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EDITORIAL

LicOes do primeiro mundo

Lendo o oportuno editorial do Prof. Mario Cavagna no Ultimo nimero de nossa revista, acreditei que pudesse
acrescentar algumas reflexdes e dividi-las com os colegas, apds ter participado do Congresso citado por ele.

As Ultimas décadas do século passado testemunharam nlimero incrivel de avangos na area da medicina reprodutiva.
O primeiro, mais importante, amplamente divulgado e seguramente o pilar de todos os outros foi a “fertilizagdo in-vitro”
(FIV) com Steptoe e Edwards'.

A seqliéncia de eventos que melhoraram os resultados da FIV vem se superando a cada dia. Novos meios de cultura,
férmacos indutores da ovulagao?, ultra-sonografia transvagina para a obtencdo de odcitos, injecdo intracitoplasmética de
espermatozdides (ICSl), diagndstico genético pré-implantacional (PGD), mecanismos de identificacdo e selegdo de melhores
embrides etc.

Os avangos conseguidos com os conhecimentos adquiridos com a FIV vieram acompanhados de riscos, entre eles
0 mais fregliente € o aumento da incidéncia de gemelaridade que acompanha os processos de estimulo ovariano, nossas
pacientes ndo sdo devidamente orientadas quanto aos da gemelaridade.

A importancia do problema é grande a ponto de um s6 exemplar da revista “Fertility and Sterility” publicar sete
trabalhos referentes ao mesmo tema, propondo solugdes, cobrando posicionamento das entidades responsaveis e critican-
do aausénciade defini¢des quanto adiminuicao daincidénciade gestacGes multiplas®®. Nossas soci edades ainda engatinham
neste quesito.

A énfase dada aos tdpicos acima mencionados tenciona mostrar aimportancia e gravidade de cada fato e direcionar
a conduta no sentido de minimizar os riscos e os custos da FIV com medidas que ndo comprometam os resultados ja
conseguidos. Os resultados com ciclos naturais em grupos selecionados de pacientes mostram resultados satisfatérios'*?,
principalmente quando relatados em termos de gestagéo por transferéncia como jé afirmou o Professor Cavagna em seu
editorial. Na realidade ndo temos trabalhos em nossa literatura que possam nortear estes protocolos.

Mas qual seria 0 marcador mais importante do sucesso da FIV? Min et a.'? sugerem que os programas de FIV
relatem seus resultados baseados na sigla BESST (Birth Emphasizing a Successfull Singleton at Term), ressaltando assim
aimportancia de “ um anico” recém-nascido a termo por tratamento de FIV, neste caso o ciclo natural ou minimamente
estimulado “ cairia como umaluva’.

Estes clamores em diregdo a otimizag&o dos tratamentos com redugdo das taxas de gemelares parece vem conse-
guindo repercussdo. Em dezembro Ultimo um grupo de “experts’ e tendo como “chairman” o Prof. René Frydman
organizou com sucesso “ THE FIRST WORLD CONGRESS ON NATURAL CYCLE/MINIMAL STIMULATION IVF*“
em Londres, criando namesma oportunidade a ISNAR (International Society of Natural Cycle Assisted Reproduction).

A criagdo desta nova sociedade, segundo seus fundadores, foi necessaria pois ndo sd nos encaminhamos para uma
nova era de FIV, a de transferéncia de um s6 embrido (TUSE) por ciclo, mas como também de colocar como principal
objetivo o cuidado com os direitos da mulher quando ela procura tratamentos de reproducéo assistida.

Além de trabalhos mostrando resultados com ciclo natural e com estimulagdo minima, Prof. Karl Nygren de
Estocolmo afirmou que, eventualmente, a TUSE sera a rotina nos tratamentos de FIV. Os paises nérdicos e a Bélgicavem,
segundo ele, mostrando o caminho, seguido pelos paises do Reino Unido, Franca e Holanda. Os dados nacionais da Suécia
mostraram nos Ultimos anos 70% de TUSE com 5% de gemelares e taxa de gestacdo por transferéncia de 30%.



Questdes fundamentais evidentemente permanecem e 0 objetivo desta nova sociedade € discuti-las. Quando e em
gue propor¢édo o ciclo natural/minimamente estimulado deve ser usado? Qual o grupo de pacientes que se beneficiaria?
Qual a medida de comparacéo para eficacia, seguranca e custo ?

A disponibilidade no futuro para métodos de selecdo mais eficientes na escolha de um embrido vidvel e saudavel
aliado a selecéo adequada dos casais ampliardo a utilizag&o do uso do ciclo natural/minimamente estimulado para FIV no
futuro.

Todas estas verdades sdo incontestes e se somadas a nossa realidade, na qual 0 acesso a medicina reprodutiva é
privilégio ou sorte de poucos elas nos mostram a importancia que o assunto suscita. A organizacdo da medicina privada (o
servico publico ndo tem recursos ou interesse politico suficientes para atender a demanda) e principal mente os centros de
exceléncia devem oferecer alternativas que facilitem o acesso dos casais aos tratamentos de infertilidade. Evidentemente
estes tratamentos deveriam ser oferecidos do mais simples ao mais complexo, do de menor custo ao mais caro, respeitan-
do as indicagOes e as chances de gestacéo de cada um.

O primeiro mundo nos ensinou a FIV em ciclo natural e agora nos mostra aimporténciade voltar as origens. Ligdes
do primeiro mundo !!!

Newton Eduardo Busso
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A influénoia das espécies reativas de oxigénio nainfertilidade masculina

The influence of reactive oxigen species on mae infertility

Leticia Lucchese, Mércia Garcez, Miriam Salvador, Eleonora Bedin Pasgual otto, Fabio Firmbach Pasqual otto
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pesquisa Infeccéo viral causada pelo Papiloma virus humano e seu papel na qualidade seminal e no estresse

oxidativo. Tem experiéncia profissional na area de Analises Clinicas com énfase em Hematologia.

Leticia Lucchese

RESUMO

A infertilidade masculina é uma entidade multifatorial que abrange uma grande variedade de aterages, podendo ser
congénita ou adquirida. A infertilidade idiopética pode ser causada pela excessiva produgéo de espécies redtivas de
oxigénio no plasmaseminal, levando ao estresse oxidativo. Estudostém demonstrado que os espermatozdi des humanos
possuem a capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio quando incubados em ambiente aerdbio, sendo que as
maiores fontes de espécies reativas de oxigénio no sémen sao leucocitos, espermatozoides com citoplasmaresidud e
espermatozoidesimaturos. A membrana pl asméti cados espermatozoides é ricaem acidos graxos poliinsaturados sendo
vulneravel ao processo de peroxidacao lipidica, o que pode prejudicar a estrutura celular, motilidade, sobrevivénciae
funcBes metabdlicas do espermatozoide. O estresse oxidativo pode induzir dano ao DNA espermético, podendo ser
responsavel pelaaceleracdo do processo de apoptose da célula germinativa, levando a diminui¢do da concentragéo de
espermatozoides e a aparente deterioragéo da quaidade seminal observada nas Ultimas 4 a5 décadas. Entretanto dois
fatores protegem 0 DNA espermético do atague oxidativo: acaracteristicade empacotamento do DNA e osantioxidantes
presentes no plasmaseminal . Consequentemente, as espéci esrestivas de oxigénio tém efeitosfavoraveisou prejudiciais
sobre a funcdo dos espermatozoides de acordo com sua natureza e concentragdo, assim como 0 momento e lugar da
exposicao. Estes achados mostram aimportancia do equilibrio adequado entre antioxidantes e baixos niveis de ERO

gue s necessarios para fungéo espermética normal.

UNITERM OS: Infertilidade masculina; espéciesreativas de oxigénio; antioxidantes; estresse oxidativo.

Introducéo

Infertilidade é a inabilidade de um casal sexualmente
ativo, sem a utilizagdo de métodos contraceptivos, de estabe-
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lecer gravidez no periodo de um ano*, prazo no qual aproxima:
damente 90% dos casais o fazem. Sendo um fendmeno univer-
sal que acomete de 10% a 15% dos casais, independente dos
fatores sociais, econdbmicosou culturais®. A avaliago deferti-
lidade é um fenémeno complexo e multifatorial que envolvea
avaliag8o do casal. Em aproximadamente 50% dos casos de
infertilidade conjugal, acausaestarelacionadapelo menosem
parte com o homem* 2,

As causas de infertilidade masculina podem ser gera-
das por varios fatores, sendo que de 30 a 40% dos casos ndo
se descobrem as causas da dificuldade do casal engravidar.
Portanto, infertilidadeidiopéaticaé umasituacdo extremamente



Lucchese et a

Séria, visto que representa uma elevada porcentagem de ho-
mens inférteis que ndo podem ser tratados com as modalida-
des terapéuticas empiricas aplicadas atualmente® °. Uma das
causas de infertilidade idiopética esta rel acionada ao estresse
oxidativo (EO)®.

Alguns estudos sugerem que a excessiva e descontro-
lada producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) talvez
possa ser um dos maiores fatores que levam a infertilidade
masculina por causarem deterioracdo da qualidade e da fun-
¢do do espermatozoide * &, Portanto, o entendimento dos
efeitosdo EO no espermatozéide humano facilitardo diagnés-
tico de infertilidade masculina bem como as estratégias de
tratamento especificas’. Este trabalho mostra alguns estudos
sobre 0 papel das espécies reativas de oxigénio exercido so-
breafertilidade masculina.

Espéoiesredtivaseantioxiantes

Osradicaislivres (RL) podem ser definidos como es-
truturas altamente reativas, instaveis e que possuem um elé-
tron desemparelhado na Ultima camada eletronica ®. As espé-
ciesrestivasdo oxigénio (ERO) nem sempresio RL, masestéo
envolvidas em reacBes quimicas que geram esses radicai s nos
organismos vivos ®1°. Em contrapartida existem os
antioxidantes que sdo compostos que funcionam como
blogueadores dos processos oxido - redutivos desencadea-
dos pelos radicais livres. Freglientemente, o termo
“antioxidantes’” € implicitamente restrito aos compostos
inibidores dalipoperoxidaco, entretanto, podem ser definido
mais amplamente como “uma substancia que, quando presen-
te em baixas concentragdes, comparada a outras que oxidam
um substrato, previnem significativamente, a oxidacéo deste
substrato” °. O dano causado pelas ERO é minimizado pelos
sistemas de defesa anti oxi dante ndo enziméti co ou enzimético,
este Ultimo representado principalmente, pelas enzimas
superoxido dismutase (Sod), catalase (Cat), glutationa-
peroxidase (GPx) e glutationa-redutase (GR) 1.

A detoxificag8o dasespéciesresativasdo oxigénio (ERO)
envolve um mecanismo de elevada sincronia e que atua de
forma altamente cooperativa. A regulacéo do sistemade defe-
sa antioxidante enzimatico depende principamente de seu
substrato (radicais livres e espécies reativas do oxigénio), da
producéo de co-substratos e da afinidade, seletividade e
especificidade por este substrato'?.

Entre as principais enzimas antioxidantes, detectadas
em espermatozoides de diferentes espécies animais, esta a
superoxido dismutase - Sod (EC 1.15.1.1)*%%, Os radicais
superdxido (O,") sdo dismutados pelaagdo destaenzima, pro-
duzindo perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular (O,) con-
formeareagéo 1

(1) 20, +2H" - HO,+ O,

Em célulaseucariotashdvariasisoenzimasdo tipo Sod,
geramente responsaveis por compartimentos celulares dis-
tintos, podendo conter cobre, zinco, ferro ou manganés em

Infertilidade masculina

seus sitios ativos®™. Atualmente trés tipos de Sod estéo bio-
quimicae molecularmente caracteri zadas em mamiferos: Sod1
ou SodCuZzn, codificadapor um gene presente no cromossomo
21, foi aprimeira enzima Sod a ser caracterizada °, Sod2 ou
SodMn, codificadapor um gene presente no cromossomo 6 **
16 Sod3 ou SodEC (Sod extracelular) codificada por um gene
presente no cromossomo 4 . A atividade da Sod é regulada
através de sua biossintese, a qual depende da oxigenacdo
tissular, como foi comprovado em ratas submetidas a tensdes
de oxigénio elevadas . Aumentos na concentracdo de
superéxido podem elevar os niveis das isoenzimas da Sod °.

Outra enzima detectada no esperma de seres humanos
e que neutraliza as agBes prejudiciais do excesso de ERO éa
catalase (Cat) (EC 1.11.1.6), aqual esta presente no esperma-
tozoide e plasma seminal, sendo codificada por um gene pre-
sente ho cromossomo 11 é um tetrémero formado por unida-
des idénticas, cada mondémero contém um grupo prostético
heme, ligado ao ferro em seu centro catalitico'*8. Atuaremo-
vendo o H,O, de acordo com areagéo 2:

(2 2H,0, - 2H,0+0,

A catal ase tem grande capacidade de destruir H,O,. Em
termos de mol éculas de H,O, destruidas por minuto, por molé-
culasde enzima, elaéumadas maisativas enzimas conhecidas.
Porém, suaafinidade pelo H,O, ébaixa, sendo necessiriasaltas
concentragOes de H,O, para que ela possa trabal har rapido™.

Entre os antioxidantes ndo-enziméticos incluem-se as
vitaminas, carotendides polifendis, acido Urico entre outros.
Esses antioxidantes agem principal mente quebrando a cadeia
dasreacBes oxidativas, eliminando radicaislivres ou quelando
ions metélicos®?.

Estresse oxidativo (EO), é entdo caracterizado como o
desequilibrio entre a producédo de ERO e sua neutralizaco
pelosantioxidantes?? 2324252, De acordo comAitken & Krausz
0 EO éprimeiramenteinduzido pelageracdo excessivade ERO
por espermatozoides imaturos e morfol ogicamente defeituo-
sos e/ou por leucocitos seminais ativados™; lesando ndo ape-
nas afluidez da membrana plasmética, mastambém aintegri-
dade do DNA nuclear dos espermatozéides®. Outra possivel
fontede EQ inclui reagéo redox dos xenaobi6ticos, depreciacdo
de antioxidantes ou apoptose®.

O espermatozdide possui poucos antioxidantes em seu
citoplasma, tornando esta célula muito vulnerdvel aos danos
causados pelas ERO %, Felizmente, o plasmaseminal éricoem
antioxidantes, contribuindo destaforma para o equilibrio entre
producdo e neutralizacdo das ERO ®. Entre os antioxidantes
presentes em elevadas concentragdes no plasma seminal estéo
os grupostial, &cido ascérbico e &cido Urico e em quantidades
substanciais a glutationa e afatocoferol. O espermatozdide
possui elevadas concentragdes de grupos tidis, porém peque-
nas quanti dades de écido ascdrbico, alfa—tocoferol, &cido Urico
e glutationa®™. Outras substancias como proteinas (albumina)
ou pequenas mol écul astaiscomo hipotaurina, taurinae piruvato,
podem agir como neutralizadoras das ERO no sémen, protegen-
do assim contra o estresse oxidativo %%, Entretanto o principal
antioxidante no liquido seminal doshomensférteiséavitamina
C (&cido ascorbico) contribuindo com até 65% de suacapacida-
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de antioxidante®. Suaconcentragdo no liquido seminal chegaa
ser 10 vezes maior que no plasma sanguineo™.

Toda esta relagdo entre producdo de espécies reativas
de oxigénio e sua neutralizacdo pelos antioxidantes é neces-
sario para assegurar uma funcéo espermatica adequada para
gue se consiga o objetivo final que é agravidez da parceira.

Infertilidecemasculina

De maneira corriqueira, o diagndstico de infertilidade
masculina depende de uma avaliacdo descritiva dos parame-
tros do g/aculado, com énfase na concentragéo, motilidade e
morfologia dos espermatozéides, sendo a morfologia de
Tygerberg amaisimportante parapredizer fertilidade. Porém é
necessario enfatizar que a andlise semina ndo é um teste de
fertilidade. Atualmente, o nimero absoluto de espermatozoi-
des ndo prediz o progndstico de fertilidade, por isso, testesin
vitro foram desenvolvidos paramonitorar a capacidade funci-
onal dessas células %%,

Defato, a pobre quaidade seminal do gaculado huma:
no nos separa de muitos dos outros mamiferos *. Mesmo em
uma populacdo de homens férteis, até 50% dos espermatozdi-
des do gjacul ado podem apresentar ateracdes namotilidade ou
morfologia'. Acredita-se que para acontecer a fertilizacdo do
gameta feminino pelo masculino, é necessario apenas um nu-
mero minimo de espermatozo6ides com movimentos progressi-
vosemorfologicamente normais®. SharmaeAgarwal relataram
que a producdo de ERO pelos espermatozdides, assm como
outras células que vivem em condi¢des aerdbicas, origina-se
principa mente da atividade metabolica normal *. Zini et al.,
mostraram que 0s espermatozoides humanos possuem a capa:
cidade de gerar ERO quando incubados em ambiente aerdbio®.

Vé&rios sfo os fatores associados a infertilidade mas-
culing, no entanto trabalhos atuais tém despertado a atencéo
para o envolvimento das ERO como um dos maiores fatores
envolvidos nesta patologia **. Existem muitas evidéncias de
gue osleucdcitos (principal mente os Granul écitos Polimorfo-
nucleares) sdo considerados a maior fonte produtora de ERO
no plasma seminal 3142434445 A geracéo de elevados niveis de
ERO pelosleucdcitos pode exercer um efeito del etério impor-
tante na funcéo dos espermatozaides como indicado por uma
reducéo importante na motilidade espermatica e capacidade
de penetragéo oocitaria’®+"*, Tortolero et al., reportam a as-
sociagdo da leucospermia com reducdo do nimero e da
motilidade dos espermatozéides®.

O dano causado aos espermatozoides pode ser modera-
do seainfiltracdo leucocitariaficar confinada a prostata ou as
vesiculas seminais. Nestas circunstancias, o espermatozéide
apenas entraem contato com as ERO geradas pelos leuctcitos
no momento da gaculacdo. Entretanto, se eles foram origina
dos no epididimo ou testiculo, as ERO poderdo interagir com a
membrana espermatica por um longo periodo, aumentando as
possibilidades de danificar os espermatozdides.
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Efeito dasespéciesredtivasdeoxiginiono espermetozoide

Em condic¢6es normais, as céulas sométicas contém
substancias antioxidantes em seu citoplasma. Porém o esper-
matozbide, durante o periodo de maturacdo, perde a maioria
de seu citoplasma, e, com isto, perde parte dos antioxidantes
endégenos, ficando vulneravel a acdo das ERO. Quando a
espermatogénese se apresenta prejudicada, 0s mecanismos
de extrusdo citoplasmética tornam-se defeituosos e o esper-
matozdide liberado pel o epitélio germinativo possui umagran-
de quantidade de citoplasma residual®®!. Acredita-se que a
retencdo de citoplasmaresidual pelo espermatozoide humano
esteja correlacionada positivamente com a geracéo de ERO
por meio de mecanismos mediados pela enzima citosolica
glicose-6-fosfato desidrogenase, que regula ataxado influxo
de glicose pelo movimento da hexose monofosfato, a qual,
por sua vez, controla a disponibilidade do NADPH
intracelular®.

