada, dosagem
plasmatica de estradiol e LH no dia do hCG e espessura
endometrial.

Torna-se muito importante o achado da populagao folicu-
lar entre 14 e 17 mm apenas na faixa de 20%, pois isto
significa que os ciclos foram mono-ovulatérios em pelo
menos 80% das vezes.

As taxas de gestagao obtidas estao de acordo com os
dados da literatura para os ciclos de IIU e novamente nao
evidenciaram diferenga entre as formulagdes do rFSH.
Apesar de nossos achados terem se baseado em um
pequeno numero de pacientes/ ciclos e ter a limitagdo
de um estudo retrospectivo, os grupos em analise foram
definidos com critérios restritos a fim de torna-los o mais
semelhante possivel, reduzindo o potencial de fatores de
confundimento que pudessem interferir nos resultados.
Estes critérios foram, inclusive, os que limitaram o tama-
nho amostral, ja que o universo original das pacientes era
muito heterogéneo.

Mesmo sem encontrar diferengas nos resultados da esti-
mulagdo ovariana realizada com as duas formulacdes
nesta amostra, os beneficios associados a maior pure-
za das drogas recombinantes sdo consideraveis, prin-
cipalmente pela maior seguranga potencial em termos
de riscos de contaminagdo, riscos estes existentes nos
produtos de origem urinaria.

A taxa de gestacdo multipla apoés inducdo da ovulagdo
é um ponto muito discutido atualmente considerando-se
que pelo menos um terco dos gemelares e maioria de
trigémeos e gestagdes multiplas de grande ordem sédo
resultantes de procedimentos mais simples de inducao
da ovulagdo (HUGUES, 2005). O rFSH Fbm, pela sua
consisténcia de lotes, poderia entdo beneficiar pacientes
com anovulagdo cronica, onde um ajuste sutil da dose
deve ser buscado para se prevenir o risco de desenvolvi-
mento multifolicular e gestagdo multipla.

Nos ciclos de FIV, o risco de sindrome de hiperestimu-

JBRA - Assist. Rep. | V. 13 | n°3 | July-August-September / 2009

33



34

Artigo de Revisdo

lo pode ser reduzido pela pungdo do grande numero de
foliculos visualizados a ultra-sonografia transvaginal e,
no caso de gestacao multipla, controlando o nimero de
embriGes a serem transferidos (FAUSER, 2004), o que
ndo é possivel nos procedimentos de baixa complexida-
de. Neste caso, o maior controle do desenvolvimento de
multiplos foliculos observados por ultra-sonografia asso-
ciada a protocolos que permitam pequenos e consistentes
ajustes de dose se torna fundamental. Neste contexto,
nossa amostra ndo evidenciou nenhum caso de gestagao
multipla ou sindrome de hiperestimulo ovariano, o que
mostra seguranca na sua utilizagdo.

A IIU é um procedimento considerado facil e de menor
custo do que a FIV, sendo mais acessivel a maioria dos
casais inférteis e, portanto, a primeira opgao de tratamen-
to para casais com ESCA e fator masculino leve a mode-
rado (DANKERT, 2007). No entanto, como comprovado
pela escassa quantidade de publicacdes encontrada na
revisdo deste tema, a maioria dos estudos apenas levam
em consideracao procedimentos de FIV/ICSI. Diversos
autores comparam os custos de tratamento com FIV/ICSI
versus IIU e indicam que o tratamento inicial com IIU se
mostra mais custo-efetivo na maioria dos casos de ESCA
e infertilidade masculina moderada. Surpreendentemen-
te e apesar dos argumentos baseados em evidéncias,
estudos realizados na Australia e Nova Zelandia mostram
claramente que quase um tergo dos centros de tratamen-
to de infertilidade, apesar de convencidos destes valo-
res, realizam FIV/ICSI como primeira linha de tratamento
mesmo nos casos de normalidade espermatica e tubas
patentes (OMBELET et al., 2008).

Apesar de resultados ndo tao promissores em taxas de
gestacdo, a IIU deve ser considerada uma boa alternativa
para tratamento de casais jovens e de menor poder aqui-
sitivo, principalmente nos paises em desenvolvimento.
Aliado a isto, o uso do rFSH, ao possibilitar menor ajuste
de doses, podem contribuir também para o menor custo
dos tratamentos de infertilidade.

CONCLUSAO

N3o encontrou-se diferenga nas taxas de gestagao entre
0s grupos que utilizaram rFSH preenchido por bioensaio
ou preenchido por massa. Os resultados da estimulagdo
ovariana também ndo foram capazes de mostrar diferen-
ca no uso de uma ou outra formulagdo quanto as outras
variaveis clinicas. Ambas as drogas no protocolo estu-
dado mostraram-se seguras quanto ao risco de hiperes-
timulo ovariano ou gestacao multipla, o que reassegura
sua aplicagdo em tratamentos de baixa complexidade.
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RESUMO

Um dos principais dilemas enfrentados pela Medicina
reprodutiva, atualmente, é a dificuldade de preserva-
cao da capacidade reprodutiva feminina nas pacientes
que tém seus ovarios inativados pelo uso da quimio/
radioterapia ou cirurgicamente retirados. Nesses casos,
a criopreservagdao ovariana serviria tanto como fonte
de reserva de odcitos para a preservagdo da funcgédo
reprodutiva futura, bem como uma alternativa a terapia
hormonal. Nesse artigo, fazemos uma breve revisdo da
literatura apresentando as principais causas da faléncia
ovariana e os principais métodos atualmente disponiveis
para preservacao da fungcdo enddcrina ovariana, com
especial énfase nos avangos em relagdo a criopreserva-
¢do ovariana.

Palavras-chave: Transplante, ovario, criopreservacgdo, ratos

ABSTRACT

One of the major problems against reproductive medi-
cine is the incapacity of oocyte preservation in patients
submitted to chemotherapies, radiotherapies and muti-
lating surgeries. In these cases, ovary preservation
could restore hormonal e fertility capacity. In this arti-
cle, we describe the main causes of ovarian failure and
the alternatives to preserve ovarian function, especially
the advances in ovarian cryopreservation.

Key-words: Transplantation, ovary, cryopreservation, rats

INTRODUGCAO

A necessidade de preservagao dos gametas femininos e
o problema da reposicdo hormonal relacionado a melhor
droga, dose e via de administracao, indicacdes e efei-
tos colaterais sdo assuntos que vém sendo discutidos
ha décadas e que até o momento ndo apresentam solu-
cOes definitivas (Barros et al., 2001). O banco de tecido
ovariano pode ser uma das alternativas possiveis para
atender estas questles e encontra-se em investigagdo
experimental tanto em animais quanto em humanos,
ainda em fases iniciais. Ele pode ser uma solugdo para
a preservacdo da fertilidade em pacientes com céancer,

situagdo em que o tratamento levara a faléncia ovariana,
assim como 0 que ocorre em pacientes com endome-
triose grave ou tumores ovarianos benignos. Essa ques-
tdo torna-se especialmente importante para mulheres
solteiras e criangas, nas quais ndo é possivel o uso do
congelamento de embrides. Além disso, acredita-se que
o transplante ovariano possa restaurar a funcdo endo-
crina da mulher, sendo uma alternativa a terapia hormo-
nal. Outra possivel indicacdo seria para pacientes que
retardam a concepgdo para um periodo avancado da
vida reprodutiva, quando a reserva ovariana encontra-
se diminuida ou esgotada, hoje candidatas a tratamento
com doagdo de odcitos.