O espermatozdide humano é atamente susceptivel ao
estresse oxidativo. Este processo induz a fragmentacdo do
DNA em ambos os genomas, nuclear e mitocondrial aém de
desencadear o fenémeno da Peroxidacéo Lipidica (L PO)?6.23,
afetando primariamente a estrutura e a fungdo da membrana
celular e, conseglientemente, causar ateracGes importantes
nas proteinas® %3, O perdxido de hidrogénio é a principal
ERO to6xica para os espermatozoides humanos. As concentra-
¢Bes moderadamente altas de perdxido de hidrogénio ndo afe-
tam aviabilidade dos espermatozdides, porém osimobilizam,
geramente por esgotamento do ATPintracel ular e diminuicdo
nafosforilac&o das proteinas do axonema. As atas concentra-
¢Besde perdxido de hidrogénio induzem aperoxidaco lipidica
eproduzem amortecelulars,

As membranas celulares estdo sujeitas ao ataque das
ER por possuirem grande contelido de &cidos graxos
poliinsaturados nosfosfolipidios, osquaissdo particularmente
sensivels a reagdes oxidativas™. A natureza insaturada das
moléculas (ligagdo dupla) predispde os espermatozoides ao
ataque das espéciesreativas e aperoxidacdo lipidica(L PO) da
membranaplasmética. Com aL PO, existe umaperdanafluidez
damembranaespermética, prejudicando o bom funcionamen-
to de espermatozdide e a sua fusdo com o odcito 26 29 4655,
Alémdisso, aL PO prejudicaatrocaidnicaredizadapelamem-
branado espermatozdide, danificando amotilidade espermética
normal® 4 % e sendo correlacionada com defeitos
morfolégicos do corpo dos gametas masculinos”. Os danos
peroxidativos induzem a formagéo de ERO, sendo uma das
maiores causas da reducéo da viabilidade e fertilidade dos
espermatozéides™.

Os espermatoz6ides possuem mitocdndrias abundan-
tes, estas organelas sd@o uma fonte habitual de ERO, nas
mitocondrias com disfungdes a producdo de ERO aumenta
significativamente e estas mol écul as por suavez afetam afun-
¢80 mitocondrial dos espermatozoides. Esta relagdo pode se
dar devido a dois fendmenos interconectados mutuamente:
as ERO que lesam a membrana mitocondrial, e a membrana
mitocondrial lesionada que aumenta a produgéo de ERO *.



Lucchese et a

As bases do DNA e as ligagdes fosfodiester sdo sus-
cetiveis ao estresse oxidativo e a peroxidacdo destas estrutu-
ras pode causar quebras e cross-linkings do DNA e resultar
eminterrupcao datranscricao, traducéo, ereplicagdo do DNA.
A guantidade de produtos da oxidagdo do DNA tem sido re-
portada como aumentando com aidade em certos érgéos e o
dano oxidativo ao DNA tem sido citada por estar envolvido na
patogénese do cancer, doenca de Alzheimer, e mutaces
herdéveis. Kodama et al., sugeriram que o dano genémico ao
DNA do espermatozdide pode ser transmitido para a prole e
levar a0 aumento daincidéncia de abortos, anomaliasfetais, e
defeitos de nascimento®. Portanto, um alto nivel de dano
oxidativo ao DNA do espermatozéide pode formar uma
eti ol ogia bioquimica potencial menteimportante e estar envol-
vido no mecanismo dainfertilidade masculina. Entretanto, exis-
tem ainda muito poucas informagdes disponiveis sobre os
niveis de dano endégeno ao DNA em espermatozdides huma:
nos, e permanece a ser determinado se um elevado nivel de
dano oxidativo ao DNA do esperma esta associado com o
processo patol égico dainfertilidade masculina.

Osexamesseminaisderotina, osquais medem aconcen-
trac@o de espermatozoides, percentagem de motilidade e
morfologia, ndo identificam defeitos sutis na arquitetura da
cromatina do espermatozdide. Porém aintegridade do DNA do
espermatozoide é crucia paraacorretatransmissdo dainforma-
¢a0 genética as futuras geragBes. Evidéncias acumuladas suge-
rem que distUrbios na organizacdo do material gendmico no nd-
cleo do espermatoz6ide sBo negativamente correl acionados com
o potencial defertilidade do espermatozdide. Uma série de estu-
dostem revelado que os niveis de quebras duplas do DNA estéo
aumentados em pacientes inférteis com parametros anormais de
sémen quando comparadosahomensférteis. A mesmadiferenca
foi também detectadaem homenscominfertilidadeidiopéicacom
umarotinanormal dosparémetrosde sémen quetiveramumalto
indicedefragmentac@ de DNA. Emrecenteestudo Sharmaet d.,
mostraram que espermatozoi des de homensinfértel sapresentam
atafrequiéncia de anormalidades cromossomais, deficiente qua-
lidade de empacotamento do DNA, aumento de quebrasduplase
maior suscetibilidade para induzir a desnaturaco por &cidos in
situ do que espermatozéides de homens férteis®. Estes achados
corroboram com a preocupacdo de que doencas genéticas pos-
sam ser transmitidas viatécnicas de reproducéo assistida, inten-
sificando assim o foco naintegridade gendmica.

Diversos ensaios tém sido desenvolvidos para avaiar
aintegridade do DNA eamaturidade dacromatinaespermética
Estes ensal 0s baseiam-se no fato de que defeitos na estrutura
dacromatinapodem levar ao aumento dainstabilidade do DNA
e suscetibilidade a desnaturacéo por estresse. Atualmente, 0s
ensaios mais usados para medir afragmentacdo do DNA séo:
Tuanel, Cometa e 0 ensaio da estrutura da cromatina do esper-
ma (SCSA). Tentativas tém sido feitas para padronizar o en-
saio cometa com sémen humano e estabelecer sua relacéo
com os dados dos ensaios SCSA etunel. Espermatozdides de
uma mesma aliquota foram analisados com os trés ensaios e
uma correlacdo significante entre os resultados foi observa-
da®. O ensaio cometa permite umaavaliacdo daquantidade de
fragmentac@o do DNA em célulasindividuais. Sendo umatéc-
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nicarépida, simples, sensivel e debaixo custo paramensurar e
analisar as lesbes além de detectar efeitos de reparo no DNA
¢, Nesta técnica pequenos fragmentos de DNA migram para
fora do nicleo e o nimero de quebras por célula pode ser
estimado através da extensdo damigracdo. O teste do cometa
alcalino provou ser muito mais sensivel nadetecgéo de baixos
niveis de danos de DNA em espermatoz6ide humano®.

Muitos estudos tém detectado anomalias no nucleo
de espermatozéides do gaculados, embora a extensdo do
dano esteja minuciosamente relacionada com a funcao
esperméticaeinfertilidade masculing, aorigem detal dano é
ainda controversa®.

Trés fatores podem estar envolvidos na etiologia do
dano a0 DNA na linhagem germinativa: estresse oxidativo,
deficiéncias em processos haturais como empacotamento da
cromatina e apoptose abortiva®.

Apoptose, também descrita como morte celular pro-
gramada € um fendmeno fisiol gico caracterizado por atera-
¢Bes morfol 6gicas e bioquimicas que culminam no suicidio da
célula®, a ocorréncia da apoptose na vida adulta ajuda no
descarte de células com alteracfes. No contexto da reprodu-
¢do masculina, a apoptose é responsavel pelo controle da
superproducdo de gametas masculinos®, sendo a chave re-
guladora da espermatogénese em estagios normais e patol 6-
gicos. Contudo a questdo a ser respondida é se a apoptose no
espermatozoide é o resultado de um processo iniciado no ni-
vel de espermatogbnia ou se isto ocorre durante a Ultimafase
daespermatogénese ou mesmo anivel testicular . Gandini et
a demonstraram que a porcentagem de apoptose em homens
normozoospérmicos foi significantemente menor do que em
homens com oligoasthenoteratozoospermia, doenca de
Hodgkin e neoplasia de testiculo®. Outro estudo mostrou
significante correlagdo entre niveis de apoptose em esperma-
toz6ides maduros e niveis de ERO no sémen. Sentman et al.%
sugeriram que a apoptose pode depender das ERO, baseados
no achado de que o peréxido de hidrogénio induz apoptose
em culturas celulares. Portanto existem evidéncias suficientes
parasugerir que atos niveis de ERO resultam naliberacdo da
proteina citocromo-C da mitocondria, que ativa as caspases e
induz aapoptose, por outro lado, Bcl-2 (geneinibidor damor-
te celular programada) protege as células da apoptose, prova-
velmente por um mecanismo que reduz a produgéo de ERO .

Estas evidéncias sugerem que em homens subfertéis,
aliberacdo do espermatozoide via apoptose ndo esta ocorren-
do corretamente, portanto homens com parémetros seminais
aterados (morfologia, fungdo bioquimica ou dano no DNA
nuclear) podem apresentar uma apoptose imperfeita 4™,

Muito embora na infertilidade masculina as ERO sgjam
conhecidas principa mente por seus efeitos del etérios na funcéo
espermética, existem evidéncias suficientes paraapoiar ahipéte-
se de que, em baixas e controladas concentrages, as espécies
reativas participam nos mecanismos de sinalizagdo da
transdugdo™. Um aumento na concentragéo de O,” € um dos
primeiros passos necessarios para que acontecam a indugéo e o
desenvolvimento dos movimentos de hiperativacéo e o fenbme-
no de capacitacdo do espermatozoide™. AsERO facilitam area
¢80 acrossdmicapor meio deum efeito estimulatdrio nafosfolipase
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A, presente no espermatozdide humano™. Estaenzimaéestimu-
ladapeloion célcio e perdxidos|ipidicos presentes namembrana
plasmatica. Além disso, as ERO auxiliam na ativagéo da
fosforilaggo da tirosina, desempenhando papel importante na
mediacdo daligacdo do espermatozdide ao obcito™.

Estes achados mostram a importancia do equilibrio
adequado entre antioxidantes e baixos niveis de ERO que séo
necessarios para funcdo espermatica normal “.

Espéoiesreativaseoxigénioem homensférteiseinfértais

A funcgdo espermética prejudicada € umacausagera e
Obvia da infertilidade masculina, no entanto o descontrole e
producdo excessivade ERO parecem ter um papel significante
como um dos maiores fatores que conduzem a um estado de
infertilidade® 74757577, Gil-Gusman et al., mostraram que existe
umasignificante variag@o de célulaparacélulacom relacéo a
producdo de ERO, em raz&o da presenca de espermatozoides
em diferentes estagios de maturagéo, e que o dano oxidativo
causado aos espermatozdides maduros pelas ERO produzi-
das por espermatozdides imaturos durante a migracéo pelos
tubul os seminiferos para o epididimo pode ser umaimportan-
te causa de infertilidade masculina®.

Estudos mostraram que niveis aumentados de ERO
tém sido encontrados no sémen de homens inférteis*™ ", e
estestém sido correl acionados com a diminui¢do damorfologia
do espermatozéide, como indicado por uma baixa propor¢éo
de espermatoz6ides com morfologianormal no sémen™#. Em
recente estudo, Nallellaet al.,mostrou forte correlagdo negati-
vaentre qualidade seminal (derivadade parémetros seminais)
e niveis de ERO em todos os pacientes com fatores masculi-
nosdeinfertilidade®. A correlacdo aumentasignificativamente
com o aumento dos espermatozéides anormais e com adimi-
nuicdo da motilidade™. Isto vem de acordo com alguns pes-
quisadores que acreditam que as concentragdes patol 6gicas
de ERO detectadas no sémen de homens inférteis se devem
mais provavelmente ao aumento da producéo de ERO e ndo
pela deficiéncia de enzimas antioxidantes no plasma seminal
(Sod e Cat)®“, Entretanto outros estudos™"#!, sugerem que
EO deve ser resultado da deficiente capacidade antioxidante
seminal. Tendo em vista que, os hiveis de Sod e Cat apresen-
taram correlac8o positiva com a concentragdo espermatica e
negativa com niveis de leuctcitos seminais, e estes Ultimos
apresentaram correl agdo inversa com motilidade®.

Um estudo prospectivo demonstrou que homens com
altos niveis de ERO tinham sete vezes menos chance de esta-
bel ecer umagravidez comparado aquel es com bai xageracao®.
Sendo o dano oxidativo ao espermatozdide amaior causa de
disfungdo espermética. As defesas antioxidantes néo
enziméti castotai sforaminversamente rel acionadas com L PO
eosaltosniveisde ERO associados com significativo aumen-
to da producdo de MDA,

Estudos sugerem a incluséo da avaliagdo rotineira da
medida de ERO-CAT (espécies reativas de oxigénio-capaci-
dade antioxidantetotal) como um novo parémetro do EO, ten-
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do em vista que a associagdo destes demonstrou significan-
ciasuperior naseparacdo de homensférteis einférteis do que
aavaliacdo dos pardmetros em separado foi demonstrado que
homens inférteis, independente da forma de diagnostico
idiopética ou fatores masculinos, possuiam niveis significati-
vamente mais baixos de ERO-CAT, do que os controles®. Ser-
vindo com importante fator de identificacdo dos pacientes
inférteis com diagnostico clinico deinfertilidade masculina®.
Portanto, os niveis de ERO no sémen, s&o umarea pre-
ocupagdo, pois eles quando presentes em atos niveis sdo po-
tencia mente toxicos a qualidade e funcéo do espermatozdide.

Condusto

Aparentemente, existe umarelagéo direta entre niveis
elevados de ERO e infertilidade masculina. Portanto o enten-
dimento dos mecanismos envolvidos e pesquisas para aterar
arelacdo entre producdo e neutralizagcdo das ERO séo de gran-
de importancia para que consigamos aumentar as chances de
um casal vir aestabelecer gravidez.

ABSTRACT

Madeinfertility isamultifactorial entity covering agreat variety
of alterations. It may be congenital or acquired. Idiopathic
infertility may be caused by excess production of reactive
oxygen speciesin seminal plasma, leading to oxidative stress.
Studies have shown that human sperm can generate reactive
oxygen species when incubated in aerobic environments, and
the main sources of reactive oxygen species in semen are
leukocytes, spermwith residua cytoplasm and immature sperm.
The plasma membrane of sperm is rich in polyunsaturated
fatty acids, anditisvulnerabletothelipid peroxidation process
that may damage the cell structure, motility, survival and
metabolic functions of the sperm. Oxidative stressmay induce
damage to the spermatic DNA, and could be responsible for
speeding-up the process of germ cell apoptosis, leading to a
reduction in the sperm concentration, and to the apparent
deterioration of the seminal quality observed inthelast 4to 5
decades. However, two factors protect the sperm DNA from
oxidative attack: the characteristic of DNA packaging, andthe
antioxidants present in the seminal plasma. Consequently, the
reactive oxygen species have favorable or harmful effects on
the sperm function, depending on their nature and
concentration, aswell asthetimeand place of exposure. These
findings show theimportance of an adequate balance between
antioxidants and low levels of ROS needed for normal sperm
function.

UNITERMS: Male infertility; reactive oxygen species;
antioxidants; oxidative stress .
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RESUMO

A tibolonapode ser usada paratratar a deficiénciaandrogénicanamul her naperimenopausa. O mecanismo de agdo
maisimportante datibolona é areducéo dos niveis de SHBG e o aumento datestosteronalivre. A tibolonatambém
ativaa COX-2 no endométrio aumentando o risco de formacdo de pdlipos endometriais. O aumento datestosterona
livre com 0 uso da tibolona leva a um aumento de producéo tecidual de estrogénios nos tecidos que expressam

aromatase.

UNITERM OS: Tibolona; Perimenopausa; Esteroi dogénese.

Androgen Deficiency inWomen

Androgen deficiency isasyndrome characterized by a
variety of symptoms that include loss of libido, fatigue, loss
of energy, osteopenia, decreased muscular mass and
premenstrual syndrome. These symptoms start in many
patientsin the perimenopause, well before complete cessation
of ovarian function and are caused by adeclinein testosterone
production that resultsin blood level sapproximately half those
of women in their early 20s' . Although circulating androgen
levelsare substantialy lower inwomen thanin men, asyndrome
of androgen deficiency can be characterized both clinically
and by laboratory measurements of total and free testosterone
and SHBG levels 2. It is generally accepted that the lower
blood levels of androgen during menopause, caused either
by ovarian failure or an aging-associated reduction in adrenal
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androgen production, further aggravate the loss of sexual
desire, bone and muscle mass and the sensation of well being;
however, the magnitude of these problems can be ameliorated
in symptomatic women by androgen supplementation 2. The
age-related decline in androgen production affects both
androstenedione and testosterone, with a reduction in blood
levelsfollowing the cessation of mensesto half those present
in women of reproductive age. However, most studies on
testosterone production during the climacteric yearshavefailed
to demonstrate a persistent fall with advancing age, with the
possible exception of a reduction around the time of the
menopause compared to testosterone levels in the second
decade of life*5. Low testosterone levels during this period
closely correlate with reduced coital frequency, sexual fanta-
sies and the aggravation of symptoms of the premenstrual
syndrome. Treatment with testosterone implants not only
reverses the negative effect of androgen insufficiency on se-
xual desire but also enhances the sensation of well being °.
Because these symptoms may commence during the
perimenopause, well before complete cessation of ovarian
function, androgen therapy may be beneficial in ameliorating
symptomatology even in patients with normal estrogen levels
and regular menstrua cycles.
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Whether the reduction in testosterone production
during perimenopause actually contributes to the symptoms
that occur during this period is controversial. SHBG levels
may also play apivotal rolein modulating androgen action by
limiting the bioavailability of free testosterone to the tissue.
Thiswill ultimately determine the amount of testosterone and
estrogens present in the tissues since a part of testosterone is
converted into estrogens through the action of aromatases .
The effects of androgen on tissues correlate inversely with
SHBG plasma levels. Thereby, the salivary levels of
testosterone, for instance, are higher when SHBG levelsinthe
blood arelower 8. SHBG levelscan thusregul ate the action of
androgen by increasing the availability of free testosterone to
the tissues without affecting total testosterone levels in
circulation. Free testosterone can also be aromatized to
estradiol in tissues expressing the aromatase p450 enzyme,
and this mechanism is important for the extraglandular
production of estrogensin the yearsfollowing the menopause
when estrogen production by the ovary ceases ®. This opens
the possibility of treating androgen deficiency during the
perimenopause by simply using medications that decrease
SHBG levels, thereby augmenting the availability of free
testosterone to the tissues. Tibolone may prove to be one
these therapeutic possibilities.

Effect of tiboloneintheperimenopase

Tiboloneat thedose of 2.5 mg hasbeen usedto aleviate
symptoms related to the premenstrual syndrome (PMS) in
premenopausal patients. In a placebo-controlled study,
patientsusing tibolone 2.5 mg reported amarked improvement
in al symptoms by the end of the second month of treatment
when compared to the placebo group. The amelioration of
PMSin tibolone users correlated positively with the increase
in circulating beta-endorphinlevels®. Lower dosesof tibolone
(1.25mg) were also found to be effective in treating the
symptoms of PMS and decreased libido in premenopausal
patients. This effect was already observed at the end of the
first month of treatment. No major effect on menstrual pattern
was observed during the treatment period with the 1.25 mg
dose and the increase in libido and in the sensation of well-
being was significantly greater in the tibolone group when
compared to the placebo vitamin group at the end of the third
month of treatment °. Some of these effects of tibolone are
superimposed on those observed with testosterone, and it is
possible that they may result from the increase in free
testosterone in tibolone users.

Mechanismof actionof tibolone

Following oral administration of tibolone, there is a
rapid formation of three metabolites after the first hepatic
passage ™. One of the metabolites, delta-4-tibolone, bindsto
the androgen receptor in the liver cells, leading to a decrease
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in SHBG synthesis. The other two metabolites, alphaand beta
hydroxy-tibolone, have adlight affinity to the estrogen recep-
tor and are transported in the circulation in the biologicaly
inactive sulfated form 2, Theti ssue-specific action of tibolone
is attributed to the different effects of these metabolites.
However, it is unlikely that this is the most important
mechanism of action of tibolone since these metabolites are
transported in the blood in an inactive sulfated form. The
mechanism of action of tibolone may be more easily
understood if we consider its main action to be through its
delta-4 metabolite in the liver, lowering SHBG levels and
increasing free testosterone levels in the blood 2. This will
not only increase tissue levels of testosterone but will also
result in an increased production of estradiol in the tissues
that express aromatase. In perimenopausal patients, this may
be one of the mechanisms by which tiboloneisableto correct
androgen deficiency. On the other hand, organs or tissues
such as the bone, brain, skin and vagina normally express
aromatase during the aging process, alowing them to produce
estrogens from free testosterone, while the normal
endometrium is unableto produce them dueto the lack of this
enzyme **. As a consequence of the higher free testosterone
levels achieved with tibolone administration, and because of
aromatization to estradiol, there will be greater estrogenic
action in organs such as the brain, bone and vagina compared
tothenormal endometrium >, Endometria polyps, however,
express aromatase and are therefore able to metabolize free
testosterone into estradiol *. Consequently, endometrial
polyps are more commonly seen following tibolone use than
after the use of other forms of hormone therapy because they
are able to produce estradiol using free testosterone as the
precursor hormone % %°,  Endometrial polyps also express
Cox-2 and this expression is upregulated by tibolone . In
menopausal patients using tibolone, there was a significant
increase in Cox-2 expression in the glandular epithelium that
was not associated with any effect on either cell proliferation
or on bcl-2 expression asshownin Tablel. Thisarguesagainst
the hypothesis that tibolone acts as a progestin on the
endometrium. The atrophic endometrium following tibolone
use is therefore exposed to chronic elevated levels of Cox-2
expression, which by itself does not stimulate proliferation
but may cause bleeding or may ultimately lead to aromatase
induction in susceptible patientsin responseto the high levels
of prostaglandins*®. Theactivation of aromatase will increase
local estrogen production and development of polyps and
other proliferative disorders, as shown in Figure 1. In this
menopausal patient, therewasafocal expression of aromatase
in the glands of the basal layer in response to tibolone use,
causing alocalized area of higher proliferation in the basalis
that may constitute the first hit for the development of an
endometrial polyp or other proliferative disorders. The
upregulation of Cox-2 expression inthe atrophic endometrium
of tibolone users may be one of the mechanismsrelated to the
presence of irregular bleeding in these patients.

Reroducoé Climetéio-v. 22,2007



Maia Filho et a

Table | - Ki-67, Bcl-2 and Cox-2 levels in Tibolone users and never-
users

Tibolone
User Never-User
Mean * SD(median) Mean * SD(median) P

Ki-67 2.27 + 1.68% (2%) 2.2+ 2.3% (2%) 0.817
Bcl-2 2.09 £ 1.4% (3%) 26 +0.84% (3%)  0.357
Cox-2  1.09 £ 0.83 (1%) 2.7 £ 0.48 (3%) 0.0002

* Mann-Whitney test.

Figure 1 - Aromatase expression in the endometrial basal layer of
a patient using tibolone.

Effect of low-dosetiboloneon SHBG levls

Atthedoseof 2.5 mg, tibolonewasfound to be effective
in lowering SHBG levels and increasing levels of free
testosterone in menopausal patients; however, the effects of
lower doses are not yet well-established . In menopausal
patients, thereisadirect correlation between circulating SHBG
levels and the risk of developing osteoporosis 2. Because
lower doses of tibolone are effective in preventing
osteoporosis %, it is important to determine whether tibolone
iseffectivein reducing SHBG levelsin menopausa patientsat
thedose of 1.25 mg, resulting, therefore, in higher blood levels
of freetestosterone. Thereisan age-related reductionin SHBG
production by theliver, resultinginlower levelsin ol der patients.
This was also observed in our population, and this reduction
remained significant even when it was corrected for body mass
inorder to compensatefor itsincrease during aging (Figure 2).
Low doses of tibolone (1.25 mg) were effective in reducing
SHBG levelsin menopausal patients, leading to areduction of
morethan 50% in their blood level swhen compared to controls
(Figure 3). Thedrop in SHBG levels was accompanied by a
risein blood level s of freetestosterone with no major increase
in total testosterone levels (Figure 4). These findings may
explain the effectiveness of low doses of tibolone in treating
menopausal symptoms and preventing osteoporosis 2.
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Figure 2 - SHBG levels in pre- and postmenopausal patients.
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Figure 3 - Effect of low dose tibolone (1.25mg) on SHBG levels.
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Figure 4 - Effect of low dose tibolone (1.25mg) on free testosterone
levels.
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Condlugons

Tibolone is an alternative for treating mood-related
symptomsduring the perimenopausein patientswho till have
ovulatory cycles ®°. One important mechanism by which
tiboloneisclinically effectivein controlling mood changesis
by lowering SHBG levels and increasing circulating free
testosterone levels 2. This results not only in higher brain
levels of testosterone, but also in an increase in estrogens
through the action of aromatase p450. It wasrecently reported
that testosterone can prevent Alzheimer’s disease, and one
likely explanationisitsaromatization to estradiol in braintissue
%, Lower levels of SHBG in circulation are also associated
with a decreased risk of developing Alzheimer’'s disease. In
perimenopausal patients with symptoms related to androgen
deficiency, the use of tibolone can ameliorate these symptoms
by increasing free testosterone levels in circulation .
Testosterone has a positive impact on the sensation of well-
being and thisis caused by the increasein endorphin levelsin
the brain? 2. 27, There is evidence that in order to raise
estrogen levels in the brain it may be more effective to give
women testosterone rather than estrogens #. In this context,
drugs such as tibolone, which greatly increase free
testosterone levels, should be the first line of treatment.
Interesting therapeutic possibilities that merit further
investigation include the association of tibolone with
testosterone in the form of subdermal implants or vagina
suppositories. By lowering SHBG levels, tibolone would act
synergistically with the supplementary testosterone, thereby
increasing tissue levels of both estrogens and androgens.
Thismay prove beneficia not only to patientsin greater need
of regaining bone and muscle mass but aso in achieving a
faster response in boosting mood and libido. In addition,
vaginal administration of testosterone may be useful in
increasing the strength of pelvic muscular ligaments, which
may be beneficial not only in ameliorating stress urinary
incontinence but also in improving genital sexual arousal.
Tibolonemay represent theform of hormonetherapy that most
closely mimics nature during the climacteric. With aging, there
is a decrease in circulating SHBG levels and an increase in
aromatase activity in certain tissues in order to permit tissue
production of estrogens from androgen precursors. This
mechanism is the predominant pathway of estrogen
production during menopause and consequently one effective
way of replacing ovarian steroids in both peri- and
postmenopausal women isby increasing the bioavailability of
androgen precursors rather than giving exogenous estrogens
2, The stimulation of estrogen tissue production by increasing
the availability of unbound androgens should be the
physiological way of replacing estrogens in the menopause,
and in this respect tibolone given aone or in association with
low doses of testosterone is certainly one of the effective
ways of accomplishing this therapeutic goal. The beneficia
effects of tibolone on the premenstrual syndrome also open
new therapeutic possibilities, and suggest a pivotal role for
testosterone and endorphins in the amelioration of these
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symptoms %, Low androgen levels also play arole in the
occurrence of hot flashes during perimenopause, and androgen
receptors have been found in brain areas related to the
regulation of hot flashes. Perimenopause is a critical period
because androgen levels drop to half of those found in the
second decade of life, although they remain rather stable
thereafter. Therefore, the clinical manifestations of androgen
insufficiency, especially loss of libido, fatigue and mood
disordersmay precede menopause and may be alleviated with
the use of tibolone. For this reason, tibolone should be
prescribed to symptomati ¢ patients during the perimenopause.

ABSTRACT

Tibolone may be used to treat androgen deficiency in women
inthe perimenopause. Themost important mechanism of action
is the reduction in SHBG levels and an increase in free
testosterone levels. Tibolone also activates COX-2 in the
endometrium, increasing the risk of forming endometrial
polyps. The increase in free testosterone with the use of
tibolone leadsto an increase in the production of estrogensin
the tissues that express aromatase.

UNITERMS: Tibolone; Perimenopause; Steroidogenesis
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O laboratorio de Andrologia como ajuda iagnostica para casais pesquisando infertilicae

Andrology laboratory as a diagnostic help in infertility work-up
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RESUMO

Toda alteracdo da funcdo enddcrina ou exécrina do testiculo se reflete de alguma maneira em modificagdes no
espermograma, tanto em seus aspectos morfol6gicos quanto nos funcionais. Dai a importancia de um estudo
exaustivo do sémen para avaliar a capacidade reprodutiva do homem.

Ao espermograma, que ainda segue sendo a pedra angular para o estudo do homem, tem sido incorporando novos
testes diagnosticos. O conceito de que uma boa andlise do sémen é de fundamental importancia paraaavaliacéo da
fertilidade masculina ainda permanece, apesar de sabemos que 0 espermogramando pode ser considerado um “teste
defertilidade”’, e sim o primeiro indicador de que o ciclo hormonal e daespermatogénese estasem maiores alteracoes.

UNITERM OS: sémen, espermatozdide, andrologia, infertilidade masculina

Introducio

A auséncia de critério de aguns investigadores e a
falta de padrfes internacionais adequados para administrar
tem influido negativamente no desenvolvimento desta espe-
cialidade bioguimica. Ao avaliar a motilidade e morfologia
esperméti ca observa-se que existem dificul dades naavaliacéo
dos variados métodos de coleta do sémen e na eleicdo da
abstinéncia sexual. Desta forma, é necessério ter um critério
amplo para unificar os distintos conceitos sustentados pelos
investigadores ligados a este tema, como ocorreu, por exem-
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plo, para a definicdo do espermatozdide considerado “nor-
mal”!. O mesmo tem ocorrido com o estudo bioquimico do
plasma seminal, assim como outros paréametros do ejaculado.

Freglentemente, o dilema central que deve afrontar o
andrologista ou ginecologista ao avaliar um casal infértil éa
impossibilidade de realizar uma adequada avaliacéo da capa-
cidade do homem paraestabel ecer gravidez naparceira. Desta
forma, a andlise de sémen, realizada de forma convenciona,
foi desenvolvida com o intuito de contribuir com informagéo
diagnbstica e se passou a crer que a concepgao in vivo se
produz somente se hano gjaculado um certo nimero de esper-
matozdides moveis e morfol ogicamente normais. Associado a
isto, existetambém aintencdo deigualar o termo anormal com
o deinfértil ou subfértil (1). Nareaidade, a anormalidade de
umavariavel seminal significasimplesmente que o parametro
em questdo esta desviado do normal. Essa determinacéo po-
deriaser causa de infertilidade dependendo de outros fatores,
como por exemplo, da magnitude e gravidade do estado
reprodutivo da esposa

E importante destacar que afertilidade nfo existe sm-
plesmente porque uma variavel do sémen é anormal2. Como
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por exemplo, podemos mencionar as variagdes detectadas em
2 gjaculados consecutivos (interval o de 15 dias entre as cole-
tas) do mesmo paciente. Além disso, existem algumas anorma-
lidades quetém um efeito superior asdemais sobre afertilida
de. Assim sendo, um valor anormal em qualquer variavel semi-
nal ndo significa necessariamente infertilidade, e sim que a
amostra difere de outra normal e que suas possibilidades de
ser fértil talvez possam estar diminuidas®. Podemos entdo afir-
mar que somente quando um ou mais indicadores se enqua
dram dentro desta categoria, 0 gjaculado poderia ser conside-
rado realmente comoinfeértil.

Quando falamos de um espermograma convencional,
estamos nos referindo a 2 préticas, a saber:

Analise seminal basica, com as seguintes determina-
¢des: a) volume, cor, viscosidade e pH, b) concentracdo de
espermatozéides por mL e no volume total; b) motilidade
espermatica; c) viabilidade (teste de eosina ou edema
hi posmatico).

Andliseseminal completa, no queao anterior seagre-
gam: d) estudo morfoldgico de acordo com os critérios da
Organizacdo Mundia da Salide (OM S); €) nimero e diferenci-
acdo de células redondas e f) estudo bioquimico do plasma
seminal (2 parametros pelo menos). Além disto, testes de Fun-
¢80 espermédtica, como o estudo da morfologia pelo critério
estrito de Kruger, as Espécies Reativas de Oxigénio,
Antioxidantes (estes dois Ultimos ainda em fase de estudos).

A concentracdo de gametas na andlise seminal conven-
cional se realiza comumente de forma manual utilizando
hematocitbmetros ou cAmaras especificas como ade Makler. E
necessario que a andlise seminal contenha, além disso, agum
teste de viabilidade espermética. Em geral sdo correlagdes vi-
tais que se efetuam sobre preparados frescos®. O gaculado con-
tém também outros elementos, além de espermatozoides, como
por exemplo, células epiteliais, leucdcitos e aquele produto da
escamacao do epitélio germinal. A diferenciacéo desta popula
¢ao celular sepoderedizar deformasimplespor qual quer técni-
ca de peroxidase (Endtz)®.Este método de coloragéo tem de-
monstrado sua eficacia na diferenciacdo dos leucacitos poli-
morfonucleares (peroxidase positivos) das célulasgerminativas
imaturas e linfdcitos que so peroxidase negativos.

Outro aspecto importante contemplado na andlise se-
minal é o estudo da bioguimicaseminal (avaliacdo do plasma
seminal). Como se tem estabelecido, as glandulas anexas ao
aparato sexual masculino possuem uma estrutura muito espe-
cializada que se encontram sob controle enddcrino
(andrégenos) e neura. Apesar do papel fisiolégico desta se-
crecdo ndo estar totalmente esclarecido ainda, € racional pen-
sar que umasecrecdo de tdo altacompl exidade existasomente
como veiculo de transporte dos espermatozdides. Por outro
lado, existe uma grande quantidade de estudos publicados
sobre as disfungdes das glandulas anexas, as quais estéo as-
sociadas a infecgdes tanto clinicas como subclinicas que po-
dem causar prejuizos na fertilidade conjugal235. Como
detectores da funcionalidade das vesiculas seminais, se utili-
zacomumente aavaliagao dafrutose ou entéo adeterminacéo
de prostaglandinas; por sua vez, para a funcionalidade
prostética pode-se usar a fosfatase acida, o acido citrico ou a
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determinacéo de zinco e para o epididimo, a carnitina, o
glicerilfosforilcolinaeaafaglicosidase.

Morfologia

Desde muitos anos se conhecem as freqlientes diver-
géncias nos resultados produzidos por diferentes laboratorios,
e ainda entre técnicos que trabalham em um mesmo laboraté-
rio”. E por isso que o estudo da morfol ogia espermética é uma
das determinagBes seminals que requerem grande experiéncia
por parte do técnico e um grande cuidado, ndo sb narealizacdo
do estudo, mastambém naelei¢do do sistema de expressio dos
resultados. Os pesquisadores tém realizado verdadeiros esfor-
¢0S com 0 objetivo de obter dados reproduziveis e precisos. A
incorporacdo dos estudos que utilizam “critérios estritos como
o deKruger” como diagndstico morfol 6gico tem permitido um
avanco importante e tem dado um novo impul so ao desenvolvi-
mento dessa especialidade’.

Nos ultimos anos o tema da morfologia espermética
tem merecido uma atencdo especial entre os profissionais de-
dicados a esta érea da reproducdo humana®. Comprova-se a
importancia damorfol ogia quando se avalia estudo recente, o
qual demonstrou que dentre as trés caracteristicas seminais
mais importantes do sémen (concentracdo, motilidade e
morfologia) amorfologiade Kruger é amaisimportante para
predizer fertilidade’.

Existem naliteraturanumerosostrabal hos demonstran-
do queacitologiasemina em humanos é um expoentereal das
caracteristicas morfol 6gicas do epitélio germinativo e é, além
disso, um indicador das mudancas produzidas no epitélio.
Logo, em condigBes fisioldgicas, 0s componentes celulares
do gjaculado representam qualitativamente e quantitativamente
0 epitdio germinativo. E sabido que 0 sémen humano contém
um certo nimero de espermatozoides anormais. Estas anor-
malidades podem compreender em al guns casos somente cex-
tos componentes celulares, e em outros toda a célula com
modificactes da cabega, pecaintermedidriae cauda.

Por Ultimo, devemos destacar que a introducdo dos
critérios estritos no estudo da morfologia espermatica apon-
tou um novo conceito no campo da avaliacdo morfoldgica e
permitiu, pelaprimeiravez, que adescricdo deum espermato-
z6ide normal fosse realizada com base em evidénciasbiol 6gi-
cas’®. Na redlidade, a denominacéo de estrito ndo se refere
somente a medida, mastambém arigorosaaplicacdo das cate-
gorias permitidas paraavaliar os gametas normais.

O primeiro detalhe alevar em conta quando se estuda
uma amostra é a estrutura dos espermatozéides normais, re-
presentando sumaimportanciaque nunca sera suficientemente
enfatizada. Um espermatozoide com boamorfol ogia (especial-
mente do seu acrossoma) parece ter umaimportanciaprincipal
para predizer éxito na fertilizacdo in vitro't. O tamanho do
acrossoma desempenha um papel preponderante no momen-
to de definir um espermatozéide como considerado
“idealmente normal”. Isto se dever a capacidade fertilizante
que implica seu contelido de acrosina. Os espermatozdéides
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com alongamento grave ndo se encontram unidos a zona, en-
guanto que osligeiramente ovaisou piriformes podem fazé-lo
sempre que apresentem umaregi&o acrossdmicasimilar ados
normais'2.

Tem-se demonstrado que a morfologia espermética,
considerada em termos da proporc¢éo de formas normais esté4
significativamente relacionada com a concep¢do in vivo, com
a fertilizag&o in vitro e com alguns testes de funcéo
esperméticat®!4, Recentemente alguns autores opinaram que
€ desvantaj0so estudar o tamanho da cabeca espermética em
coloracOes fixadas, ja que se desconhece a viabilidade e a
motilidade das células em estudo.