No ano de 2006, foram estimados 1.399.790 novos
casos de cancer nos Estados Unidos, sendo 679.540 em
mulheres e 8% disso em mulheres abaixo de 40 anos
(Jemal et al., 2006). Estima-se que em 2010, uma em
cada 250 pessoas adultas serdo sobreviventes de cancer
na infancia (Blatt, 1999). Os grandes avancos obtidos
no diagndstico e tratamento do cancer em criangas,
adolescentes e adultos aumentou a expectativa de vida
de mulheres sobreviventes na pré-menopausa, entre-
tanto resultou numa populagdo crescente de adoles-
centes e adultos curados de neoplasias malignas que
experimentardo problemas de infertilidade devido a
faléncia ovariana prematura (Blatt, 1999). Os efeitos
das quimioterapias, radioterapias e cirurgias mutilado-
ras no futuro da fertilidade sdo matéria de estudos e
preocupacdes das pacientes e de seus familiares.

1 - FALENCIA OVARIANA

1.1 - Faléncia Ovariana Pés-Quimioterapia

A quimioterapia, especialmente quando se utilizam
agentes alquilantes, é reconhecidamente gonadotdxica.
A gonadotoxicidade das drogas varia entre elas, sendo
algumas extremamente téxicas (ciclofosfamida, melpha-
lan, clorambucil, ifosfamida, thiotepa e mostarda nitro-
genada) e outras com efeitos minimos ou nulos sobre
a reserva folicular ovariana (Metotrexate, 5-fluoracil,
vincristina) (Sonmezer & Oktay, 2004). A perda folicu-
lar é também dose dependente, sendo que cada curso
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de quimioterapia resulta em perda adicional proporcio-
nal a reserva (Akar & Oktay, 2005). O risco de falén-
cia ovariana aumenta com a idade, simplesmente como
conseqiiéncia da menor reserva ovariana em mulheres
mais velhas (Meirow & Nugent, 2001). Mulheres novas
possivelmente ndo experimentardo faléncia ovariana
imediata com drogas altamente gonadotdxicas, mas
eventualmente elas desenvolverdo infertilidade e meno-
pausa precoce (Poniatowski et al., 2001). Desse modo,
a restauracao de ciclos menstruais regulares nao garan-
te a fertilidade normal (Demeestere et al., 2007).

Em uma recente revisdo, Lobo (2005) mostrou que a
chance de gravidez espontdnea apos o tratamento é de
28% em mulheres abaixo de 20 anos e de apenas 5%
em mulheres acima de 25 anos. Além disso, relata que
a terapéutica preconizada para o transplante de medu-
la éssea induz faléncia ovariana em mais de 80% dos
casos, mesmo em criangas.

1.2 - Faléncia Ovariana Pds-Radioterapia

A radiagdo induz dano gonadal através de efeitos cito-
toxicos diretos e indiretos (formacgdo de radicais livres)
no DNA. A dose de radiagao calculada para destruir 50%
da reserva oocitaria é estimada em menos de 2 gray
(Gy) (Wallace et al., 2003). Enquanto um total de 20 Gy
pode induzir faléncia ovariana em mulheres abaixo de
40 anos, uma dose baixa, como 6 Gy, é suficiente para
levar a faléncia mulheres acima de 40 anos. Pacientes
gue mantém ciclos regulares, apos irradiagdo pélvica,
também ndo estdo livres de desenvolver menopausa
precoce (Wallace et al., 1989).

Além da radioterapia pélvica e abdominal utilizada em
tumores pélvicos e doengca de Hodgkin, a irradiagéo
cranio-espinhal em tumores cerebrais e leucemia linfo-
blastica aguda e irradiacdo total usada conjuntamen-
te aos procedimentos de transplante de células tronco
também estdo intimamente associadas a faléncia endo-
crina ovariana. O fracionamento da dose total permi-
te uma menor toxicidade (Wallace et al., 2003). Além
do mais, a exposicao uterina a doses de irradiagao tao
baixas quanto 10 Gy pode comprometer a vasculariza-
gdo e musculatura uterina e levar a perda de distensibi-
lidade, tendo como conseqiéncia altas taxas de aborto e
infertilidade por fator uterino (Wallace et al., 1989).
Algumas condigdes tidas como benignas podem também
levar a perda da fungdo enddcrina ovariana em decor-
réncia do tratamento instituido. Doengas como lUpus
eritematoso sistémico, artrite reumatdide, a doenga de
Behget e outras auto-imunes podem ser tratadas com
quimioterapia e/ou radioterapia nos dias atuais (Mattle
et al., 2005).

1.3 - Faléncia Ovariana Apos Cirurgia

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS),
493.000 novos casos de canceres do colo uterino no
mundo estdo estimados para 2008, sendo o tumor
que mais acomete as mulheres em idade fértil (WHO,
2008). Quase 80% dos casos novos ocorrem em paises
em desenvolvimento, onde, em algumas regides, € o
cancer mais comum entre as mulheres (INCA, 2008).
A American Cancer Society (ACS) preconizou que, em
2007, ocorreriam 22.430 eventos novos em relagdao aos
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tumores ovarianos e 11.150 eventos de tumor do colo
uterino (ACS, 2008).

Ja, no Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA)
estima 18.680 novas ocorréncias de cancer de colo, em
2008, representando 19 para cada 100.000 mulheres. E
o tumor mais incidente, em mulheres na regiao Norte,
com incidéncia de 22:100.000. Na regido sudeste brasi-
leira, € o terceiro em freqiéncia, com 17 casos novos em
cada grupo de 100.000 mulheres. Importante ressaltar
que, nessas estatisticas, ndo estdo sendo computados
os canceres de pele ndo-melanoma. A incidéncia do
cancer de colo de Utero torna-se mais evidente na faixa
etaria de 20 a 29 anos e o risco aumenta rapidamen-
te até atingir seu pico, geralmente entre 45 e 49 anos,
dados que esclarecem a importancia de sua conseqién-
cia sobre a fertilidade feminina (INCA, 2008).

Pacientes jovens podem, nessas situagbes, ter seus
ovarios retirados cirurgicamente como alternativa tera-
péutica. Além dos casos de cancer, algumas doencas
benignas como cistos ovarianos extensos, de natureza
progressiva e/ou recorrentes semelhante ao que ocorre
em alguns casos de endometriose, cistos mucionosos e
teratomas podem ter indicagdo de ooforectomia bilateral,
o que levaria a perda da fungdo enddcrina ovariana e de
100% da reserva folicular (Sonmezer & Oktay, 2004).
Sklar et al. (2006) estudaram 2.819 sobreviventes femi-
ninas de tumores e as compararam com 1.065 de suas
irmds, em relacdo a ocorréncia de menopausa prema-
tura. Observaram que esta ocorreu em 126 mulheres
que sobreviveram ao tumor e em 33 no grupo das irmas
(controle). Entre estas, a ooforectomia cirurgica foi veri-
ficada em 61 (48%) e em 31 (94%) mulheres dos dois
grupos, respectivamente. Entretanto, viram que a inci-
déncia cumulativa de menopausa prematura ndo-cirur-
gica é de 8% nas sobreviventes do cancer e de 0,8%
nas mulheres do grupo-controle, o que representa risco
relativo da ordem de 13,21 de um grupo em relagao ao
outro. Dai, conclui-se que a menopausa ndo cirlrgica é
mais freqliente nas sobreviventes de tumores malignos
e que, em mulheres em idade fértil que tém menopausa
precoce, a castragdo cirurgica responde por 98%.

2 - METODOS DE PRESERVACAO DA FUN-
(;110 ENDOCRINA OVARIANA

A primeira opgao para preservagao da fungdo ovariana e
fertilidade futura sera a utilizagdo de drogas menos gona-
dotdxicas e menores doses possiveis de radioterapia. Nao
sendo isso possivel, deve-se partir para alternativas que
visem diminuir a acdo dos quimioterapicos e da radia-
¢do nos ovarios. Isso inclui a transposicdo dos ovarios
ou ooforopexia, a utilizagdo concomitante aos quimio-
terdpicos de agonistas e/ou antagonistas dos hormo-
nios liberadores das gonadotrofinas hipofisarias (GnRH)
(Demeestere et al., 2007) e novas drogas antagonistas
da apoptose - Sphingosine-1-Phosphate (Kim, 2006).

2.1 - Ooforopexia

Na ooforopexia, os ovarios sdo retirados do campo de
irradiacdo, evitando, assim, os efeitos diretos da radia-
gdo ionizante. A transposigdo dos ovarios tem sido utili-
zada por décadas, com o objetivo de preservar a fungao
ovariana. Antigamente, era feita conjuntamente a lapa-



rotomia para estadiamento na doenga de Hodgkin ou a
histerectomia radical no cancer de colo uterino. Atual-
mente, com o desenvolvimento das técnicas de video-
laparoscopia, esse tem sido o procedimento de esco-
Iha, devido a sua simplicidade, seguranga e efetividade
(Kim, 2006). A eficacia na prevengdo da faléncia ovaria-
na nunca foi muito boa, variando nos estudos entre 16 e
90 %. Essa grande variacdo é devido as diferentes doses
utilizadas, ao grau de comprometimento da vasculatura,
a idade da paciente e a concomitancia ou ndo de quimio-
terapia (Bisharah & Tulandi, 2003). Diversas complica-
gOes sdo associadas ao procedimento, diminuindo ainda
mais sua efetividade e incluem: isquemia da trompa, dor
pélvica cronica, formacgdo de cistos ovarianos e migra-
cdo dos ovarios de volta a sua posicdo original antes do
inicio da radioterapia (Meirow & Nugent, 2001). Quan-
do a ooforopexia é realizada, a gravidez espontanea
torna-se invidvel, a ndo ser que seja realizado um novo
procedimento cirdrgico. Assim, como essas pacientes
necessitarao de Fertilizagao In Vitro (FIV) no futuro, a
coleta de odcitos serd um grande desafio. Desse modo,
pacientes candidatas a transposicdo devem ser cuida-
dosamente escolhidas, analisando-se as diversas vari-
aveis que podem afetar o resultado final. Finalizando,
nunca se deve indicar o procedimento a pacientes que
serdo submetidas conjuntamente a quimio e radiotera-
pia (Sonmezer & Oktay, 2004).

2.2 - Analogos do GnRH

Considerando a possibilidade de preservagao da fungao
testicular em homens submetidos a quimioterapia nos
quais foi realizada supressdo gonadal e na premissa que
garotas pré-puberes ndo sdo afetadas pela gonadoto-
xicidade dos quimioterapicos, foi aventada a hipétese
de que a supressdo ovariana pode ser protetora (Kim,
2006). Estudos realizados em animais demonstraram
menor perda de foliculos primordiais quando foi utili-
zado o analogo em animais submetidos a quimioterapia
(Blumenfeld, 2007). Entretanto, falhou em mostrar os
mesmos beneficios quando os animais foram subme-
tidos a radioterapia (Sonmezer & Oktay, 2004). Em
humanos, Blumenfeld et al. (1996) demonstraram clara-
mente os efeitos benéficos da utilizagdo do GnRH: no
grupo tratado com o analogo, 15 de 16 pacientes (94%)
reassumiram ciclos menstruais regulares entre 3 e 8
meses apos o fim da quimioterapia, enquanto no grupo
controle 61% apresentou faléncia ovariana. J& no estu-
do de Waxman (1987), ndo houve beneficio com o uso
do analogo, ja que, apds 3 meses de follow-up, 4 de 8
mulheres no grupo tratado e 6 de 9 no grupo controle
ficaram amenorréicas. Em estudo publicado recente-
mente, Blumenfeld et al. (2008) mostraram novamen-
te os beneficios da utilizacdo do GnRH. No grupo que
recebeu o GnRH, menos de 7% desenvolveu amenorréia
hipergonadotroépica irreversivel, ao passo que todas as
outras voltaram a ter ciclos menstruais regulares, além
de 33 terem engravidado espontaneamente 46 vezes.
Alguns estudos randomizados fase III se encontram em
andamento e irdo, provavelmente, resolver a questdao
a respeito do uso de agonistas de GnRH na preserva-
¢do da fungdo ovariana e fertilidade em mulheres jovens
na menacme, expostas a quimioterapia gonadotoxica
(Blumenfeld, 2007).
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2.3 - Antagonista do GnRH

Tem sido sugerido que novos estudos devem avaliar os
antagonistas do GnRH, ao contrario dos agonistas, com
o objetivo de se conseguir uma dessenssibilizagao hipo-
fisaria mais rapida, eliminando a necessidade de aguar-
dar os 7-14 dias que os segundos levam para provocar
o bloqueio hipofisario. Meirow et al. (2004) realiza-
ram um estudo com animais, com o objetivo de testar
o efeito protetor do Cetrorelix contra a ciclofosfamida e
demonstraram que este existe, mas é dose dependente,
diminuindo com o aumento da dose do quimioterapico.
Outro estudo concluiu que, apesar dos efeitos benéficos
conhecidos com os agonistas, os antagonistas de GnRH
ndo conseguiram proteger o ovario dos efeitos danosos da
ciclofosfamida (Danforth et al., 2005), colocando em duvi-
da a afirmagao de que os antagonistas poderao, num futu-
ro proximo, substituir os agonistas na protegdo ovariana
contra quimioterapia gonadotoéxica (Blumenfeld, 2007).