Testesdefuncéo esperméica

Com o advento dos métodos de reproducdo assistida
debaixaealtacomplexidade, o laboratério deAndrologiadeve
realizar muitos esforgos para desenvolver novos testes que
revelem melhor afuncéo espermatica. Lamentavelmente, um
anico teste ndo é capaz de determinar a funcionalidade do
gameta masculino. Faz-se necessario implementar uma série
de determinacBes dirigidas a diferentes organelas do gameta,
detal maneiraque componham umabateria de determinactes
para alcangar esse objetivo. Entretanto, muitas vezes, por
motivos eminentemente prati cos, nos vemosimpossi bilitados
de redlizar vérias determinagdes em todos os pacientes. To-
dos os espermatozdides de um gjaculado ndo sdo iguais do
ponto de vistafuncional, mas até o presente ndo se conhecem
quais sdo os atributos que diferenciam um espermatoz6ide
fértil daquele quendo o é.

Sabemos que existe um grande nimero de defeitos ou
diferencas que fazem com que um espermatozéide possa ser
subfértil. Se uma proporcgéo apreciavel destes gametas defei-
tuosos esta presente em determinada amostra seminal, pode-
riamos estar em presenca de uma subfertilidade ou ent&o in-
terpretar que aamostratem uma probabilidade menor deferti-
lizar o vulo.

Um teste muito importante € que determinaaviabilida
de celular. Geralmente se aconselha a realizacdo de um teste
hiposmatico com o objetivo de completar 0 estudo daintegri-
dade andtomo-funcional da membrana plasmética’®. Este mé-
todo se baseia ha capacidade que tem a cauda do espermato-
z6ide maduro normal de se edemaciar. Os gametas que eviden-
ciam modificagdes (por microscopia Optica com contraste de
fase) sdo considerados reativos e integros desde o ponto de
vista funcional >,

Um dos parémetros bioquimicos que tem sido muito
estudado nos Ultimos anos séo as Espécies Reativas de Oxi-
génio. Radical livre pode ser definido como qual quer molécula
gue possua um ou mais el étrons ndo-pareados'’*8, A toxicidade
a0 oxigénio é um fendbmeno inerente a todas as espécies que
necessitam de ambiente aerébio para a sua sobrevivéncia.
Assim como outras cé ulas que vivem em condi¢Bes aerdbias,
aproducdo de ERO pel os espermatozdides origina-se princi-
palmente da atividade metabdlica normal. O espermatozoide
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humano produz O, o qual, espontaneamente ou por meio de
enzimas, setransformaemH,0,. Devido asuabaixaredtividade
emeia-vida, 0 O,” nd € muito prejudicial aos espermatozoi-
des. Entretanto, o H,0, é relativamente estavel e possui um
grande potencial oxidativo, podendo atravessar livremente as
membranas dos espermatozoides.

Estresse Oxidativo (OS), é definido como umasituacéo
onde existe uma concentracdo elevada de ERO devido a sua
hiperprodugéo ou diminui¢&o dos mecanismos de defesa de-
nominados antioxidantes. Desta forma, para que exista o
estresse oxidativo é necessario um desequilibrio entre produ-
¢&o de ERO e neutralizagdo das ERO*%. Um aumento nas
ERO no sémen e secrecdo vagina pode induzir o Estresse
Oxidativo; concomitantemente, umadiminuicéo na atividade
antioxidante correlaciona-se cominfertilidadeidiopética

Estresse Oxidativo moderado ou até mesmo baixo por
um longo periodo pode aterar 0 estado de condensacéo do
DNA do espermatoz6ide, um efeito que pode ndo ser observa-
do antesdafertilizacdo. Efeitos diretos eindiretos das Espéci-
es Reativas de Oxigénio nas células podem ser resumidos em
trés categorias distintas, que incluem: o Acido Ribonucleico
(RNA) e Acido Desoxiribonucleico (DNA), Peroxidac&o
Lipidica - afetando primariamente a estrutura e a funcéo da
membranacelular - e as proteinas.

Os niveis do Estresse Oxidativo dependem do sitio de
producdo das ERO envolvidas, ou sgja, se elas sdo produzi-
das pelos neutrofilos (extracel ular) ou pel os espermatozéides
(intracelular). Eimportante destacar que apenas 30% das ERO
produzidas pelos espermatozoides séo liberadas no meio
extracelular. O envolvimento de uma determinada espécie
reativa de oxigénio pode depender de condic¢Bes de incuba-
¢80 (por exemplo, meio eindutor) e do espermatozdide. Além
disso, o sitio de producéo e 0 momento no qual o espermato-
z6ide entraem contato com as ERO determinam apresencaou
ndo deinfertilidade. Todavia, éimportante destacar que existe
grande variabilidade nos niveis do Estresse Oxidativo mesmo
em homensinférteis.

As membranas celulares estdo sujeitas ao ataque das
ERO por possuirem grande contetido de &cidos graxos
poliinsaturados nosfosfolipidios, osquais sdo particularmente
sensiveis a reagBes oxidativas. A natureza insaturada das
moléculas (ligaco dupla) predispde os espermatozdides ao
atague das ERO e a Peroxidagdo Lipidica da membrana
plasmética?®. Devido a presenca de oxigénio ser abundante
nas membranas em virtude do seu caréter hidrofdbico, arépi-
daadicdo de oxigénio levaaformacdo deradicais peroxila. A
propagacdo da LPO acontece por causa da abstracéo de hi-
drogénio dos grupos metileno de outro acido graxo
poliinsaturado pelos radicais peroxila, levando a uma reacéo
em cadeia, culminando nageracéo de hidroperdxidoslipidicos.
Uma vez iniciado tal processo, o acimulo de peréxidos
lipidicos ocorre na superficie levando a disfuncéo ou até a
morte do espermatozdide. A Peroxidaggo Lipidicaestageral-
mente associada com umadiminui¢do dafuncgéo e viabilidade
espermética, mas igualmente apresenta um efeito
potencializador na habilidade do espermatozdide paraseligar
a zonas peltcidas homologas.
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Enzimas que neutralizam as agdes das ERO incluem a
superdxido dismutase (SOD) e a catalase, as quais também
s80 detectadas em espermatozdides de diferentes espécies.
De maneira similar, um sistema antioxidante de enzimas
neutralizantes contendo selénio - a Glutationa Peroxidase
(GPX)/Glutationa Redutase (GRD) - existe nos espermatozdi-
des de diferentes espécies animais, incluindo os humanos?.
Este sistema tem a capacidade de atuar diretamente como
antioxidante ou inibidor da LPO. De fato, os antioxidantes,
neutralizadores das ERO geralmente encontrados, taiscomo a
catalase e a SOD, embora muito efetivos quando as ERO s&o
produzidas no nivel extracelular, sdo relativamente ineficazes
guando a producdo de ERO éintracelular.

Outras substancias no sémen podem igualmente agir
como neutralizadoras das ERO. Proteinas como aalbuminae
pequenas mol éculas, tais como a hipotauring, taurina, piruvato
e glutationa e vitaminas E e C também podem proteger os
tecidos contra o Estresse Oxidativo?.

O papel benéfico daterapiamedicamentosarel aciona-
daainterferénciadas ERO nainfertilidade masculinatem rece-
bido muita ateng&o nos Ultimos anos. Ainda que existam mui-
tas evidéncias revelando o papel desempenhado pelas ERO
em pacientes com infertilidade, o debate em relacdo ao valor
dos antioxidantes namelhorados parémetros seminais perma:
nece. A concentracdo e o tipo do antioxidante a ser adminis-
trado nos pacientesinférteis permanecem por serem estabel e-
cidos. Antioxidantes talvez sejam benéficos apenas nos ca-
sos de infertilidade, onde a etiologia da infertilidade seja o
Estresse Oxidativo.

Um outro aspecto que tem sido muito estudado nos
ultimos anos € o contelido nuclear dos espermatozéides. No
processo de fertilizagdo, 0 espermatozdide necessita que seu
DNA seja capaz de descondensar-se no momento oportuno.
Recentemente, muita atencéo tem sido dada na elevada por-
centagem de espermatozdides com alteractes na estrutura do
DNA, e este fato teria valor preditivo de fertilidade ou
subfertilidade. A integridade da estrutura da cromatina
espermatica depende de fatores enddgenos, incluindo a
maturag@o espermatica e fatores exdgenos como o dano
peroxidativo do DNA, que pode aumentar por infecgdes ou
agentes téxicos. Nos Ultimos anos, se tem desenvolvido mé-
todoscomo o de eletroforeseem gel dascélulas(COMETA), o
desoxinucl ectideo transferase terminal, mediante adetermina-
¢do deencaixesterminais (TUNEL ) eo ensaio de estruturada
cromatinaespermética(SCSA)3.

O laboratério de andrologia continua hoje aplicando
métodos mais simples que os mencionados, como testes que
permitem um diagndstico aceitavel com um custo compativel
as necessidades atuais?32%,

Conclusio

Devido ao fato de que 40 a 50% das causas de inferti-
lidade conjugal o homem € o responsével, o laboratério de
andrologia tem redobrado seus esforcos para incorporar ao
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arsenal analitico alguns testes simples e praticos, que permi-
tam ao especialista em medicina reprodutiva ter um conheci-
mento do paciente que facilite o diagndstico.

Com o intuito de responder a alguns questionamentos
ainda ndo solucionados, aincorporacédo nos laboratorios mo-
dernos de andrologia de técnicas moleculares tem ocorrido
em poucas institui cdes de ensino/pesquisalvida privada, ape-
sar de ser incontestavel que o futuro se dirija para esta dire-
¢&o. E por isso que cremos que o andrologista clinico pode
necessitar de uma informagdo mais completa possivel e esta
se obtera por meio do laboratério de Andrologia, de genética,
do patologista que realiza microscopia eletronica das amos-
tras, assim como dos estudos hormonais realizados pelo 1abo-
ratorio de andlises clinicas.

Infelizmente, todos que trabalham com reproducéo
humana possuem pleno conhecimento de que nem todos 0s
laboratdrios gjustam seus métodos as regras difundidas peri-
odicamente pela OM S por meio de seus manuais ou ESHRE
com suas atualizactes ou cursos de aperfeicoamento. Além
disso, muitos nem realizam controle de qualidade, nem efetu-
am verificagbes intra e interobservador nem possuem normas
de aprendizagem para os encarregados de realizar estas préti-
cas. Por isso, € aconselhével dedicar um tempo a estes contro-
les que, sem davida, beneficiam aandrologia

ABSTRACT

Any abnormality in the endocrine or exacrine function of the
testis reflects in a way modification in the semen analysis,
either in the morphological or functional aspects.

To the semen analysis, that is the cornerstone for the male
evaluation, new diagnostic tests have been incorporated. The
concept that a good semen analysis is of fundamental
importance for the evaluation of male fertility is still correct,
despite of the fact that the semen analysisis not considered a
fertility test, but thefirst indicator that the hormonal cycleand
the spermatogenesis doesn’t have important abnormalities.

UNITERMS: semen, sperm, andrology, maleinfertility
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Antl-Mtillerian hormone: biomarker of ovarian resarve

Horménio anti-mulleriano: biomarcador dareservaovariana
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RESUMO

OBJETIVO: Examinar ahip6tese que o nivel séricodoAMH reflete areservaovariana

MATERIAL E METODOS: Nésestudamos 116 candidatas a FI V-TE submetidas aestimul agio ovarianacontrolada
(COH) com agonistade GnRH e FSH. Depoisde atingir asupressao da hipdfise e antes daadministracdo de FSH, o
nivel sérico de AMH foi avaliado. O nimero de foliculos antrais foi determinado pelo ultra-som (foliculo antral

precoce; 3-10 mm).

RESULTADOS: O nivel sérico do AMH mostrou correlacdo negativacom aidade (r=-0.21; P<0.01) e positivacom

o numero defoliculosantrais precoce (r=0.64; P<0.0001).

CONCL USAO: Esse dado demonstraaassociacio do AMH com a quantidade de foliculos antrais. Sendo assim, o
AMH configura-se como um provavel biomarcador do status folicular ovariano.

UNITERM OS: Hormdnio anti-mulleriano, Quantidade defoliculosantrais, Idade, Reservaovariana

Introcuction

In adult women, the physiological roleof anti-Millerian
hormone (AMH), a peptide that exclusively is produced by
the granulosa cells of ovarian follicles' remains to be
established. Basic research experiments suggest the
involvement of AMH inthe control of the primordial to primary
folliclegrowthin mice*3. Moreover, growing evidenceindicates
that AMH is also implicated in the regulation of the
responsiveness of early antral follicles to FSH. Indeed,
Durlinger et al.*have demonstrated that ovariesfrom 4-month-
old, AMH-deficient mice contain more growing follicles as
compared to those from wild-type matching controls. Later
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experiments conducted by the same investigators have shown
that FSH administration increases the number of folliclesand
their pace of growth in AMH-deficient mice as compared with
their wild-typelittermates®.

In regularly ovulating women, by definition, the
influence of AMH on the FSH-driven growth of antral follicles,
if any, isless noticeable. In addition, in these women, serum
AMH levels measured on day 3 of the menstrual cycle have
been positively associated to the strength of a subsequent
ovarian response to controlled ovarian hyperstimulation
(COH)®” However, these clinical data themselves do not
contradict the hypothesis that AMH attenuates antral follicle
responsiveness to FSH. Indeed, the intensity of the ovarian
responseto COH isdetermined by, at least, two variables. One
of them is the pretreatment size of the antral follicle pool.
Women endowed with more antral folliclesat baselinetend to
produce, in response to FSH administration, more mature
follicles and fertilizable eggs. The second variable is the
inherent ability of early antral folliclesto reach the preovulatory
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stage in response to FSH. Only follicles with adequate
sensitivity to gonadotropins and developmental competence
undergo final maturation. Therefore, the quantitative
relationship between AMH and ovarian response to COH may
merely result from the positive correlation that exists between
peripheral AMH levelsand the number of early antral follicles
on day 389101112 gnd does not itself attest to the status of
responsiveness of early antral folliclesto FSH treatment.

Recent clinical evidence is in keeping with the
hypothesis that AMH might be a more sensitive predictive
parameter of ovarian status than the usual markers. Some
investigators®'® have demonstrated that serum AMH
concentrations on cycle day 3 decrease progressively along
with age and become undetectable after menopause. This
suggests that peripheral AMH concentrations are a valuable
parameter to monitor the relative follicular exhaustion due to
ovarian ageing. Consistently, clinical data have indicated that
peripheral AMH concentration, during the early follicular phase
of the menstrual cycle, isauseful reflector of the number of
oocytes retrieved in subsequent ovarian stimulation cycles®.

Hence, the objective of our study was to demonstrate
the value of AMH as an indicator of ovarian reserve.

MaeridsandMethods

Subjects

We prospectively studied 116 infertilewomen, 21 to 41
yearsof age. All of them met thefollowinginclusion criteria: 1)
both ovaries present, deprived of morphological abnormalities,
and adequately visualized in transvaginal ultrasound scans;
2) regular menstrual cycle lengths ranging between 25 and 35
days; 3) no current or past diseases affecting ovaries or
gonadotropin or sex steroid secretion, clearance, or excretion;
4) noclinical signsof hyperandrogenism; 5) body massindexes
(BMI) ranging from 18-25 kg/m?; 6) number of early antral
follicles (3-10 mm in diameter) <24; 7) no endometriosis.
Infertility was due to sperm abnormalities (54%), tubal
abnormalities (29%), or was unexplained (17%). Aninformed
consent was obtained from al women and this investigation
received the approval of our internal Ingtitutional Review Board.

Controlled ovarian hyperstimulation protocol

All women received a time-release gonadotropin
releasing-hormone (GnRH) agonist, triptorelin (3 mg/day IM,
Decapeptyl, Beaufour Ipsen Pharma, Paris, France) on cycle
day 1. Three weeks later, complete pituitary desensitization
was confirmed by the detection of low serum levelsof E, and
gonadotropins. Patients also underwent a conventional
ultrasound examination to exclude ovarian cystsand to verify
that endometrial thickness was <5 mm. Recombinant FSH
therapy (Gonal-F, Serono Pharmaceuticals, Boulogne, France)
was then initiated at a dosage of 225 [U/day and continued
until the day of hCG administration (Gonadotrophine
Chorionique“Endo”, Organon Pharmaceuticals, Saint-Denis,
France, 10,000 |U, IM). After the 6" day of recombinant FSH
therapy, daily FSH doses were adjusted according to the
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number of growing follicles. Administration of hCG was
performed when at least four follicles exceeded 16 mm in
diameter and E, levelsper maturefollicle (e>16 mmin diameter)
were >200 pg/mL. Women who did not meet these criteriahad
their cycles cancelled. Oocytes were retrieved 36 hours after
hCG administration by transvaginal ultrasound-guided
aspiration. All ETswere performed 2 daysafter oocyteretrieval
using Frydman catheters (CCD Laboratories, Paris, France).
Luteal phase was supported with micronized progesterone
(P, (Estima, Effik Pharmaceuticals, Bievres, France, 600 mg/
day) administered daily by vaginal route starting on the
evening of ET.

Hormonal and follicular measurements

For the purposes of the present study, we considered
blood samples obtained on the day in which pituitary
desensitization was confirmed (baseline) and on the day of
hCG administration (dhCG). All blood sampleswere obtained
by venipuncture and serum was separated and frozen in
aliquots at —20 C for subsequent centralized analysis. At
baseline, serum AMH level swere determined using a*“ second
generation” enzyme-linked immunosorbent assay (reference
A16507; Immunotech Beckman Coulter Laboratories, Villepinte,
France). Intra- and interassay coefficients of variation were
<6% and <10%, respectively, lower detection limit at 0.13 ng/
mL, and linearity up to 21 ng/mL for AMH. At baseline and
dhCG, serum E, and P, levelswere determined by an automated
multi-analysis system using a chemiluminescence technique
(Advia-Centaur, Bayer Diagnostics, Puteaux, France). For E,,
lower detection limit was 15 pg/mL, linearity up to 1,000 pg/
mL, and intra- and interassay coefficients of variation were
8% and 9%, respectively. For P,, lower detection limit was0.1
ng/mL, linearity up to 60 ng/mL, and intra- and interassay
coefficients of variation were 8% and 9%, respectively.

At baseline and dhCG, ovarian ultrasound scans were
performed using a5.0-9.0 MHz multi-frequency transvaginal
probe (Voluson 730 Expert, General Electric Medical Systems,
Paris, France) to evaluate the number and sizes of ovarian
antral follicles. We determined, at baseline, the number and
mean diameters of all follicles measuring 3-10 mm for both
ovaries and, on dhCG, the number and mean diameters of all
folliclesmeasuring from 12-22 mm. On dhCG folliclesmeasuring
16-22 mmin diameter were considered maturefollicles.

Statistics

Measures of central tendency and variability used were,
respectively, the mean and standard error of the mean when
data distribution was normal, and the median and the ranges
when normality could not be ascertained. For menstrual cycle
duration, we used the mode and the ranges. Relationship
between two continuous variableswas assessed by correlation
when they were independent from each other and by simple
regression when there was a dependency relationship. The
Spearman’s test was used to determine if coefficients of
correlation (r) weresignificantly different from zero. A P value
<0.05 was considered statistically significant.
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Reslts

Hormonal and follicular relationships

At baseline, median (ranges) serum AMH, E,, and P,
levelswere 3.53(0.71-8.59) ng/mL, 31 (30-50) pg/mL, and 0.25
(0.1-1.6) ng/mL, and median number of early antral follicles
were17+0.25. Serum AMH levelsshowed anegative correlation
with age (r=-0.21; P <0.01) and positive correlation with the
number of early antral follicles (r=0.64; P<0.0001).