2.4 - Sphingosine-1-Phosphate (Antagonis-
ta de Apoptose)

Os odcitos possuem intrinsecamente um mecanismo de
apoptose que pode ser ativado por diversos estimulos,
entre eles radiagdo e quimioterapia. Na teoria, entdo, a
morte oocitaria poderia ser evitada se o programa de
apoptose pudesse ser inativado. Em estudo com ratos,
a supressdo da deplecdo de pools de foliculos imatu-
ros foi obtida com uma Unica injecdo na bursa ovariana
de Sphingosine-1-Phosphate, 2 horas antes da irradiagao
(Morita et al., 2000). Outro estudo (Paris et al., 2002)
demonstrou que a protecdo a radiacao que ocorre devido
a Sphingosine-1-Phosphate ndo esta associada a propa-
gacédo de danos gendmicos a nivel anatémico, histoldgico,
bioquimico ou citoldgico, promovendo, assim, credibilida-
de prospectiva a utilizagdo da droga. Apesar de ser uma
droga promissora na preservacao da fungdo ovariana e
da fertilidade apds quimioterapia e irradiagdo, sua efica-
cia e aplicabilidade pratica em humanos ainda precisa ser
testada (Kim, 2006; Blumenfeld, 2007).

2.5 - Congelamento de Embrides

O Unico método estabelecido até o momento e rotinei-
ramente utilizado em clinicas de reprodugdo assistida é
a criopreservagdo de embrides, mas essa opgao requer
estimulagdo ovariana, coleta de odcitos e fertilizagdo
in vitro, o que pode levar entre 2-5 semanas. Assim,
0 atraso no inicio do tratamento quimioterapico para o
armazenamento de embriGes ndo é factivel para algu-
mas pacientes e pode ser, até mesmo, um risco em
alguns tipos de cancer. Mais ainda, esse método néo
deve ser considerado uma opgdo em garotas pré-puer-
perais e é freqlientemente inaceitavel por mulheres que
nao possuem parceiro fixo e naquelas que nao dese-
jam utilizar espermatozéide de doadores Kim, 2007). Ha
duvidas sobre a seguranga da estimulacdo ovariana em
mulheres que apresentam tumores hormdnio dependen-
tes, como o cancer de mama, apesar de terem surgido
novos protocolos de estimulagdo com o uso do Tamoxi-
feno e de inibidores da aromatase (Letrozole), mostran-
do resultados animadores (Oktay et al., 2005). Desse
modo, o congelamento de embrides deve ser conside-
rado como primeira opgdo na preservagao da fertilidade
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em mulheres com parceiro fixo e com disponibilidade
para ser submetida a pelo menos um ciclo de FIV.

2.6 - CRIOPRESERVACAO DE OOCITOS

Outra alternativa é a criopreservagdo de oodcitos, que
pode ser utilizada em mulheres sem parceiro sexual
definido e que tenham condigdes de serem submetidas
a um ciclo de estimulagdo ovariana antes do inicio da
quimioterapia (Jain & Paulson, 2006). Apesar do primei-
ro nascimento ocorrido a partir de oocitos congelados
ter sido relatado em 1986 por Chen e das altas taxas
de sucesso obtidas com o congelamento de embrides
e espermatozoides, os resultados obtidos, a partir de
FIV apds odcitos descongelados, eram ruins, com baixas
taxas de sobrevida, de fertilizagdo e de gravidezes
(Sonmezer & Oktay, 2004). Entretanto, a partir de signi-
ficativa melhora obtida nas técnicas de congelamento e
descongelamento, houve um pequeno incremento nas
taxas de sobrevivéncia de odcitos congelados/desconge-
lados e até de gravidezes (Borini et al., 2004). Uma revi-
sao de estudos realizada em 2004 mostrou uma taxa de
sobrevivéncia média de 47%, uma taxa de fertilizagdo
média de 52,5% e de gravidez por odcito descongelado
de 1 a 5% (Donnez et al.,, 2006; Sonmezer & Oktay,
2004). Meta-analise publicada por Oktay et al. (2006)
mostrou: taxa de nascimento por odcito descongelado
variando de 1,9 a 2,0%; taxa de nascimento por odcito
injetado de 3,4% e por embrido transferido de 21,6%.
As novas tecnologias adotadas que possibilitaram essa
melhoria incluem: aumento na concentracdo de sucro-
se, tempo de descongelamento mais lento e equilibrado
e uso de meios com deplecdo de sddio, além da técnica
de vitrificagdo (Donnez et al., 2006). Pode ser conside-
rado um método promissor, mas ainda assim apresenta
baixas taxas de sucesso.

Nos ultimos dois anos, resultados cada vez mais anima-
dores tém sido descritos com métodos de congelamento
lento, vitrificagdo e maturagdo in vitro (Tulandi et al.,
2008). Albani et al. (2008) publicaram dados de um
estudo retrospectivo com mais de 7500 odcitos descon-
gelados mostrando melhora nas taxas de gravidez e de
implantagcdo nos ultimos anos (6,7% e 2,4 % em 2001
e 15% e 8,2% em 2007 respectivamente). Boldt et al
(2006) mostraram taxa de sobrevivéncia de 60,% por
o0cito congelado, taxa de fertilizagdo de 62% por odcito
injetado e de gravidez de 32,6% por embrido transferi-
do. J& Chian et al. (2008) reportaram taxa de sobrevi-
véncia de 81% apds descongelamento e de gravidez de
45%, com o nascimento de 22 bebés. Parmegiani et al.
(2009) em estudo multicéntrico utilizando protocolo de
congelamento lento apos 2 horas da coleta e desconge-
lamento rapido obtiveram 33,24% de embrides de 6tima
qualidade e taxa de gravidez por odcito descongelado
e injetado de, respectivamente, 5,53% e 10,41%. Grifo
& Noves (2009) demonstraram taxa de sobrevivéncia
de odcitos de 92%, sendo 14 gravidezes confirmadas
com taxa de 57%. Kim et al. (2009) obtiveram étimos
resultados ap6s congelaram 395 odcitos e apds descon-
gelamento de 320, injetaram 285. Relataram taxa de
fertilizagdo de 72,3%, sendo 53 embrides transferidos
em 19 pacientes. Destes, 24 implantaram resultando em
16 gravidezes (80%) e 3 abortos (15%). Também em
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2009, Levi Setti et al. publicaram meta-andlise mostran-
do os resultados globais de congelamento de odcitos.
Com a utilizagao da vitrificagdo foram observadas as
melhores taxas: sobrevivéncia de 83,9%, fertilizagdo
de 81,9%, gravidez de 43,3% e implantacao de 14,8%.
Mas, apesar de todos esses bons resultados, ainda deve
ser considerado um método experimental.

2.7 - CRIOPRESERVACI"\O DE OOCITOS IMA-
TUROS

Esse método surgiu como uma alternativa ao conge-
lamento de odcitos maduros, pois se acredita que por
serem mais indiferenciados, ndo possuirem um fuso
tdo delicado que possa ser lesado e terem cromosso-
mos protegidos por uma membrana nuclear, sejam mais
resistentes ao processo. Entretanto, possui baixa taxa
de maturagdo apds descongelamento e desenvolvimen-
to embrionario ineficiente (Tulandi et al., 2008). Esse
método ndo sera valido até que a maturagdo do odcitos
in vitro se torne corriqueira (Kim, 2007). Até o momen-
to, apenas algumas gravidezes foram relatadas na lite-
ratura com o uso de odcitos imaturos (Wu et al., 2001).

2.8 - CRIOPRESERVACIN\O DE TECIDO OVARIANO
A criopreservacdo de tecido ovariano é a Unica opgao
disponivel para garotas pré-puberes e para mulheres em
que ndo é possivel postergar o inicio da quimioterapia
(Barros et al., 2008). O congelamento de tecido ovariano
foi feito, até o momento, por trés técnicas: ovario inteiro
com pediculo vascular, fragmentos do cértex ovariano e
foliculos isolados. Até o momento, a maioria das pesqui-
sas animais e em humanos concentra-se em métodos
de congelamento e transplante de fragmentos do cértex
avascular, sendo que essa técnica foi a Unica que possi-
bilitou a ocorréncia de nascimentos em humanos até o
momento (Donnez et al., 2006).

A criopreservacao de tecido ovariano apresenta diversas
vantagens e traz menos dilemas éticos. Nesse método,
centenas de odcitos imaturos podem ser preservados
sem necessidade de estimulagdo. Estes sdo meno-
res, quiescentes, ndo apresentam zona pellcida, nem
granulos corticais (Barros et al., 2008). Realmente, a
preservacdo do tecido ovariano através de congelamen-
to/descongelamento tem se mostrado um sucesso em
animais, mas existe ainda a questdo de como desen-
volver esses foliculos imaturos armazenados no tecido
congelado e permitir a fertilizagdo.

Teoricamente, existem trés estratégias que permitem
o desenvolvimento dos foliculos: transplante autélogo/
heterdlogo, transplante xendlogo e cultura in vitro.

A estratégia mais desejada seria a que permitisse o
desenvolvimento de um meio que possibilitasse o cres-
cimento e maturagdo in vitro, considerando a auséncia
de novos procedimentos cirdrgicos, melhor acompanha-
mento do desenvolvimento e risco zero de transmissao
de células cancerosas (Shaw et al., 1996). Apesar de ja
ser possivel isolar foliculos primordiais de tecido ovariano
humano, ndo se obteve sucesso na sua maturagao in vitro.
Estudos em ratos nesse sentido sdo promissores, mas,
se esse sucesso podera ser transportado para humanos,
ainda é uma incognita (Sonmezer & Oktay, 2004).

O Xeno-transplante de tecido ovariano humano em ratos



imunodeficientes, com o crescimento e maturagdao de
foliculos nestes, mostrou ser essa uma técnica eficaz
de desenvolvimento de foliculos imaturos armazenados
em tecido ovariano congelado (Oktay et al., 1998). Em
estudo recente, Kim et al. (Kim et al., 2005) avaliaram a
integridade de od6citos humanos obtidos apds transplan-
te xendlogo para ratos imunodeficientes e maturagdo
in-vitro do complexo cimulo-oocitario. Através de anali-
se imunocitoquimica de micro-tubulos e DNA, alguns
00citos apresentaram-se com anormalidades nucleares
e maturagdo citoplasmatica. Além disso, a possibilida-
de de infecgdo viral trans-espécies, além de questdes
éticas e de seguranca, ainda impedem seu uso na prati-
ca clinica (Kim, 2006).

Apesar de diversas tentativas terem sido realizadas
durante 100 anos, ndo foi possivel proceder ao conge-
lamento de células vivas até que o primeiro crioprotetor,
glicerol, foi descoberto em 1948 em Londres (Kim, 2007).
Assim, nos anos 50, surgiram diversas pesquisas a respei-
to da criopreservagédo e transplante de ovarios. Em 1956,
Parkes (1956) mostrou a restauragdo da fungdo endocri-
na apos transplante autélogo de ovario em ratas. Devido
a falta de aplicabilidade clinica, esse método de preserva-
cdo da fertilidade ficou somente no campo das pesquisas
por aproximadamente 30 anos, até que em 1994, Gosden
et al. (1994) obtiveram sucesso restaurando a fertilidade
em ovelhas apds transplante autélogo de tecido ovaria-
no congelado/descongelado e mostraram novas pers-
pectivas, especialmente como estratégia para preservar
a funcdo ovariana em mulheres com cancer. Dez anos
depois, em 2004, foi descrito o primeiro nascimento apos
a realizagdo de transplante ortotopico de tecido ovaria-
no humano congelado/descongelado de uma mulher que
teve linfoma de Hodgkin (Donnez et al., 2004).

A criopreservagao do tecido ovariano através da técnica
de congelamento lento e descongelamento rapido tem
obtido melhores resultados nos Gltimos anos, mas ainda
ndao é o ideal. Ao contrario do congelamento de célu-
las Unicas, o congelamento de tecido é muito mais difi-
cil, visto que ha uma grande quantidade de diferentes
células (Kim, 2007). O maior dano que ocorre durante o
processo é a formagdo intracelular de cristais e aumen-
to da concentracdo de sais e, normalmente, a fase em
que isso ocorre é durante o congelamento entre -10°C
e -40°C. Newton et al. (1996) postularam que, com o
objetivo de diminuir a injuria, a taxa de congelamento
deveria ser rapida o suficiente para diminuir a exposi-
cdo das células a altas concentracgGes intracelulares de
eletrélitos e lenta o suficiente para desidratar as células
e evitar a formagdo de cristais. A escolha do crioprote-
tor com a maxima permeabilidade e minima toxicidade
e potencial de formagdo de cristais deve ser especifico
para cada célula e tipo de tecido (Fuller & Paynter, 2004).
De acordo com Hovatta (2005), o método padrdo para a
criopreservacgao de tecido ovariano deve ser o congela-
mento lento e programado usando meio contendo albu-
mina humana associado ao propanediol, dimetilsuféxido
ou etileno-glicol como crioprotetor e combinado ou nado
a sucrose. Com essa metodologia, as melhores taxas de
sobrevivéncia de foliculos obtidos de tecido congelado
tém ficado em torno de 70 - 80% (Newton et al., 1996).
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2.8.1 - Transplante Autdélogo/Heteroélogo
Criopreservado em Animais

Os pioneiros no transplante ovariano pos criopreser-
vacdo demonstraram a capacidade de preservagao
dos foliculos levando a restauracdo da fungdo ovariana
endodcrina e fértil. E, apesar dos primeiros esforgcos na
realizagdo dessas pesquisas, a técnica de criopreserva-
cdo foi abandonada até os anos 1990 devido a falta de
crioprotetores efetivos e maquinas automatizadas de
criopreservagao (Akar & Oktay, 2005).