Overall population characteristics and COH results

Mean women'’s ages and menstrual cyclelengthswere
33.0+0.37 years 28.7+0.17 days. Mean body massindex was
22.7+0.37 kg/m? .Serum AMH levels at baseline were
comparable in patients whose infertility was due to sperm or
tubal abnormalities, or it was unexplained.

Disousson

The prevailing concept of female reproductive aging
suggests that the decline of the oocyte/follicle pool determi-
nes the age-dependent loss of female fertility® Because
chronological ageat thefinal stage of reproductive aging (i.e.,
the occurrence of menopause) shows a considerable indivi-
dual variation, itismost likely that women differ with regard to
the status of the oocyte/follicle pool at agiven age. Becauseit
is not feasible to directly assess the oocyte/follicle pool,
endocrinological and sonographic markers are used as an
indirect measure of the oocyte/follicle pool. Therequirements
for the ideal marker reflecting the decline of reproductive
function are: first, it must be biologically plausible that the
marker is related to the extent of the oocyte/follicle pool;
second, the marker should be clearly associated with age;
third , it should demonstrate a change over time, preferably
from approximately 30 until 50 years of age and not only during
or just before the episode of menopausal transition. In contrast
to AFC andinhibin B****, AMH may not only reflect the number
of early and developing antral follicles, but also earlier stages
of follicle development, as was shown both in anima and
human studies's.

At 40 years and even more so at 45 years of age, FSH
started to increase substantialy, and the highest levels were
mainly contributed by women with an irregular cycle. These
endocrine changes seem only to occur when follicle numbers
are strongly reduced just before or during the menopausal
trangition. Even at younger ages a significant declinein AMH
levelsispresent, confirming earlier findingsinwhichAMH was
the only marker changing longitudinally in younger women®.
The FSH levels increased and the inhibin B levels decreased
over time, but the significant changeswere only seeninwomen
over 40 yearsof age. AMH serum levelsdeclinein all ageclas-
sesit appearsto be the best marker of the gradual dwindling of
follicle numbers. More important, as the changes over timein
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individuals show consistency with regard to the mean decline,
AMH gives the most reliable reflection of individual
reproductive aging and is expected to give better predictions
with regard to the extent of declinein thefuture. Because AFC
and AMH arehighly correlated, it isplausible that both provide
agood reflection of the declining follicle pool®™.

Serum AMH levelsmay beof valueinclinical practice.
The AMH has been shown to be a predictor of ovarian
response in patients undergoing 1\VF, which can be regarded
asareflection of ovarianreserve™®. WithAFC asimilar prediction
of ovarian response was obtained®. It would be useful to
investigate whether AMH or AFC could differentiate in the
prognosis of women who are normally denied I VF treatment
because of advanced age. Older patientswith anormal response
might still performwell inIVF, and AMH or AFC levelshave
the potential to detect such women.

In summary, we consider serum AMH levelsto bethe
best marker reflecting the decline of reproductive aging. Useful
clinical applications of AMH seem feasible.

ABSTRACT

OBJECTIVE: Toexaminethehypothesisthat ssrumAMH
levelsreflect the ovarian reserve.

MATERIALSAND METHODS: Westudied 116 IVF-ET
candidates undergoing controlled ovarian hyperstimulation
(COH) with GnRH agonist and FSH. After the achievement
of pituitary suppression and before FSH administration
(baseline), serum AMH levelswere measured. The number
of antral follicleswas determined by ultrasound at baseline
(early antrd follicles; 3-10 mm).

RESULTS: Serum AMH levels showed a negative
correlation with age (r=-0.21; P <0.01) and positive
correlation with the number of early antral follicles(r=0.64;
P<0.0001).

CONCLUSIONS: The data demonstrate an association
between AMH and antrd follicular counts. ThereforeAMH
is probable biomarker of ovarian follicular status.

UNITERMS: Anti-Miillerian hormone, Antral Follicular
Counts, Age, Ovarian reserve
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RESUMO

INTRODUCAO: A criopreservacio de célul as e tecidos germinativos objetivaproteger o potencial fértil em pacientes
submetidas a tratamentos que induzam a infertilidade. Objetivo: Comparar congelamento lento e vitrificacéo de
tecido ovariano e verificar o tipo folicular com maior viabilidade no tecido criopreservado.

MATERIAL E METODOS: 58 ratastiveram seus ovarios ressecados, dissecados e fragmentados e divididosem dois
grupos: A (27 ratas): criopreservados por congelamento lento; e B (31 ratas) - vitrificados. As amostras foram
submetidas aavaliacao histol 6gicageral pelacoloragdo com H/E, e aavaliagdo imunohistoquimica com anti-Ki-67.

RESULTADOS: Paraanaliseestatistica, ostestes paramétricos“ Qui-quadrado de Student” e o teste ndo-paramétrico
de “Wilcoxon”, com nivel de significancia de 5% (p<0,05). No momento 0 todas as amostras de ambos 0s grupos
apresentaram histologia normal. Ap6s a criopreservacdo, todas as amostras do Grupo A apresentaram alteraces
histol 6gicas em diferentes niveis e, em 55,6% dos fragmentos houve sinais de necrose. Das amostras do Grupo B,
22,6% apresentaram alteragdes histol dgicasreversiveis e ndo houve necrose. A andliseimunohi stoquimicademonstrou
gue, nacomparagao entre os momentos, com rel acdo apositividade parao Ki-67 emfolicul os primordiais, somentefoi
observada diferencasignificativaparao Grupo B. No momento 1, o Grupo B apresentou diferencasignificativapara
amarcacao em foliculos primordiais (p=0,026) e probabilidadelimitrofe em folicul os primérios (p=0,082).

CONCL USAO: A vitrificagso demonstrou menor grau de degeneracéo tissular emaior indice deviabilidadefolicular.
Foliculos primordiais so 0s que apresentam maior viabilidade ap6s a criopreservacao.

UNITERM OS: Criopreservacdo; Ovério; Antigeno Ki-67; Ratos; SobrevivénciaCelular .
| ntrOdUQ&) desenvolvidas permitindo o0 armazenamento, em longo prazo,

dosgametas e dosembrides. Essefato possibilitou umachance
de protegdo do potencial fértil em pacientes que serdo subme-

Com o advento datecnol ogia em reproducéo assistida tidos a tratamentos como quimio ou radioterapia, 0s quais
e a melhor compreensdo da criobiologia, estratégias foram fregiientemente levam ainfertilidade.
Correspondencia para: Enguanto a criopreservacdo do sémen esta disponivel
Alva?f,p Pigatto Cgschm para homens, os métodos de preservagéo de o6citos perma-
Rua Conselheiro Dantas 1154 necem agquém do desgjado e ainda ndo hd método apropriado

CEP: 80.220-191 - Curitiba - PRa para criangas pré-plberes. As pesquisas est&o voltadas, con-
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segiientemente, para bancos de criopreservacdo de células
germinativasimaturasafim de restaurar, se possivel, afertili-
dade natura ou, alternativamente, fazer uso de tecnologia de
culturapara produzir gametas maduros para concepcao assis-
tida. Enquanto ndo houver método universal para manuten-
¢do dafertilidade, o banco de tecido gonadal criopreservado
€, nateoria, alternativa préticaao armazenamento de gametas,
que pode ser utilizado por adultos e por criangas.*?

O congelamento do tecido ovariano em animais tem
sido feito, recentemente, com resultados muito satisfatorios,
mantendo aviabilidade do tecido germinativo 34567, Em 2005,
obteve-se a primeira gestagdo humana ap0s criopreservacéo
de tecido ovariano e posterior fertilizagdo in vitro .

A restauracdo da fertilidade com o uso do tecido
criopreservado é ainda hipotética, sem um protocolo
consensual °. Trés aternativas foram descritas como possi-
veis. autotransplante ovariano’®°, transplante heterélogo
ovariano ™, ematuracg&o defoliculosovarianosprimordiaisin
vitro %2,

Atualmente, duas técnicas diferentes tém sido utiliza-
das na criopreservacdo de células e tecidos germinativos. o
congelamento lento, que requer rampas de resfriamento *°, ea
vitrificagdo, 2*° refrigeracéo ultra-répida baseada no contato
direto entre a solucdo com agentes crioprotetores altamente
concentrados e o nitrogénio liquido.

Estetrabal ho tem como objetivo comparar, pelaandise
histol 6gica convenciona e imunohistoquimicacom Ki-67, as
alteractes histol 6gicas induzidas e a viabilidade folicular em
tecido ovariano apds congelamento lento e vitrificacdo. O es-
tudo em ratos visa aplicacdo futuraem tecido ovariano huma-
no com intuito de preservacado tecidual e, consequientemente,
dafertilidade.

Materid emétodos

Cinqlienta e oito ratas (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia mammalia), da linhagem Wstar, fémeas virgens,
foram anestesiadas com éter sulfdrico (MERCK, Darmstadt,
Germany).

Os animais foram divididos em dois grupos: grupo A
(27 ratas), cujas secgbes ovarianas submetidas a
criopreservacdo por congelamento lento e grupo B (31 ratas),
cujas seccles foram vitrificadas.

Os animais foram submetidos a laparotomia mediana
com umaincisdo de aproximadamente 5 cm; avaliou-seacavi-
dade abdominal, os ovérios foram identificados, e efetuou-se
ooforectomiabilateral. Apds aremocdo, osovériosforam dis-
secados mantendo-se 0 cortex com a espessura de, aproxima-
damente, 1,5 milimetros; e lavado diversas vezes em solucéo
salina tamponada fosfatada de Dulbecco’s (DPBS - Gibco,
Grand Island, USA) atemperaturaambiente afim de seremo-
ver 0 excesso de sangue. O tecido foi fragmentado em peque-
nas secgdes de aproximadamente 1mm? cada. Dois segmentos
de cada ovéario foram reservados para estudo histoldgico e
imunohistoquimico e o restante foi criopreservado de acordo

Criopreservagdo ovariana

com o protocolo de congelamento lento/répido descongela-
mento®ou por técnica de vitrificagdo? modificada. Esseins
tante foi descrito como momento O para ambos os grupos. O
tecido ndo-congelado foi utilizado como controle.

a) Congelamento lento/rapido descongelamento

As secges foram colocadas em solugdo de PBS com
1,000 mg/I de D-glucose e 36-mg/l de piruvato (Gibco, Grand
Idand, USA) contendo dimetilsuléxidoal,5M (DM SO - Merck,
Munich, Germany) e soro bovino fetal a10% (Cultilab, Campi-
nas, Brazil). Fez-se ahomogeneizagdo (1HZ) por 30 minutosa
4°C para promover rapido equilibrio entre as secgBes e 0s
crioprotetores. As secgdes foram introduzidas em cryovials
de 2,0 ml (Corning, Cambridge, Canada). Iniciou-se o congela-
mento a4°C e atingiu-se atemperaturade-9°C em um freezer
programéavel (Biocool® - Model BCIV40A, New York, USA),
com diminuicdo datemperaturaem 2°C por minuto. Seguiu-se
ainducdo da cristalizacdo com o toque de um dos lados do
cryovial com forceps previamente refrigerado em nitrogénio
liquido e, apds 5 minutos, continuou-se 0 processo com dimi-
nui¢do datemperaturaaté-40°C, a0,3°C por minuto. O tecido
foi entéo transferido anitrogénio liquido a-196°C.

Ap0s 43 dias, os cryovials foram retirados do nitrogé-
nio liquido, colocados atemperaturaambiente por 2 minutose
imersos em agua a temperatura de 37°C até a fusdo do gelo
(dois a trés minutos). Retiraram-se as seccoes de tecido dos
cryovials e removeu-se a solug&o crioprotetora com repetidos
banhosde meio PBS com 1,000 mg/L de D-glucose e 36-mg/L
de piruvato (7 vezes, 1 minuto cadalavagem). Duas amostras
do tecido criopreservado por congelamento lento foram sepa-
radas para posterior estudo histol égico e imunohistoquimico.
Esseinstante foi definido como momento 1 para o grupoA.

b) Criopreservacéo por vitrificagido

As seccoes foram lavadas conforme descrito na técni-
cade congelamento e col ocadas em solugéo de equilibrio con-
tendo 7,5% deetilenoglicol - EG (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, USA), 7,5% de dimetilsulféxido (DMSO, MERCK,
Darmstadt, Germany) e 20% de soro sintético em meio M 199-
H (CULTILAB, Campinas, SP, Brasil). Em seguida, foram
transferidas paraasoluco devitrificagéo, compostas de 15,0%
deEG; 15,0% de DM SO; 0,5 molar de sacarose e 20% de soro
sintético em melo M 199-H, introduzidas em payettes osquais
foram colocadosimediatamenteem nitrogénioliquido a-196°C.

Ap6s 43 dias do processo de vitrificagdo, efetuou-se a
retiradadas secgBes vitrificadas do N2 liquido. Diluiram-se os
crioprotetores por intermédio de transferéncia das seccbes
parameio de devitrificacdo composto por 1,0 molar de sacarose
€ 20% de soro sintético em meio M199-H e, em seguida, para
meio dedilui¢do: 0,5 molar de sacarose e 20% de soro sintético
emmeio M199-H. Apds esse processo, realizou-se alavagem
final das sec¢des em meio M199-H com 20% de soro sintético.
Prepararam-se duas amostras para posterior estudo histol 6gico
eimunohistoquimico. Esseinstantefoi definido como momento
1 parao grupo B.
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¢) Preparacéo histoldgica

Amostras de tecido ovariano ndo-congelado,
criopreservadas por congelamento lento e por vitrificagéo fo-
ram fixadas por dois diasem formalinatamponadaa 10%. Se-
guiu-se a preparacdo dos blocos de parafina dos quais se
obtiveram cortes com trés micrometros de espessurae monta-
ram-se estes cortes histolégicos em |&minas. Procedeu-se a
coloragéo pela hematoxilina-eosina para estudo histol6gico
geral e ao método imunohistoquimico para avaliagdo da pre-
servagdo e desenvolvimento folicular através da técnica de
Ki-67. Utilizou-se o método da estreptavidina-biotina, usan-
do-se o anticorpo anti-Ki-67, clone MM 1-A (Novocasta— di-
luicgo: 1:200).

d) Andlise histoldgica geral

As seccles coradas com hematoxilina-eosina foram
analisadas com microscopi o éptico comum com magnificacéo
final de400 vezes (Nikon-Eclipse® E200). Estudaram-se asca
racteristicas nuclearese citoplasméticasdas célulasfoliculares,
da camada I(tea e do estroma. Observaram-se preservacéo
tecidual; presencade ateracBesiniciaisde degeneracéo, iden-
tificadas por tumefac&o citoplasmaticae edemado tecido con-
juntivo de sustentac&o; sinais de lesdo tissular grave, deter-
minada por fragmentac&o citoplasmética e nuclear; sinais de-
finitivos de lesdes irreversiveis do tecido, caracterizadas por
desaparecimentos dos contornos celulares e dos nucleos.

€) Andlise Imunohistoquimica

Quantificou-se o indice de expressdo do Ki-67 pela
observacdo dos nucleos celulares marcados com anticorpo
monoclona anti-Ki-67, clone MM1-A, de todos os cortes
histol 6gicos, sendo consideradas Ki-67-positivas todas as
células com coloragdo nuclear acastanhada. A varredura foi
realizada utilizando microscépio 6ptico comum com
magnificagdo final de400 vezes (Nikon-Eclipse® E200). Cal cu-
lou-se a porcentagem de células Ki-67 positivas nos diferen-
tesfoliculos, classificados em primordiais, primérios e secun-
darios. O software Image Tool, versdo 3.0 foi utilizado paraa
contagem precisa do nimero de células.

f) Analise Edtatistica

Paraaandlise estatisticados dados foram utilizados os
testes paramétricos “ Qui-quadrado de Student” e o teste ndo-
parameétrico de “Wilcoxon”. O nivel de significanciaadotado
foi de5% (p<0,05).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Facul-
dade Evangélica do Parana.

Resultados

Andlise histolégica geral

Naavaliacdo daviabilidadetissular do ovario ndo con-
gelado (momento 0), todas as amostras, de ambos os grupos
apresentaram histologia dentro da normalidade. Apés o pro-
cesso de criopreservagdo, todos os animais do Grupo A (con-
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gelamento lento) apresentaram alteragdo histolégica, sendo
que, em 81,5% das amostras houve degeneracdo hidrépica;
em 74,1% verificou-se dissociacdo das células e 55,6% apre-
sentaram sinaisde necrose. JAno Grupo B (vitrificagdo), 77,4%
daslaminasindicaramtecido histologicamente normal €22,6%
apresentaram degeneracdo hidrépica como ateracdo tissular.
A tabela 1 descreve as caracteristicas histol 6gicas encontra-
das nos tecidos nos momentos 0 e 1.

Tabela 1 - Caracteristicas histolégicas encontradas nos grupos, em
ambos os momentos

MOMENTOS GRUPO A GRUPO B TOTAL
(n=27) (n=31) (n = 58)
N % N % N %
MOMENTO 0
— Aspecto Normal 27 100,0 31 1000 58 100,0
MOMENTO 1
— Aspecto Normal - - 24 774 24 414
- Degeneragdo Hidropica 22 81,5 07 226 29 50,0
— Dissociagdo das Células 20 74,1 - - 20 345
— Tecido com Necrose 15 55,6 - 15 256

NOTA: Momento 1 (Normal x Alterado) — p < 0,0001 (Qui-Quadrado).

Anélise imunohistoquimica

Na comparacao entre 0os grupos, em relacéo a
positividade para marcacdo do Ki67, ndo foi observada dife-
rencasignificativano momento O.

No momento 1, o Grupo B apresentou diferencasigni-
ficativaparaamarcagdo emfoliculosprimordiais (p=0,026) e
probabilidade limitrofe paraapositividade emfoliculosprima
rios(p=0,082).

Na comparagdo entre 0s momentos, em relacdo a
positividade parao Ki-67 nos diferentes folicul os, observou-
sediferencasignificativaparamarcacéo emfoliculos primério
e secundério, para ambos 0s grupos.

Em relagdo a positividade imunohistoquimica para os
foliculosprimordiais, foi observadadiferencaapenasno Gru-
po B, onde houve aumento percentual no momento 1 (p<
0,0001). Esses dados séo indicados natabela 2.

Discussio

A criopreservagg@o de tecido ovariano apresenta-se
como uma alternativa menos controversa ao congelamento
de embrides, técnicajabem descrita, masqueimplicaem ques-
tionamentos de ordem moral e ética.