As taxas de sucesso obtidas apds transplante autélogo/
heterélogo de fragmentos de tecido ovariano criopre-
servados observadas na literatura variam consideravel-
mente dependendo, principalmente, do animal estudado
e do local de implantagdo, sendo que a grande maio-
ria dos estudos, independente das varidveis descritas
acima, mostra sucesso (Prates et al., 2008).

Em camundongos, Harp et al. (1994) descreveram 75%
de ciclos estrais regulares apds o transplante. Candy et
al. (1995), ja no ano seguinte, mostraram sobrevivéncia
de todos os fragmentos de tecido ovariano criopreser-
vado de camundongos transplantados. Posteriormente,
Cox et al. (1996) descreveram 100% de sucesso. Guana-
sena et al. (1997) obtiveram gestacdes em todas as 12
fémeas de camundongos submetidas a transplante auté-
logo de ovario fresco e em 8 das 11 fémeas submetidas
a transplante autélogo de ovario apds congelamento.
Os transplantes foram realizados para a propria bursa
ovariana, sem reanastomose vascular. Candy et al.
(2000) mostraram restauragao da fertilidade em 12 de
13 camundongos que receberam transplante de ovario
fresco e em 10 de 12 que receberam-no congelado. Liu
et al. (2000) realizaram transplante de fragmentos de
vinte e seis ovarios congelados e descongelados para a
capsula renal e mostraram que houve desenvolvimento
folicular adequado. Também Liu et al. (2001) relataram
gravidez apds ICSI seguindo a mesma linha de pesqui-
sa. Novamente Liu et al. (2002) realizando o mesmo
procedimento, mostraram normalizagdo da citologia
vaginal apds 11 dias. Wang et al. (2002a) relataram
niveis de FSH, progesterona e estrogénio semelhantes
nos grupos submetidos a transplante de tecido ovariano
descongelado e controle. Salehnia (2002) demonstrou a
presenca de foliculos nos varios estagios de desenvolvi-
mento, apds realizar congelamento, descongelamento e
transplante em 24 camundongos. Lee et al. (2005) obti-
veram sucesso no transplante de tecido ovariano fres-
co (73%) e congelado (62%) de ratas para subcuténeo,
com posterior captagdo oocitaria, FIV e desenvolvimento
de blastocistos. Yang et al. (2006) mostraram sinais de
desenvolvimento folicular em 100% dos ovarios criopre-
servados transplantados para a capsula renal de camun-
dongos. Migishima et al. (2006) relataram retorno da
fertilidade em camundongos submetidos a radioterapia
e posterior transplante de tecido ovariano criopreser-
vado. Soleimani et al. (2008) realizaram transplante
de tecido ovariano criopreservado para capsula renal e
musculo e viram desenvolvimento folicular em todos os
implantes, além de terem obtido doze embrides através
de ICSI, que resultaram em trés nascidos vivos.

Em ratas, Sugimoto et al. (2000) demonstraram desen-
volvimento folicular através de histologia, apds trans-
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plantarem fragmentos de ovarios para a capsula renal,
em todos os nove animais estudados. Também em 2000,
Kagabu & Umezu realizaram transplante de ovarios de
ratas congelados para a cavidade uterina e mostraram,
a histologia, sobrevivéncia folicular de apenas 11%.
Ja Yin et al. (2003), relataram gravidez em ratas apds
transplante de tecido ovariano congelado e desconge-
lado com sobrevivéncia de 4 dos 7 (57%) fragmentos
criopreservados.

Em estudo recente, Prates et al. (2008) demonstraram
a viabilidade funcional hormonal do transplante ovariano
autdlogo para o peritonio de 67 ratas, apds o congela-
mento e descongelamento, através de citologia vaginal
seriada e estudo histolégico dos ovarios transplantados.
Souza et al. (2005) demonstraram sucesso apds esti-
mular ovarios congelados e transplantados para o peri-
toneo de ratas com FSH recombinante. Nesse estudo
os autores contaram o numero de foliculos em cresci-
mento no grupo estimulado e compararam com ovarios
de ratas transplantados apds congelamento, porém sem
estimulo hormonal

Ja em ovelhas, Gosden et al. (1994) obtiveram duas
gestacbes normais em 6 animais estudados, sendo
uma a partir de transplante autdlogo de tecido ovariano
fresco e outra apds congelamento e descongelamento.
Salle et al. (1998) mostraram desenvolvimento normal
de foliculos em fragmentos corticais de ovario de 6
ovelhas transplantados para o hilo ovariano contrala-
teral apds congelamento. Foliculos primordiais até os
estagios antrais foram encontrados na analise histolo-
gica em todos os casos. Baird et al. (1999) descreveram
apenas 7% de perda de foliculos apds congelamento e
transplante autdlogo em 8 ovelhas. Aubard et al. (1999)
observaram desenvolvimento folicular em 6 ovelhas
que tiveram ovarios congelados reimplantados. Salle
et al. (2003) descreveram 4 gestacdes em ovelhas que
receberam ovarios descongelados. Também em 2003,
Bedaiwy et al. relataram preservagdo, em curto prazo,
de tecido ovariano criopreservado transplantado em
100% dos casos e niveis de FSH semelhantes ao perio-
do pré re-implantagdo. Almodin et al. (2004) realizaram
criopreservacgdo de tecido ovariano e o transplantaram
apos irradiacdo, obtendo gravidez espontanea nas duas
ovelhas. Arav et al. (2005) realizaram transplante de
ovario inteiro criopreservado com anastomose vascular
para o hilo ovariano contra-lateral e relataram atividade
progestogénica, apos 24-36 meses do reimplante, em 3
animais. Foi realizado, em duas, coleta oocitaria e FIV,
com posterior desenvolvimento de embrido de 8 célu-
las. Em 2006, Imhof et al. (2006) relataram uma gravi-
dez espontanea apds transplante de ovario inteiro com
anastomose vascular em ovelhas.

2.8.2 - Transplante Autélogo Criopreserva-
do em Humanos

Uma vez que o tecido ovariano foi congelado, ele pode
ser transplantado de duas maneiras: Ortotdpico - colo-
cando o ovario ou fragmentos de ovario na fossa ovarica
proximo ao ligamento infundibulo-pélvico; Heterotdpi-
co - implantando o tecido para o tecido subcutaneo.
Uma gravidez espontanea pode, teoricamente, ser obti-
da quando do transplante ortotdépico em uma paciente
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com trompas pérvias. No caso do heterotdpico, quando
os fragmentos sdo inseridos no subcutaneo abaixo da
fascia braquioradial ou no abdome abaixo da fascia do
musculo reto, a gravidez sé sera possivel através de FIV
(Akar & Oktay, 2005).

Em teoria, uma gestacdo natural pode ser obtida por
meio de transplante ortotdpico de tecido cortical ovaria-
no congelado/descongelado, nos casos em que as tubas
permanecerem intactas.