Com intuito de verificar a melhor técnica de
criopreservacado do tecido ovariano, nesse estudo realizou-se
acomparacdo de andlise histol égica e imunohistoquimica de
fragmentos de ovario submetidos ao congelamento lento e a
vitrificagao.
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Tabela 2 - Andlise comparativa entre os momentos 0 e 1 em relacéo a positividade para o Ki-67 entre os foliculos

FoLicuLos
GRUPOS Primordial Primario Secundario
Mediana VALOR DE p Mediana VALOR DE p Mediana VALOR DE p

GRUPO A n: 17 0,546 n: 10 0,009 n: 10 0,003

— Momento 0 10 26 55

— Momento 1 10 0 0
GRUPO B n: 27 <0,035 n:13 <0,0001 n: 12 <0,0001

— Momento 0 8 32 47

— Momento 1 14 3 3

NOTA: Desvio padréo muito elevado - recomenda-se utilizar a mediana. (1) Wilcoxon.

A técnica de congelamento lento foi apresentada por
diversos autores e o tecido ovariano apresenta boa tolerancia
a0 processo de criopreservacdo. 4

De maneira geral, o bom protocolo de congelamento
celular é aquele que propiciaaestabilidade das reagBes cruza
das entre as mol éculas no ambienteintracelular etambém per-
mite a sobrevivéncia celular apos o descongelamento. O teci-
do deverando somente permitir asobrevivénciacelular, como
também exibir amesmaarquiteturainicial, com asmesmasjun-
¢Oes intercelulares, interacdes e ligagdes moleculares. 118

Estudos de criobiologia demonstraram que tipos dife-
rentes de células, ainda se congeladas na mesma solugéo,
exibem condicBes de descongelamento diferentes. Devido a
altacomplexidade daarquiteturaovariana, asobrevivénciado
tecido criopreservado depende, ndo somente das rampas de
congelamento e descongel amento, mas também dos métodos
de remocé&o dos crioprotetores. 17

A dificuldade paraconseguir apermeabilidade adequa-
da dos fragmentos de tecido ao crioprotetor pode ser supera-
dautilizando secgOesfinas de tecido, com aproximadamente 1
a2 milimetros de espessura, que fornecem maior éreade con-
tato para a penetracédo do soluto. 3171920

Estudos com animais tém demonstrado altas taxas de
sucesso apoés diferentes metodol ogias de transplante de teci-
do ovariano criopreservado. Entretanto, mais pesquisas s&o
necessarias para que se cheguem a resultados conclusivos,
uma vez gque muitas varidveis ainda estdo sob investiga-
¢do."101415 Apesar dos resultados da técnica apresentarem-se
promissores, apenas duas gestagdes foram obtidas até o pre-
sente momento: uma delas foi alcancada ap6s a
criopreservacdo e transplante ortotopico de tecido ovariano
16 e a outra apos fertilizagdo in vitro de odcitos aspirados de
tecido ovariano criopreservado. &

A outra técnica de criopreservacdo ovariana utilizada
nesse estudo foi a vitrificag&o. Nesse processo ocorre elimi-
nacdo total da formacdo do cristal de gelo, tanto no meio
intracelular quanto na solucgéo extracelular. ** Os protocolos
paravitrificacdo permitem as células e tecidos serem coloca
dos rapidamente em contato com 0s crioprotetores e mergu-
Ihados diretamente em nitrogénio liquido. Os freezers
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programavei s ndo sao requeridos paraavitrificagdo e o tempo
real para criopreservar os espécimes é diminuido significati-
vamente, 1213

Apesar dessas aparentes vantagens, a elevada
toxicidade devido a ata concentracdo de crioprotetores usa-
dos em protocolos de vitrificacdo pode causar choque
osmético severo e comprometer a sua sobrevivéncia apos o
descongelamento. 212223

A reducéo da toxicidade pode ser conseguida ao se
utilizar combinacg&o de dois crioprotetores e uma exposi¢cao
gradativa das células as solugBes concentradas antes do
resfriamento. Essa técnicafoi utilizada nesse estudo, a seme-
Ihanca de outras pesquisas'?*?22*, Também € necessario o
acondicionamento das amostras com 0 minimo volume de so-
lucéo possivel, afim defacilitar atécnicacomtaxasderefrige-
racdo elevadas e uniformes 3. A incorporacéo de sacarose a
soluc&o de vitrificag8o e aincubacdo das células nessa solu-
¢80, antes do processo em s, gudam na desidratagdo e na
diminui¢do do tempo de exposicdo das células aos efeitos
téxicos dos crioprotetores. 121324

Nesse trabalho, aavaliagdo histoldgicafoi feitano in-
tuito de determinar osniveisde comprometimento tissular apds
0 processo de criopreservacdo por congelamento lento e
vitrificacdo em comparagdo com o tecido ndo-congelado, que
serviu como controle.

Verificou-se que, no momento O, todas as amostras
apresentaram tecido preservado. No momento 1 foram encon-
tradostecidos com degeneracéo hidrépica, amostrascom frag-
mentac&o citoplasmética, fragmentagdo dos nudcleos e
dissociagdo das céulas e tecidos com necrose caracterizada
por sombras eosinofilicas e amorfas das estruturas celulares.
Essas dteracOes histol 6gicas também foram vistas de forma
associada em algumas amostras. Os resultados estéo de acor-
do com os encontrados em estudo anterior o qual identificou
alteracdes histoldgicas reversiveis (vacuolizacéo
citoplasmatica, lise estromal e odcitos com contornos irregu-
lares) no tecido ovariano apds o descongelamento. A outra
ateracdo encontrada nas amostras analisadas foi necrose.

Houve maior preservacdo tecidua nos fragmentos de
tecido ovariano submetidos a criopreservagdo por vitrificagdo
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em comparacdo aos por congelamento lento. 1sso pode ser
justificado por alguns fatores decorrentes do processo de
congelamento lento, como o chogque osmético a que sdo sub-
metidas as células durante o processo, aformacgao cristais de
gelointracelulares e autilizagdo de rampas de congelamento.

O marcador imunohistoquimico Ki-67 foi usado como
indice proliferativo na demonstragdo indireta de viabilidade
folicular apGs a criopreservagédo. Observou-se maior
positividade paraKi-67 emfoliculosprimordiais, com diferen-
ca estatisticamente significativa entre a populagéo folicular.
Isso indica que foliculos primordiais apresentam maior
sobrevida ao processo de criopreservacdo por congelamento
lento ou por vitrificagdo.

Em relag8o a positividade para o Ki-67 nos diferentes
foliculos, comparando-se momentos O e 1, foi observadadife-
renga significativa para os foliculos priméario e secundario,
confirmando que a maioria desses foliculos néo resiste ao
processo de criopreservacgdo, tanto no congelamento lento
quanto na vitrificag&o.

Isso sejustifica pelo fato de os foliculos primordiais
serem menores e metabolicamente menos ativos, portanto
mais tolerantes ao processo de criopreservacdo. Os odcitos
imaturos, presentes nos foliculos primordiais, ndo apresen-
tam polimerizacdo dos microtubulos e formac&o de fusos
mitoticos, assim acriopreservacdo de pequenos 00citos nes-
ses foliculos pode livrar as células da grande maioria dos
efeitos deletérios ao DNA 7.

Nos resultados paraimunorreatividade ao Ki-67 com-
parativos entre os grupos, no momento 1, o Grupo B apresen-
tou diferenca significativa para a marcagdo em folicul os pri-
mordiais e probabilidade limitrofe em folicul os primérios, ou
sgia, houve um nimero maior deamostrasKi-67 positivasnesse
grupo, indicando, indiretamente, melhor viabilidadefolicular.

A maior positividade imunohistoquimicaem amostras
vitrificados apresenta-se de acordo com os resultados encon-
trados e justificados naandlise histol 6gicos desse experimen-
to. Em conclusdo, as andlises histol6gica gera e imunohisto-
guimica demonstraram que, embora ambos os métodos de
criopreservacdo ovariana sgjam viaveis, a vitrificacdo apre-
sentou menor grau de degeneracdo tecidual e manteve maior
nimero defolicul os primordiai s potencialmente funcionantes,
sendo portanto considerada, nesse estudo, a melhor técnica
de criopreservacao de tecido ovariano, em ratas. Os foliculos
primordiais sd0 0s que apresentam maior viabilidade apos a
criopreservacao.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Theaim of cellsand germinative tissue
cryopreservationisto protect thefertility on patients submitted
to treatments that may induce infertility.

OBJECTIVES: to compare slow freezing and vitrification of
ovarian tissue, and to determine the follicle type showing the
best viability after cryopreservation.
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MATERIAL AND METHODS: Theovariesof 58 femalerats
were ressected, dissected and fragmented. Group A (27 rats)
was the slow freezing group; and group B (31 rats), vitrified.
All the samples of moment 0, on day of oophorectomy, and
from moment 1, frozen and thawed and devitrified ones were
stained with eosin-hematoxylin for general histological
assessment, and treated with Ki-67 immunohistochemical
technique for follicular viability assessment.

RESULTS: For thedemonstration of the objective of thiswork,
the non-parametric Chi-Square and Wilcoxon testswere used.
For thelevel of nullity rejection hypothesis, p was established
at 0.05 or 5%. At moment 0 al samples presented normal
histology. At moment 1, all samples from group A presented
different levels of histological aterations, with 55,6% of the
fragments showing signs of necrosis. In Group B, 22.6% of
the samples presented reversible alterations, without necrosis.
Ki-67 assessment showed a significant difference only for
group B, withp=0.026 for primordid folliclesand p=0.082 for
primary follicles.

CONCLUSION: Vitrificationinduced alower degree of tissue
degeneration and abetter index of follicular viability. Primordial
follicles showed better viability ater cryopreservation.

UNITERMS: Cryopreservation; Ovary; Ki-67 Antigen; Rats;
Cdll Survival.
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RESUMO

OBJETIVO: verificar se houve diferencas nos resultados obstétricos e neonatais de trés grupos de gestantes
adolescentes atendidas em Hospital Assistencial na Regido Sul de Sdo Paulo.
MATERIAL E METODOS: Foram estudados, retrospectivamente, osresultados obstétricos e neonatais de gestantes

assim divididas:
Grupo | : 10 gestantes de 13 a 15 anos incompletos;
Grupo I1: 80 gestantes de 15 a 17 anos incompl etos;

Grupo |11 : 256 gestantes de 17 a 20 anos incompl etos.

RESULTADOS: ndo foram encontradas diferencas significantes nos resultados entre os grupos estudados.
CONCL USOES: nossos resultados sugerem que os maleficios advindos da gestagio na adol escéncia parecem ser
principalmente de ordem psiquica e social; do ponto de vista biol6gico, ndo parece haver diferencas significantes

nos resultados obstétricos e neonatais.

UNITERM OS: Gravidez na adolescéncia; Resultados obstétricos;, Resultados neonatais.

Introducéo

A ocorrénciadagravidez naadol escéncia é umasitu-
acdo global, atingindo vérias regides do planeta, especial-
mente as mais pobres. Estima-se que, anualmente, nasgcam
no mundo 13 milhdes de criangas de mé&es adol escentes na
faixa etéria de 15 a 19 anos de idade!. O amadurecimento
bioldgico freglientemente ndo € acompanhado de amadure-
cimento cognitivo e emocional, o que torna a gravidez na
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adolescéncia uma situacdo de risco para mée e filho 2. Ta
fato acarreta, também, um aumento na procura pelo aborto,
que, por forcadalei, deve ser clandestino. Esse fato provoca
um aumento significante namorbidade e mortalidade mater-
nas, assumindo maior dramaticidade em se tratando de ado-
lescentes. O Ministério da Salde faz estimativa que, a cada
100 abortos, 25 sdo de adolescentes, sendo que a rede pu-
blica de salide atende a 130 mil abortos de adol escentes por
ano, provocados ou espontaneos®.

L evando-se em contaaimportancia que agestagdo em
adolescentes apresenta como problema de salde publica, a
presente investigac&o teve como objetivo verificar, retrospec-
tivamente, se houve diferencas nos resultados obstétricos e
neonatais de trés grupos de gestantes adolescentes atendi-
das em Hospital Assistencia na Regido Sul de S&o Paulo.
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Materid eMéodos

Foram estudados, retrospectivamente, os resultados
obstétricos e neonatais de gestantes atendidas no Hospital
Escola Wladimir Arruda (HEWA), na regido sul, no Grupo
Técnico 2 da DIR | (corresponde a cidade de S&o Paulo) do
Estado de S&o Paulo. As gestantes foram divididas em 3 gru-
pos, de acordo com a classificacdo de Drake:

Grupo | : 10 gestantes de 13 a 15 anos incompl etos;
Grupo I1: 80 gestantes de 15 a 17 anos incompl etos;
Grupo I11 : 256 gestantes de 17 a 20 anosincompletos.

Os seguintes parametros foram avaiados:

1. Realizag&o de pré-natal (pelo menos 3 consultas);

2. Tipo de procedimento nainternagéo: partosnormais, partos
com fércipe, operagdes cesarianas e curetagens uterinas,

3. Indicacdo da operacdo cesariang;
4. Tipo de anestesia & qual a adolescente foi submetida;

5. ComplicagBes obstétricas da gestagdo atual: abortamento,
prematuridade e obito fetal;

6. |dade gestacional peladata daultimamenstruacdo ou ultra-
sonografia, quando possivel;

7. Indice de Capurro do recém-nascido;
8. Indice de Apgar de primeiro e quinto minuto;
9. Peso do recém-nascido.

Mesmo tratando-se de estudo retrospectivo de andli-
se de resultados obstétricos e neonatai s verificados em pron-
tuarios, o estudo foi submetido e aprovado comité de éticada
instituic&o.

Para a andlise dos resultados foram utilizados testes
paramétricos e ndo paramétricos,  levando-se em considera
¢80 a natureza das variavels estudadas. Foram aplicados os
testes de andlise de variancia por postos de Kruska —Wallise
0 teste da parti¢do do Qui quadrado. Em todos os testes fixou-
seem 0,05 ou 5% o nivel paraarejeicdo dahipotese denulidade.

Resultadios

No grupo |, 50% das gestantes fizeram pré-natal; no
grupoll, 36,3%enogrupolll, 33,6%.

No grupo |, entre as 10 internacdes de gestantes até 15
anosincompletos, obtivemos 1 parto normal (10,0%), 3 partos
forcipes (30,0%), 3 partos cesareos (30,0%) e 3 abortamentos
(30,0%), sendo que 2 foram submetidas a curetagem uterina.
Houve 1 parto prematuro (10,0%). As indicagdes de parto
cesareo foram: 1 por doenca hipertensiva especifica da gesta-
¢a0 (10,0%), 1 por distociafuncional (10,0%) e 1 por sofrimen-
tofetal (10,0%). Em relacéo aanestesiautilizada, registramos
gueforam administradas 9 anestesias, sendo 5 raquianestesias
(55,5%), 3 peridurais (33,3%) e 1 geral (11,1%). O peso dos
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recém nascidosvariou de 1400 até 3560 gramas. O Apgar de 1°
minuto variou de3a9eoApgar de5°minuto variou de 7 a10.

No grupo I1, entre as 80 internagtes de gestantes de 15
a 17 anosincompletos, obtivemos 37 partos normais (46,3%),
21 partos cesareos (27,3%), 16 abortamentos (20,0%), sendo
que 13 foram submetidos a curetagem uterina, 6 partosforcipe
(7,8%). Foram observados 7 partos prematuros (8,7%), 1 6bito
fetal (1,3%) e 2 neomortos (2,5%). As indicacfes de parto
cesareo foram 5 por sofrimentosfetais (6,3%), 4 por apresen-
tacdo pélvica (5,0%), 4 por distécias 6sseas (5,0%), 3 por do-
encahipertensivaespecificadagestacéo (3,7%), 2 por distécias
funcionais(2,5%), 1 por eminénciaderoturauterina(1,3%), 1
por gestacdo prolongada (1,3%) e 1 por desproporcéo cefalo-
pélvica(1,3%). Emrelacio aanestesia, registramos queforam
administradas 63 anestesias sendo 28 raquianestesias (44,4%),
21 anestesiaslocais pararealizagdo de episiotomia (33,3%), 9
gerais(11,3%) e 5 peridurais (6,3%). O peso dos recém nasci-
dos variou de 1080 até 3850 gramas. O Apgar de 1° minuto
variou de 0 a9 e o Apgar de 5° minuto variou de 1 a 10.

Entre as 256 internagdes de gestantes de 17 a 20 anos
incompletos (grupo 111), registramos aocorrénciade 133 partos
normais (51,9%), 51 abortamentos que foram submetidos a
curetagem uterina(19,9%), 50 partos cesareos (19,5%), 22 par-
tosfaércipe (8,6%0). Ascomplicagdesforam 10 dhitosfetais(3,9%),
10 partos prematuros (3,9%), e 1 deiscéncia de parede apds
operacdo cesariana (0,4%). Asindicacdes de parto cesareo ob-
tidas foram 15 por sofrimentos fetais (5,9%), 9 por doenca
hipertensiva especificadagestacdo (3,5%), 9 por distécias fun-
cionais(3,5%), 4 por apresentacdo pélvica(1,5%), 3 por distécias
Osseas (1,2%), 2 por apresentacdo cormica (0,8%), 2 por
hiperatividade uterina (0,8%), 1 por iminénciade roturauterina
(0,4%), 1 por placentaprévia(0,4%), 1 por descolamento prema:
turo de placenta (0,4%) e 1 por oligodmnio (0,4%). Registramos
212 anestesias, sendo 90 locais para episiotomia (42,5%), 63
raquianestesias(29,7%), 42 gerais(19,8%) e 17 peridurais(8,0%).
Houve um caso de associagéo de ragquianestesiacom gera para
parto cesareo (0,5%), um de peridura com geral para parto
cesareo (0,5%) el deloca com raquianestesiaparaparto forcipe
(0,5%). O peso dosrecém nascidosvariou de 800 a4450 gramas.
OApgar deprimeirominutovarioude1 al0eoApgar dequinto
minuto variou de4 a 10.

Os resultados obtidos séo sintetizados nas tabe-
las1ab.
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Tabela 1 - Grupos etarios e realizagdo de pré-natal

Grupo Pré-natal Total
Sim Nao
até 15 anos incompleto N 5 5 10
% 50,0% 50,0% 100,0%
de 15 a 17 anos incompletos N 29 51 80
% 36,3% 63,8% 100,0%
de 17 a 20 anos incompletos N 86 170 256
% 33,6% 66,4% 100,0%
Total N 120 226 346
% 34,7% 65,3% 100,0%
Tabela 2 - Grupos etérios e tipo de procedimento
Tipo de Grupo
Procedimento
até 15 de15a de 17 a Total
anos 17 anos 20 anos
Parto normal N 1 37 133 171
% 11,1% 48.1% 52,2% 50,1%
Parto cesareo N 3 21 50 74
%  33,3% 27.3% 19,6% 21,7%
Parto Fércipe N 3 6 22 31
% 33,3% 7,8% 8,6% 9,1%
Curetagem N 2 13 50 65
Uterina %  22.2% 16,9% 19,6% 19,1%
Total N 9 17 255 341
% 100,0% 100,0%  100,0% 100%
Tabela 3 - Grupos etéarios e prematuridade
Grupo Prematuridade Total
Sim Nao
até 15 anos N 1 9 10
% 10,0% 90,0% 100,0%
de 15 a 17 anos N 7 73 80
% 8,8% 91,3% 100,0%
de 17 a 20 anos N 10 246 256
% 3,9% 96,1% 100,0%
Total N 18 328 346
% 5,2% 94,8% 100,0%

Reproducéod: Climtdrio-v. 22,2007
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Tabela 4 - Grupos etarios e 6bito fetal

Grupo Obito fetal Total
Sim Nao
até 15 anos N 1 10 10
% 0% 100,0% 100,0%
de 15 a 17 anos N 1 79 80
% 1,3% 98,8% 100,0%
de 17 a 20 anos N 10 246 256
% 3,9% 96,1% 100,0%
Total N 11 335 346
% 3,2% 96,8% 100,0%
DiscussiD

A gravidez é um evento marcante paraamulher, inde-
pendentemente de sua idade. Trata-se de um fenémeno que,
emborafisiol6gico, acarreta uma sobrecarga fisica para o or-
ganismo materno, além de potenciai s complicactes de nature-
za socia e psiquica. Na adolescéncia, mais do que em qual-
quer outra época da vida da mulher, a gravidez reveste-se de
importancia por motivos médicos, psiquicos e sociais.

Osreais problemas acarretados pela gestacdo em ado-
lescentes sGo motivos de discussdo; com este estudo, procu-
ramos comparar 0s resultados obstétricos e neonatais de ges-
tantes adol escentes de faixas etérias diferentes de um mesmo
meio socio-econdmico-cultural, em Hospital Assistencia da
Regi&o Sul do municipio de S&o Paulo.

Na literatura observa-se discordancia entre os auto-
resquanto amaior incidénciade riscos paraa salide materno—
fetal na adolescéncia. Os resultados conflitantes s&o proveni-
entes da falta de metodol ogia uniforme, falta de grupos con-
trole com atencdo a salide semel hante e diversidade de condi-
¢oes dos grupos estudados’®.

Hamuitasreferéncias de aumento de complicacfesem
gestantes adolescentes, como prematuridade, recém-nascido
de baixo peso, anemia, infecgdes, amniorrexe prematura, do-
enca hipertensivaespecificadagravidez e morbidade puerpera
11 Autores como Correy et al.® reiteram que a situacéo
socioecondmica desfavorével, a nutrico e educagdo inade-
guadas sdo fatores que contribuem para tornar a gestante
adolescente de alto risco.

Spellacy et al.*? registram maior nimero de partos pre-
meaturos entre as adolescentes e referem que o aumento na
prematuridade estariamais relacionado com aidade reproduti-
vado que com acronol gica. Dwyer ** e Hunt * também encon-
traram maior incidéncia de prematuridade nas adolescentes.
Mathias et a. **relatam nimeros maiores de partos prematuros
nas gestantes adolescentes e explicam tal ocorréncia por fato-
res como falta de assisténcia pré-natd , estado civil, tabagismo
e doenca hipertensiva especifica da gestacgo. Em nossainves-
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Tabela 5 - Peso, indice de Apgar, Capurro, Idade da menarca e Idade gestacional nos diferentes grupos etarios

Grupo
Variaveis Até 15 anos de 15 a 17 anos de 17 a 20 anos
Peso do RN Média 2709,3 29377 3026,6 F calculado = 1,53
Mediana 2775,0 2950,0 3050,0 F critico = 3,07
Desvio padréo 656,80 591,80 538,00 Né&o Significante
Apgar de Média 6,4 7,5 7,8 H calculado = 2,78
primeiro Minuto Mediana 8,0 8,0 8,0 H critico = 5,99
Nao Significante
Apgar de Média 8,5 8,9 9,1 H calculado = 2,09
quinto Minuto Mediana 9,0 9,0 9,0 H critico = 5,99
N&o Significante
Capurro Somatico Média 273,3 2735 2742 H calculado = 0,22
Mediana 269,5 276.,0 2740 H critico = 5,99
Né&o Significante
Capurro Média 277,0 2740 275,2 H calculado = 0,22
Sémato-Neurolégico Mediana 2740 277,0 276,0 H critico = 5,99
Nao Significante
|dade da Média 12,0 12,4 12,8 H calculado = 4,01
Menarca Mediana 12,0 12,0 13,0 H critico = 5,99
Né&o Significante
|dade Gestacional Média 191,2 2349 230,8 H calculado = 2,08
Mediana 259,0 269,5 267,0 H critico = 5,99

Nao Significante

tigagcdo, os resultados observados contradizem os referidos
autores; as incidéncias de prematuridade foram de 10,0% nas
adolescentes precoces, 8,7% nas adolescentes e 3,9% nas ado-
lescentes tardias, sem significado estatistico e dentro da inci-
déncia esperada para a populacdo geral. Esses dados sugerem
gue gestantes adolescentes em qual quer idade ndo apresentam
incidéncia maior de prematuridade, como também observado
por Sismondi et a.%, que ndo encontraram maior frequiénciade
partos prematuros entre as adol escentes de maneirageral, e por
Wilson et d .26, querelatam incidénciade prematuridade de 8%.
Em nosso meio, Motta ¥’ relata incidéncia de prematuridade
entre gestantes adolescentes de 4,8%, 0 que esta de acordo
com nossos resultados. Acreditamos que outras variavel's pos-
sam ser maisimportantes do que aidade dagestante, nagénese
daprematuridade e, talvez, taisvaridvel sestgjam presentescom
maisfreqiiénciaem a guns grupos de adol escentes, o que expli-
cariaa divergéncia entre os autores.

Com relagéo a abortamentos, nossos resultados apon-
tam umaincidénciade 30,0% nas adol escentes precoces, 20,0%
nas adolescentes de 15 a 17 anos e 19,9% nas adolescentes
tardias. Também nesse ponto, os dados mostram-se compati-
veis com o relatado na literatura para a populacéo geral 8
sugerindo que a gestacdo na adolescéncia ndo acarreta maior
incidénciadeinterrupgdesinvoluntariasdagravidez. Dames-
ma forma, a ocorréncia de 6bitos intra-Utero, em nossa
casuistica, foi de nenhum caso entre as 10 adolescentes pre-
coces, 1,2% nas adolescentes entre 15 e 17 anos e 3,9% nas
adolescentes tardias. Tais resultados ndo apresentam signifi-
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cancia estatistica e também sdo comparaveis aos rel atados na
literatura para a populagéo geral *°.

A doenca hipertensiva especificadagestacéo (DHEG),
deacordo com vérios autores, € uma patol ogiamuito freqlien-
te nas adolescentes 2>%, Entretanto, outros fatores que ndo a
idade podem estar envolvidos na génese da DHEG, como a
paridade, antecedentes pessoais e assisténcia médica ade-
quada. Faundes et a.? demonstraram que a freqiiéncia das
sindromes hipertensivas mantinha—se constante desde 15
anos até a idade adulta (20 a 25 anos) e apos essa idade au-
mentava. Pinto e Silva ?* encontrou 19,2% de hipertensas
entre as adol escentes estudadas e ao separar as formas puras
constatou igual dade entre as adol escentes e as adultas. Correy
eta.* constatou 21,8% de DHEG nas adolescentes menores
de 16 anos, 18,3% nasde 17 anos, 17% nasde 18 anos e 13,8%
nas maiores de 18 anos, mostrando que quanto menor aidade
maior o risco de DHEG. A incidéncia de doenca hipertensiva
especificadagravidez € de 3 a10% nos EUA ede9a10% no
Brasil 2%, Nossa pesquisa revelou incidéncia de DHEG de
10,0% nas adolescentes precoces, 3,7% nas adolescentes de
15 a 17 anos e 3,5% nas adolescentes tardias. Dessa forma,
nossos dados ndo podem corroborar aaltaincidénciade DHEG
nas adolescentes, em concordancia com observagdes de
Mathias e Nobile 2 e Motta ", ambas em nosso meio. Mais
uma vez, as gestantes adolescentes parecem estar, do ponto
de vista anatdbmico e funcional, aptas para a puerperalidade.

Muitos estudos apontam maior incidéncia de recém-
nascidos de baixo peso em gestantes adolescentes 2%, Ou-
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tros autores ndo encontram diferenca entre adolescentes e a
populagio geral ou grupo controle 2. E possivel que o baixo
peso ao hascimento possa ser devido a fatores outros que
ndo a idade, como a auséncia ou deficiéncia de assisténcia
pré-natal, infeccdes, tabagismo e bidtipo das adolescentes .
Em nossa investigag&o, encontramos peso médio do neonato
nas adolescentes precoces de 2709,3 gramas, nas adolescen-
tesentre 15 e 17 anos de 2937,7 gramas, e nas adolescentes
tardias de 3026,5 gramas. Portanto, ndo observamos maior in-
cidéncia de recém-nascidos de baixo peso, ndo obstante as
condicBes socioecondmicas desfavoraveis da populacéo es-
tudada. Reiteramos que os fatores envolvidos na génese do
baixo peso a0 nascimento possivelmente sgjam multiplos e
variem com o grupo estudado; seria necessaria, portanto, uma
casuistica muito maior e, também, estudos delineados
prospectivamente, para uma avaliagdo adequada dos fatores
gue levam a tal complicagdo. Entretanto, nossos resultados
apontam para o fato de que aidade dagestante, i soladamente,
ndo pareceinfluir naocorrénciado baixo peso ao nascimento.
Em nosso estudo, ndo observamos diferencas signifi-
cantes naincidéncia de complicagdes obstétricas e neonatais
entre as gestantes adolescentes estudadas. Ressalte-se que o
grupo de adol escentes tardias, com idade compreendida entre
17 e 20 anos, apresenta-se, do ponto de vista obstétrico, em
perfeitas condi¢cdes de apresentar evolucdo satisfatéria do
ciclo gravido-puerperal, devendo ser considerado como gru-
po adulto, conforme registrado por Mathias et a. °. Nossas
observacBes sugerem que as adolescentes mais jovens, apre-
sentando resultados semelhantes ao grupo de adolescentes
tardias, também estejam aptas, do ponto de vista anatbmico e
funcional, a suportar a sobrecarga da puerperalidade. Igual-
mente em nosso meio, Motta '’ registra que aidade ginecol 6-
gica, definida como a diferenca entre aidade cronol6gicae a
idade damenarca, também néo apresentarelagdo com nenhum
tipo de complicacédo da gravidez e do parto. Embora nossa
investigacdo tenha sido retrospectiva, e com pequeno tama-
nho da amostra de gestantes adolescentes precoces, em vir-
tude de sua baixa incidéncia, acreditamos poder colocar em
discussdo a eventual imaturidade bioldgica para a gravidez
gue teriam as adolescentes. Os maleficios advindos da gesta-
¢d0 na adolescéncia parecem ser, portanto, principalmente de
ordem psiquicae social; aadolescente, imatura, sem nenhuma
duvida, do ponto de vistaemocional, e aindasem defini¢cdo do
papel que Ihe cabe na sociedade, reage negativamente frente
agravidez, amitdeindesejada, que acabapor deixar suamarca
indelével na evolucdo psiquica e socia dajovem mae.

ABSTRACT

OBJECTIVE: To verify whether there are differences in
obstetric and neonatal outcomes in threee groups of
adolescent pregnants.

MATHERIAL AND METHODS: We studied retrospectively
the obstetric and neonatal outcomes in adolescent asfollows:
Group | : 10 pregnant adol escents between 13 and 15 yearsold;
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Group I1: 80 pregnant adolescents between 15 and 17 years
old;

Group 1 : 256 pregnant adol escents between 17 and 20 years
old.

RESULTS: There were no significant differences among the
groups studied.

CONCLUSIONS: Our results suggest that the the bad effects
of adolescent pregnancy are related to social and
psychological aspects. From the biological point of view, it
seemsthat there are no differences between younger and ol der
patients, regarding obstetric and neonatal outcomes.

UNITERMS: Adolescent pregnancy; Obstetric outcomes,
Neonatal outcomes.
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RESUMO

Os autores desenvolvem projeto que visa estudar, especificar e implementar um sistema de apoio ao ensino de
Medicina através da selecéo de variaveis de um caso clinico.

UNITERM OS: Ensino médico; Ensino daGinecologia.

Introducéo

A educacdo médicaé um desafio por suacomplexida-
de, pois engloba diferentes ciéncias como: biol égicas, exatas
e humanas.

As escolas médicas possuem a responsabilidade de
formar profissionai s competentes e capazes de solucionar pro-
blemas em diferentes contextos, adaptados arealidade de suas
profissoes.

Na busca da formagéo completa, as instituicdes de
ensino tém realizado grandesinvestimentos e vém modifican-
do através dos anos a educagdo médica. Os primeiros regis-
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tros significativos, de modificagdo sdo encontrados na publi-
cacao do relatério Flexner datado de 1910.

Esserelatdrio caracterizou aciénciapelafragmentacéo
do conhecimento em éreas, nas quais pequenas partes eram
desconectadas do todo para facilitar a sua transmissdo. O
ensino médico tradicional é focado no transmissor de conhe-
cimentos: o professor.

Durante a década de sessenta, houve um movimento
com o propésito de modificar a estrutura de preparacdo de
profissionais da salide. A iniciativa partiu da Universidade de
McMaster, Canada, em 1965, que estudou, desenvolveu ein-
troduziu a metodologia do ensino PBL — Problem Based
Learning, que é conhecida no Brasil como ABP - Aprendiza-
gem Baseadaem Problemas.

Esta metodologia possui como premissa a exposi¢ao
antecipada dos estudantes a situacdes reais encontradas em
sua profissdo, o que incentiva o seu auto-aprendizado.

OPBL foi, eandaé, umaquebrade paradigmano ensi-
no da Medicina, pois evolui no sentido contrario ao ensino
tradicional que apresenta os contetidos em forma de roteiros
pré-determinados.

Paraaimplantagéo destametodol ogia, aém damudan-
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¢a na forma de exposicdo dos contelidos, a estrutura
organizacional do curso deveraser modificada. Entre algumas
alteragOes esté a substituicdo de classes com grande nimero
de estudantes por pequenos grupos de discussdo, cada um
acompanhado de um tutor .

Como recursos educacionais, os tutores utilizam prin-
cipalmente a discussdo de casos clinicos em grupo e, em mo-
mentos oportunos, € realizado o contato direto com pacientes
ambulatoriais. Este contato se torna mais eficaz quando os
estudantes se deparam com um paciente que apresenta 0 mes-
mo problema que o estudado nos tutorias, possibilitando as-
sim que eles possam colocar em préatica os conhecimentos do
maodulo estudado.

Porém em todos os estagios do PBL a resolucdo do
caso é construida pelo grupo, sendo os estudantes avaliados
basicamente de duas formas. pela participacdo durante os
tutoriais e através de provas construidas pelos tutores.

O processo ensino-aprendizagem e a busca por alter-
nativas estimulantes, tem o computador e, principa mente, a
plataformaWEB, como umaferramentaauxiliar. A criacdo de
ambientes de A prendizagem A poiada por Computador é o re-
flexo mais atual do enfoque da Aprendizagem Baseada em
Problemas. Chapman e Calhoun® afirmam que os sistemas de
apoio ao ensino facilitam o acesso a informagéo e tem sido
amplamente utilizados nas escolas de Medicina.

A instrucéo baseadanaWEB oferece muitasformasde
desenvolver intrinsecamente a motivacdo do aprendiz, atra-
vés de inlmeras oportunidades de capturar sua aten¢do por
meio da visualizagdo, novidade, surpresas, humor, questdes
provocantes e metéforas intrigantes.

Objetivos do Trabalho

Este trabalho tem o intuito de estudar, especificar e
implementar, um sistemade apoio ao ensino de Medicinaatra-
vés daselegdo de varidveis de um caso clinico. Seus objetivos
especificos sdo:

a) desenvolver um software educaciona adeguado ao
Programa de A prendizagem do curso de Medicinada PUCPR
b) Criar um sistemade selegéo de varidveisde um caso clinico
de Ginecologia enddcrina no médulo Salde da Mulher; c)
Testar eavaliar autilizag8o dosrecursos computacionais como
ainternet por uma amostra de estudantes de medicinae parti-
cipantes dos tutoriais de Ginecologia-Salide da Mulher d)
Oferecer aos tutores uma visualizacdo individual da solucéo
dos estudantes.

Materid eMéodos

Este trabalho foi tema da dissertagéo de mestrado da
pos graduanda Ana Paula Rodrigues. Foi desenvolvida junto
ao Programa de P6s-Graduagcdo em Tecnologia em Salde
(PPGTS) da Pontificia Universidade Catdlica do Parana
(PUCPR), sob a orientagcdo do Prof. Dr. Laudelino Cordeiro
Bastos. Foram co-orientadoras: a Profa. Dra. Claudia Maria
Moro BarraeProfa. Dra. Vivian FerreiradoAmaral. O projeto
foi enviado e aprovado pelo Comité de éticada PUCPR.
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Para o desenvolvimento do sistema foi utilizado o
modelo deciclo devidaem Espiral, com seusciclosevolutivos
incrementais, sendo realizados dois ciclos para a concluséo e
testes do sistema.

Parao levantamento derequisitos, foram redizadasreu-
nides com os tutores do curso de Medicina da PUCPR. Ap6s
inteiracdo com ametodologiadeensino PBL, definiu-seadisci-
plinade Ginecol ogiano médulo Salide daMulher como objeto
de estudo deste trabalho. Foram elaborados casos clinicos de
Ginecologia Endécrina paraaaplicacéo do sistema.

Iniciou-se entdo a investigacdo sobre a aceitacdo e
utilizag8o dainternet por estudantes de Medicina que partici-
pam do plano de aprendizagem selecionado.

Foi aplicado o questionario de Heinzen, além deinves-
tigar aacessibilidade, confianca e pré-disposi¢do a utilizagdo
dainternet por estudantes de Medicina.

Foi também realizada uma pesquisa na literatura para
buscar outros modelos de softwares educacionais, voltados
aos cursos de Medicina. Como resultado dessa pesquisa per-
cebeu-se que a iniciativas internacionais pesquisadas como
Crocodile eALF, ndo se adaptavam aosrequisitos do Pograma
de aprendizagem do médulo Salide daMulher (Ginecologiae
Obstetricia). Dentre as iniciativas brasileiras, a Amplia,
Cardiocasediscussion, Medstudents, Clinica Atual, ndo pos-
suiam a classificag8o necesséria no dominio deste problema.

Para obter informacdes do paciente, 0 médico deve
guestiona-lo, com isso estudou-se as informagdes necessari-
as paraarealizagdo desses questionamentos. Nesse momento
utilizou-se os resultados iniciais do trabalho de Almeida e
Bastos, querealizaram o levantamento de informagfes neces-
séarias para um prontudrio eletrénico especifico paraadreade
Ginecologiae Obstetricianos hospitais atendidos pela PUCPR.

Apos a fase de levantamento de requisitos, iniciou-se
0 desenvolvimento do sistema, utilizando Andlise e Progra-
macdo Orientadaa Objetos, sendo utilizadaaUnified Modelling
Language (UML) paraamodelagem do sistema.

Paraaimplementacéo do sistemafoi escolhidaaplata-
forma.NET daempresaMicrosoft. O sistemafaz uso aindade
uma base de dados para 0 armazenamento dos usuarios, ca-
sos e solugdes, sendo escolhido o gerenciador de banco de
dados da mesma empresa chamado de SQL Server 2000, ver-
s80 de desenvolvimento.