Em 2000, Oktay & Karlikaya reportaram um transplante
via laparoscépica de tecido ovariano congelado/descon-
gelado para a parede pélvica lateral, em uma paciente
de 29 anos de idade, que havia sido submetida a oofo-
rectomia bilateral por patologia benigna. Fragmentos do
tecido ovariano criopreservado foram descongelados e
transplantados. A paciente teve seu tecido ovariano esti-
mulado por meio de gonadotrofinas apds 15 semanas e
novamente depois de 10 meses. O desenvolvimento foli-
cular foi demonstrado pela ultra-sonografia e a ovula-
cdo ocorreu em resposta a administragcdo de hormonio
gonadotrofico humano (HCG).

O segundo caso de transplante ortotdpico foi relata-
do por Radford et al. em 2001 e foi realizado em uma
mulher de 36 anos com linfoma, que teve seu ovario
direito criopreservado antes da realizagdo de quimiote-
rapia. Dezenove meses apo6s, com a paciente em meno-
pausa, dois fragmentos de tecido ovariano descongela-
do foram transplantados para a fossa ovarica direita e
sobre o ovario esquerdo. Cinco meses depois, o estro-
génio atingiu 352 pmol/l e a ultrassonografia revelou
foliculo 20 mm e endométrio 10 mm. Mais dois meses e
a paciente ndo apresentava mais sintomas climatéricos.
Posteriormente, (nove meses apds o reimplante), o FSH
e LH retornaram aos niveis pré-transplante (73 UI/I e
108 UI/I, respectivamente).

O nascimento do primeiro bebé apds transplante de
tecido ovariano congelado em humanos foi relatado por
Donnez et al em 2004. Fragmentos de tecido ovariano
de uma paciente com linfomma Hodkgin, que seria subme-
tida a quimioterapia e radioterapia, foram criopreser-
vados. Quatro anos apds o fim do tratamento, os frag-
mentos foram descongelados e implantados em uma
janela peritoneal, criada adjacente ao ovario direito. A
paciente engravidou espontaneamente. Existe, entre-
tanto, a possibilidade dessa gravidez ter se originado de
um odcito que ovulou do ovério remanescente e ndo do
tecido transplantado (Oktay & Tilly, 2004).

No ano seguinte, Meirow et al. (2005) relataram o segun-
do caso de nascido vivo, apds transplante ovariano crio-
preservado em humanos, em um paciente com falén-
cia ovariana prematura, apds quimioterapia. A paciente
menstruou apds 8 meses, e um aumento na dosagem
de Hormonio anti-mulleriano e inibina B indicaram a
presenca de foliculos em crescimento e ovulagdo. Apos
um ciclo de FIV, um embrido de 4 células foi transferido
e a gravidez atingiu o termo.

Também em 2005, Schmidt et al. apresentaram os
resultados de trés casos de transplante de tecido ovaria-
no para a cavidade peritoneal, préoximo do sitio natural
ovariano. Todas as trés pacientes com ovarios trans-
plantados tiveram retorno da fungdo endécrina ovariana
confirmada pelo retorno dos ciclos, pela presenca visivel



de foliculos pela ultra-sonografia e pelos niveis hormo-
nais normais. Dois embrides foram obtidos de trés odci-
tos coletados em metafase II, mas ndo resultaram em
gravidez ap0s a transferéncia embrionaria.

Em 2006, Demeestere et al., utilizando transplante
ortotdpico e heterotdpico, obteve gravidez clinica em
uma paciente. Tecido ovariano criopreservado de uma
mulher de 29, anos tratada previamente com trans-
plante de medula éssea apdés doenca de Hodgkin, foi
transplantado para o ovario, para o peritonio e para o
tecido abdominal subcuténeo. Os marcadores de reser-
va ovariana foram se normalizando apds 5 meses. Seis
ciclos naturais foram acompanhados e a paciente engra-
vidou durante o sexto, mas abortou apds 7 semanas de
gestacdo. Essa paciente continuou a ser acompanhada
pelo grupo €, um ano apos o primeiro transplante, um
aumento no FSH e uma diminuigdo nos niveis de inibina
B sugeriram deterioragao dos fragmentos (Demeestere
et al., 2007). Um novo transplante ortotopico e hete-
rotopico foi entdo realizado: dois fragmentos de ovario
foram suturados no ovario remanescente e mais dois no
tecido subcutdneo abdominal. A partir do terceiro ciclo,
o FSH retornou para valores abaixo de 10 UI/I e durante
o quinto, 2 foliculos de 15 m cada foram observados no
local do ovario remanescente. Um exame de gravidez
positivo no 14° dia da fase litea e batimentos cardio-
fetais a ultrassonografia (US) confirmaram a gestacdo.
Esta transcorreu sem intercorréncias e a paciente pariu
uma menina saudavel com 41 semanas de gravidez
(Demeestere et al., 2007).

Ainda ndo se conhece a longevidade dos fragmentos de
tecido ovariano e, desse modo, repetidos transplantes
podem ser necessarios para permitir a manutencdo da
funcdo ovariana. Desse modo, o transplante heteroto-
pico se torna mais factivel evitando repetidos procedi-
mentos invasivos e anestesias e tornando o acompanha-
mento e a captacdo de odcitos mais facil. Entretanto,
ainda ndo se conhece o melhor sitio para o transplante
e o grande desafio é conseguir obter odcitos maduros e
saudaveis (Kim, 2007).

O primeiro caso de transplante de tecido ovariano frag-
mentado para o subcutaneo foi descrito por Oktay et
al. (2001) e foi realizado em uma paciente de 35 anos
com carcinoma cervical estadio IIIB e que foi submetida
a radioterapia pélvica. Apés 10 meses do transplante,
a ultrassonografia realizada mostrou foliculo dominante
15 mm e quatro foliculos antrais, enquanto que os niveis
de FSH e LH entre 120 e 227 dias ficaram em torno de
8,6 UI/l e 12,8 UI/I, respectivamente.

Kim et al. (2004) realizaram transplante heterotdpico
de tecido ovariano em trés mulheres com céncer de
colo uterino. Das duas que sobreviveram, observou-se
restauracdo da funcdo ovariana apos 14-18 semanas
do transplante e essa funcdao normal vem se mantendo
desde entdo, apesar de novos transplantes terem sido
necessarios. O FSH basal em 2005 encontrava-se abai-
xo de 10 UI/I¥. Os autores investigaram qual o melhor
sitio para o transplante e viram que houve uma maior
freqliéncia de foliculos dominantes quando o transplante
foi feito para a parede abdominal, em comparagdao com
mama e coxa, além de ser possivel ocorrer ovulagdo
esponténea. O grupo ja conseguiu coletar cinco o6ci-
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tos maduros a partir do implante abdominal e um do
implante na coxa.

Oktay et al. (2004) conseguiram obter um embrido
de 4 células, apds transplante heterotépico de tecido
ovariano criopreservado de uma mulher de 36 anos com
cancer de mama. Essa paciente havia sido submetida
a mastectomia e esvaziamento axilar bilateral, além de
ter recebido quimioterapia 6 anos antes. A paciente teve
todos os sintomas do climatério e a menopausa apos a
quimioterapia. Trés meses apos o transplante, a mulher
voltou a apresentar fungdo ovariana e odcitos comega-
ram a ser coletados.

Wolner-Hassen et al. (2005) relataram o transplante de
tecido ovariano criopreservado para o antebrago. Apenas
dois foliculos desenvolveram e o tecido sobreviveu por
apenas 7 meses. Os autores alertam sobre o risco de
exposigdo a temperatura baixa, pressdo alta e trauma
para os fragmentos transplantados para o subcutéaneo.
Rosendahl et al. (2006) publicaram o caso de uma gravi-
dez bioquimica, ocorrida apo6s transplante ovariano
heterotdpico de tecido criopreservado. Uma paciente de
28 anos de idade, cujos ovarios foram criopreservados
previamente ao tratamento quimioterapico para linfoma
de Hodgkin, teve fragmentos descongelados implanta-
dos no ovario remanescente, na parede pélvica e numa
janela criada no retroperitonio. A mulher voltou a apre-
sentar secrecdo hormonal e foliculos desenvolveram-se
nos trés sitios. Os foliculos que se desenvolveram no
retroperitonio foram aspirados diversas vezes. Reali-
zou-se Injegdo intracitoplasmatica de espermatozdides
(ICSI) nos 6vulos coletados e embrides foram transferi-
dos. Em uma dessas situagles, o teste de gravidez ficou
positivo 14 dias apds a transferéncia. Entretanto, gravi-
dez clinica ndo foi detectada.

Apesar de todos esses esforcos, até o momento ndo
houve nenhum relato de nascido vivo de tecido ovaria-
no criopreservado transplantado heterotopicamente, o
que pode ser atribuido ao fato dos foliculos nunca atingi-
rem mais do que 15 mm. Esse desenvolvimento folicular
limitado pode ser devido a diferentes temperaturas e
pressdes que os foliculos sdo submetidos no subcuta-
neo, quando comparado a cavidade abdominal (Donnez
et al., 2006).

Apesar desses relatos de gravidezes em humanos, ainda
permanecem duvidas a respeito da origem desses o0dci-
tos, ja que, em todos os casos, havia ovario residual que
poderia ter reassumido sua fungao (Oktay, 2006). Diver-
sos estudos (Schimmer et al., 1998; van Kasteren &
Shoemaker, 1999) tém mostrado que, apesar de peque-
na, existe a chance de recuperacdo da fungdo enddcri-
na ovariana apds quimio e radioterapia com posterior
gravidez. Sanders et. al. (1996) acompanharam 708
mulheres tratadas com altas doses de quimioterapicos e
irradiagdo ionizante para tratamento de anemia aplasi-
ca e leucemias e observaram a normalizagao da fungao
ovariana em 10 e gravidez espontanea em 32. Oktay &
Oktem (2005) relataram o caso de uma paciente que,
apos ser submetida a quimioterapia, apresentou falén-
cia ovariana. Apds transplante de tecido ovariano para
o braco, o ovario voltou a apresentar fungdo normal,
levando, inclusive, ao nascimento de uma crianga.
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2.8.3 - Transplante de Ovario Inteiro com
Reanastomose Vascular

Outra estratégia que vem sendo estudada é o transplan-
te do ovario inteiro com reanastomose vascular. Através
desta técnica, obtém-se fluxo sanguineo imediato para
o 6rgédo transplantado, minimizando a injuria causada
pela isquemia, que pode levar a diminuigdo da reser-
va folicular e conseqtiente sobrevida do tecido. Wang et
al. (2002b) descreveram o sucesso que obtiveram com
essa técnica em ratas quando congelaram a parte supe-
rior do Utero, o oviduto, o ovario com sua vasculariza-
cdo e depois realizaram o transplante com anastomose
vascular. A fungao reprodutora normal foi restabelecida
em 4 de 7 (57%) animais, sendo que um engravidou.
Apesar do sucesso obtido em ratos, o congelamento
de ovarios inteiros de grandes animais ainda perma-
nece como um desafio devido a dificuldade de difusdo
adequada do crioprotetor em grandes massas de teci-
do e a injuria vascular causada pela formagdo intra-
vascular de gelo. Seguindo este raciocinio, Bedaiwy et
al. (2003) relataram a restauragao da fungdo ovariana
ap0ds auto-transplante de ovarios intactos de ovelhas
com anastomose vascular. Entretanto, deve-se ressal-
tar que 27% dos ovarios foram perdidos durante o
follow-up, devido a eventos trombdticos no pediculo
vascular anastomosado.

Mais recentemente, Imhof et al. (2006) demonstraram
que o auto-transplante de ovarios inteiros de ovelhas
com anastomose vascular pode levar a gravidez. E mais
surpreendente é que, em seis dos oito ovarios, os vasos
estavam livres de trombos e a estrutura do estroma
ovariano encontrava-se intacta, apds 19 meses do
procedimento.

Estudos em humanos ja vém sendo realizados, inclu-
sive com a adogdo de protocolos de congelamento.
Martinez-Madrid et al. (2004) descreveram o processo
de criopreservacdo e transplante de ovario inteiro com
pediculo vascular e mostraram sobrevivéncia folicular
de 75% e estrutura histolégica normal. Entretanto, até
o momento, ainda ndo ha relatos de nascimentos ou
gravidezes na literatura.

Apesar de todos esses resultados favoraveis, ndo pode-
mos nos esquecer do risco de transmissdo de células
malignas através do tecido utilizado, com possibilidade
de recidiva da doenga, apods o transplante.

Shaw et al. (1996) mostraram a transmissao de linfoma,
em 7 de 7 fémeas de camundongos, apoés transplante de
tecido ovariano fresco e em 6 de 7 destes animais, que
receberam transplante apds congelamento. Entretanto,
Kim et al. (2001) relataram que tecido ovariano retirado
de pacientes com linfoma de alto grau é seguro para
o transplante. Essa seguranca foi testada através do
xeno-transplante de tecido ovariano humano de pacien-
tes com cancer para ratas imunodeficientes, sendo que
nenhum dos animais transplantados desenvolveu a
doenga. No grupo controle, todos os ratos que recebe-
ram fatias de linfonodo contendo células de linfoma ndo
Hodkgin desenvolveram linfoma de células B.

3 - PERSPECTIVAS
Além de todos os beneficios acima descritos, outras
perspectivas futuras surgem para o uso do transplante
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ovariano. A sua utilizagdo em substituicdo a terapia de
reposicdo hormonal do climatério seria uma alternati-
va mais fisiolégica. Com o desenvolvimento de novas
drogas imunossupressoras cada vez mais potentes
e com menos efeitos colaterais, para a prevencdo da
rejeicdo de tecidos ndo-autélogos e com o aperfeigoa-
mento das técnicas de criopreservacao e de crioproteto-
res, poderia se pensar em um banco de tecido ovariano.
Entre as pacientes que se beneficiariam da existéncia
desse tipo de banco, estdo as portadoras de disgene-
sia gonadal, aquelas com faléncia ovariana precoce e
até mesmo mulheres que tiveram que atrasar o projeto
maternidade.
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