As estruturas e defini¢des de dados para 0 prontuario
ginecol 6gico foram feitasem XML, sendo as mesmas utiliza-
das para compor 0 menu de acesso aos grupos de perguntas,
como, por exemplo, Antecedentes Familiares.

O sistema € gerenciado por um programa servidor, o
I1S (Internet Information Server 5.0), que € o responsavel por
disponibilizar recursos e informactes para os seus clientes.
Para acesso dos usuérios a necessidade é de possuir um com-
putador com acesso a WEB e um browser.

Para a validagdo do sistema, participaram da solugéo
dos casos clinicos de Ginecologia enddcrina, quarenta estu-
dantes do nono periodo do curso de Medicina, cursando o
maodul o de Satide daMulher. O temado caso clinico utilizado
no estudo piloto foi a Amenorréia Secundéaria por
Hiperprolactinemia. Paraavalidacdo do sistemaotemasele-
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cionado foi Sangramento Uterino Disfuncional. Todos os es-
tudantes que participaram da validac&o j& haviam estudado
esse assunto nos tutoriais do médulo.

Para efeito de comparacéo foi utilizada aresolugdo do
mesmo caso pel o tutor, como padréo ouro.

Resultados

S80o apresentados aqui os Casos de Uso, 0 Modelo de
Dados e as funcionalidades desenvolvidas.

Casosde Uso

Os casos de Uso foram criados para representar as
atividades a serem realizadas pelos atores em cada um dos
maodulos da aplicacdo. Os casos apresentam as seguintes in-
formagdes.

* Breve Descricdo do Caso de Uso: apresentaco sucinta das
finalidades do modulo;
* Ator: perfil do usudrio querealizaraas atividades no modul o;

A Figura 1 apresenta graficamente os casos de uso
gue serdo descritos a seguir.
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Figura 1 - Casos de Uso do sistema.

Caso de Uso 1 - Acessar 0 Sistema. Permite o acesso dos
estudantes e/ou tutores ao Sistema de discussdo de casos.
Registra o inicio das atividades do estudante. Ator: Estudan-
te/Tutor.

Caso de Uso 2 - Solucionar o Caso Clinico. Interface onde os
estudantes e/ou tutores iniciaram a solugéo do caso clinico com
a selecdo das variaveis do paciente. Ator: Etudante/Tutor.

Reproducéod: Climtdrio-v. 22,2007
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Caso de Uso 3 - Comparar Solucéo. Nesta etapa os estudan-
tes/tutores selecionam qual solugdo deseja comparar visual-
mente com a sua. Ator: Estudante/Tutor

Caso de Uso 4 - Cadastrar Impresséo Diagnéstica. Apés sele-
cionar todas as perguntas o estudante/tutor irainformar a sua
impressdo diagnostica, diagndsticos diferenciais juntamente
com exames complementares e conduta a ser seguida. Ator:
Estudante/Tutor.

Caso de Uso 5 - Perguntas Complementares. As perguntas
complementares podem ser definidas pel os tutores ao montar
0 caso clinico e sdo associadas com as perguntas de nivel 1 e
nivel 2. Ao selecionar uma pergunta de nivel 1 ou nivel 2 as
perguntas complementares sdo selecionadas. Ator: Estudan-
te/Tutor.

Caso de Uso 6 - Acessar Estatistica. Apds a solugéo do caso,
0s tutores e estudantes poderdo imprimir suas solucdes com
todas as informagdes da solucdo. Ator: Tutor.

Modelo de Dados

Apos todos os levantamentos de requisitos, foi criado
0 modelo de dados para armazenar as informagtes e garantir
todos os registros da resolugdo dos estudantes.

Funcionalidades
O sistema teve como resultado final as seguintes fun-
cionalidades:

a) Acesso - Login: cada usuério (estudante ou tutor) tem suas
credenciais para acesso, para registro de solucdes e todas as
acOes realizadas na solucéo.

b) Solucdo: representacdo gréfica das variaveis selecionadas
pelo usuério.

¢) Podem ser incluidas ou retiradas variaveis da sua solugéo.
d) Perguntas complementares podem ser definidas para estas
varidvels pelo tutor ao montar o caso clinico no prototipo.

€) Impressdo Diagndstica: campos abertos para respostas
sobre hip6teses diagndsticas, diagnosticos diferenciais, con-
duta e exames complementares.

f) Comparagdo: as soluctes de todos os estudantes e tutores
podem ser comparadas através de uma interface grafica.

0) Impressdo: sdo exibidos todos os itens da solugéo do caso
para que possam ser impressos se desgjado.

h) Estatistica: os resultados dos casos resolvidos sdo apre-
sentados com as seguintes informagfes: nome do aluno, hi-
potese sel ecionada, diagnostico diferencial, exames e condu-
ta, duracéo da solug&o, hora de inicio, hora fina, nimero de
varidveisincluidas.

Validacéo do sistema

Paraavalidagéo do sistemaforam analisados: 1) tempo
de durag&o da resolucgéo dos casos, que pode ser visualizado
naFigura2; 2) facilidade de utilizag8o; 3) acesso ao sistema; 4)
adequacgdo, cujos resultados estéo na tabela 1; 5) aceitacéo
dos estudantes e 6) avaliacdo da correlagéo do tempo de reso-
lugdo (duracdo) com a quantidade de variavel's selecionadas.
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Tabela 1 - Adequacéo do sistema.

Perguntas Freqiiéncia (%)

Vocé considera que 0 caso apresentou

todas as informagdes que vocé

precisava para decidir sobre a hipbtese

diagnostica?
- Sim 14 (70%)
- Nao 6 (30%)

Com relagao ao caso clinico respondido
na ferramenta e o do tutorial vocé

considera:
- Mais Fécil 7 (35%)
- Dificil 0 (0%)
- Com a mesma dificuldade 13 (65%)
Vocé considera que a ferramenta
estimula
raciocinar sobre o0 caso a ser
resolvido?
- Sim 19 (95%)
- Néo 1 (5%)
ODURS CE O D8 sOLUCED
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Figura 2 - Duracdo da resolugéo do caso pelos 20 estudantes.

DiSCUSs0

Com relacdo ao sistema, 47,13% dos estudantes consi-
deram razoavel mente fécil asuautilizagdo. N&o houve aponta-
mento parao uso dificil. Destautilizacgo, 45,45% daamostra
apontou que utiliza a internet de dois a trés dias na semana
para buscar informaces relacionadas a Medicina

Mesmo apdsautilizagdo daferramenta, considerou-se
gue a motivacdo dos estudantes se manteve alta, observan-
do-se o resultado no qual 95% da amostra demonstrou o de-
sejo de resolver outros casos. Pode-se creditar a manutencéo
da motivacdo pelo grau de adequacdo que se conseguiu com
0 método de estudos por eles utilizado. Outro aspecto positi-
vo foi amotivac&o |Gdicadaferramenta, que capturou a aten-

44

Sistema de apoio ao ensino de Ginecologia

¢a0 dos estudantes através da visualizagdo, novidade, sur-
presas e questfes complementares.

Percebe-se que os estudantes ndo apresentaram difi-
culdades na utilizag&o daferramenta. | sto pdde ser observado
pela juncdo de trés resultados, sendo eles:

1) N&o foi realizado treinamento prévio para a utilizacdo da
ferramenta. O tempo médio pararesolucéo do caso clinico foi
de 12,2 minutos, ficando abaixo do padréo ouro considerado.

2) Quando questionados sobre a facilidade, 100% dos estu-
dantesindicaram comofécil autilizacdo daferramentade apoio.

3) Mesmo tendo que selecionar as informagfes que desgja-
vam em um menu, fora da ordenagéo da semiologia, 90% da
amostra considerou esta atividade como f&cil e 10% como
confusa. Nenhum dos estudantes considerou dificil.

Para os professores e paraainstituicdo vislumbram-se
algumas possibilidades aqui colocadas como sugestdes de
aplicacdo da ferramenta. Atualmente os estudantes discutem
0s casos e durante as atividades préticas tém contato com
pacientes. Porém, isto esta vinculado a disponibilidade de
pacientes versus diagnostico, podendo ocorrer a falta dos
mesmos para determinadas doengas a serem acompanhadas
durante o periodo derealizago dostutoriais. Com autilizacgo
da ferramenta, essa rotina poderia ser modificada para que
aém das atividades préticas, se resolvessem outros casos
clinicos como reforgo de estudo e atividades extra-aula. Utili-
zando a apresentacdo da resolugdo para cada um dos estu-
dantes oferecida pela ferramenta com todas as selecBes de
varidve's, a hip6tese diagndstica, exames complementares e
conduta indicada, acredita-se que o tutor terd outros argu-
mentos para questionar seus estudantes durante os tutoriais
e gjuda-los a sanar duvidas ou dificuldades do caso, antes
das provas de avaliagéo.

ABSTRACT

The authors develop a research project aiming at studying
and implementing a support system to the teaching of
Medicine through variables selection of aclinical case.

UNITERM S: Medical teaching; Gynecology teaching.
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Cesarea: decisdo do obstetra ou da gestante?

Cesarean section: patient’s choice or doctor’s decision?
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RESUMO

O autor faz consideractes sobre os aspectos éticos da decisio sobre a via de parto. Ressalta que a bioética ndo
obriga e nem traz comportamentos a serem imitados, pois apenas |levanta questdes e ndo traz respostas. As respostas,
guando possiveis, sdo produtos de reflexdes e pensamentos.

UNITERMOS: Biogtica; Cesareaapedido

No diaadia, nadreada atencdo asalde, muitos fatos
ocorrem com uma caracteristica de rotina de acontecimentos
que sdo consagrados pelo uso, sem que haja uma preocupa
¢do com os fatos através de uma andlise das razdes do porqué
desse comportamento do médico. 1sso ja se estabelece desde
de o momento em que se consagra a relacdo do profissional
COM 0 Seu paciente, em que este, namaioriadas vezes, procura
o médico disponivel endo o médico preferido. Nesse sentido
aatencdo aessefato como aoutros que ocorrem nessa ocasi &80
mostrando como a toleréncia da sociedade é manifesta ja foi
objeto de reflexBes'. ReflexBes que demonstram a
vulnerabilidade existente nesse relacionamento. Essa
vulnerabilidade, quefaz com que aconsultanostermosideais
sgjamuito dificil de ser atingida, € preocupante quando desse
encontro, entre o obstetra e a sua cliente, uma decisdo sobre
intervir cirurgicamente ou ndo por ocasi&o do parto tem que ser
tomada, sgjanaconsulta depré-natal, sgja quando dainternagéo
namaternidade. Apesar demovimentos procurando mostrar as
vantagensfinanceirase psicoldgicas, aem daausénciadeuma
ferida operatoria, existentes em partos domiciliares, cresce em
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quasetodo os paises ademanda pelaidada parturiente amater-
nidadeparadar & luz asuacrianca. E sempredehébito em cada
situacdo considerar que aevolucdo do seu tempo € sempremais
répida e mais profunda do que em tempos anteriores. AssSm o
costume do parto hospitalar se difundiu, e com ele ainterven-
¢do cirlrgicanecessriae aeletiva

A cesarea é umaintervencdo que tem por finalidade a
retirada do produto de concepcéo através da parede abdomi-
nal mediante incisdo do Utero da mulher. A origem corrente
deste termo  é proveniente do fato de que Jllio César teria
vindo a0 mundo através da via abdominal. O histérico da
cesarea seinicianamitologia quando Ovidio e Virgilio refe-
rem-se apréticadaoperacao?. Essatécnica evoluiu absorven-
do os estudos cientificos realizados no fim dos anos de 1800 e
se constitui em préticajano inicio de 1900. Apesar de que se
possa considerar que o parto normal e os atos da cirurgia
obstétrica devam ser realizados acatando preceitosincisosea
precisas indicagcBes que ndo podem ser tomadas por interes-
ses financeiros e nem pela conveniéncia, sejado médico, sgja
da parturiente, na realidade, no dia a dia dos tempos atuais,
nem sempre isso € 0 que ocorre.

Geralmente a paciente procurao médico que estéd ao seu
acance. A organizacdo da atencdo medica nega ao paciente o
direito de escolha!. Isso é verificado em todos os nivels de
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atencdo, desde aclinica particular, onde se encontram os medi-
cosautdbnomoseliberais, passando pel os médicos conveniados,
parachegar de modo mais evidente quando aatencéo érealiza
da por médicos empregados nos sistemas mantidos pelo Esta-
do. O primeiro sintomadessefato é adesconfiancaou afaltade
confianca da cliente em relagdo ao obstetra. Algumas vezes
considerando que a paciente € ocasional e a ele procurou por-
gue ndo conseguiu se consultar com o colegaqueela desgjava,
0 obstetra entende que o atendimento a ser oferecido deve ser
cumprido com o objetivo de obter umarecompensaeconsidera
gue o modo maisféacil de obté-laé atender ao desgjo dacliente,
que prefere um parto cirdrgico. Desgjo esse que |he faculta a
possibilidade de estabelecer o dia e a hora do nascimento de
acordo com suas conveniéncias. Assim muitas vezes umacesa:
riana fica decidida longe dos preceitos obstétricos mais corre-
tos. A dlvida é estabel ecer a quem cabe essa decisdo, umavez
gue ela, muitas vezes, ndo estd baseada no que as ciéncias
médicas preconi zam para que o parto ocorranas mel hores con-
di¢cBes para 0 nascituro e para a sua méae. A decisdo cabe ao
obstetra ou a gestante?

Tendo surgido em um momento histérico em que o
mundo recebiainimeras inovagdes cientificas e tecnol dgicas
relativas a vida humana, o pensamento bioético surgiu néo
como uma nova disciplina ou sequer uma nova visao ou ori-
entacdo da ética médica. Com a preocupacdo a respeito da
conduta dos profissionais de salide, em particular o médico,
guando das ocorréncias que envolviam a salde, a vida e a
morte, a nova percepgdo apresentava uma concepgao
abrangente, ndo representada pelos interesses de camadas
ou categorias sociais. A bioética surgiu como um paradigma
holistico, que mais do que umarelacdo multidisciplinar com-
preende narealidade umavisio transdisciplinar. E umaidéia
acimadas disciplinas, pois ndo possui contelido préprio, ndo
possui metodol ogiaestabel ecida, ndo tem finalidade aser atin-
gida. Nada determina, tudo pode discutir. Nao é assunto para
especialistas, mas para estudiosos das mais diferentes forma-
¢Bes. Estudiosos que levantam suas dlvidas a procura do
gue deve ser feito como conduta ideal para a sociedade, na-
guele momento de acordo com a verdade cientifica, com a
emocdo das pessoas e com os vaores da cultura. Com essa
Visdo € que aandlise bioéticasefaz para compreender o que
ocorre na sociedade, ndo a procura de respostas, mas levan-
tando questfes que acontecem no cotidiano ou hos momen-
tos que fatos relevantes em termos da salde, da vida e da
morte, acontecem.

A bioética ndo obriga e nem traz comportamentos a
serem imitados, pois na realidade |evanta questdes e ndo traz
respostas. As respostas, quando possiveis, sdo produtos de
reflexBes e pensamentos. Elas vao ser encontradas em refle-
x0es |égicas buscadas na andlise do racional, nos conheci-
mentos das crencas e da fé, na compreensdo do emocional, e
no levantamento dos valores culturais que existem em todas
as sociedades. Assim em cada horae em cadalugar € possivel
obter respostas nem sempre coincidentes ou concordantes®.

Em um pensamento, produto da percepcdo hioética, a
primeiraandlise deve ser feitade acordo com o racional ofere-
cido pelos conhecimentos cientificos. Esses conhecimentos

Cesérea a pedido

fornecem os parémetros pelos quais se devem conduzir 0s
obstetras. Par@metros que concretizam averdade cientifica, a
qual esta sujeita a modificacBes ou aprimoramentos. Essas
evolucdes acontecem com frequiéncia que ndo pode ser olvi-
dada. Ao serefletir sobre no que se basear paratomar a deci-
s80 de se redlizar uma cesérea, um primeiro aspecto, ase
tomar em conta, € que eladeve estar restrita a sua necessida-
dedeacordo com o que se encontra nos conhecimentos das
Ciéncias da saude.

A natureza, nasuasabedoria, faz que, nanormalidade,
nada deve se antepor ao fato damulher se reproduzir, até sem
auxilio. Em culturas de povos &grafos, como a dos
Tupinambés, a mulher dava a luz no chdo ou deitada numa
tébua assistida por seu marido e parentes*. Evidente que com
0s atuais conhecimentos das ciéncias da salide ndo se preco-
nizaessetipo de parto, mas o que se deve entender € que uma
criancapode vir anascer sem qualquer auxilio deumatécnica
mai s sofisticada. Essatecnologiamodernadeve chegar parao
auxilio endo como primeirainstdnciaaser tomada. Portanto, o
primeiro parametro para arealizagdo da cesarea é aindicacéo
precisa estabel ecida pel os conhecimentos cientificos of ereci-
dos pela obstetricia, € ndo o desgjo da parturiente ou do obs-
tetra. Havendo uma deciséo médica para se efetuar uma ope-
racdo cesariana é extremamente improvavel que a gestante a
elando queirase expor. Ndo existe barreiracultural algumaque
se possa estabel ecer paraevitar essacirurgia, e agestantetem
0 seu emocional voltado para o parto que vai ocorrer e 0 seu
desgjo é que ele se concluacom o nascimento de umacrianca
saudével. Inclusive por ser uma prética em que a necessidade
de serecompor o organismo com transfusdo sangtiineaérara,
nem mesmo membros de seitas que ndo aceitam essa terapia
apresentam empecilhos.

Dentro ainda do &mbito da raz&o e do que ensina a
Escola M édica o aspecto ético profissional precisaser atendi-
do. O avo de todaatencdo do médico € a salide de seu clien-
te; no caso em pauta o alvo do obstetra € a salide da gestante,
para o beneficio daqual deveraagir comoméximo dezelo. E,
também, preceito ético aobrigacdo de informar ao paciente o
diagndstico,0 progndstico, os riscos e os objetivos do trata-
mento, sgja clinico ou cirargico. Cabe, portanto ao obstetra
informar apaciente todos os passos que sdo tomados em uma
intervencdo cirdrgica, esclarecendo os riscos que dela podem
advir, e obter um consentimento depois de uma informacéo
detalhada.

Em um segundo momento é preciso verificar como a
sociedade sente 0 assunto, quais 0s aspectos emocionais que
0 envolve e quais sdo os valores culturais percebidos. Em
uma sociedade urbano-industrializada, caracteristica das so-
ciedades ocidentais, o valor da medicina baseada nos conhe-
cimentos das ciéncias da sallde € a que se considera aceita
por todos. E verdade que a medicina alternativa sempre con-
segue ocupar um local para se estabel ecer com seus conheci-
mentos empiricos ou misticos®. Todavia, no que se refere a
deciso de decidir por umaintervencao cesariana, esses valo-
res af astados damedi cina cientificanéo apresentam objecoes.

Na sociedade contemporénea a intervencéo cirdrgica
na ocasido do parto é entendida pela mulher como uma solu-
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¢do préticaque evitariaador do parto e aseventuais deforma-
¢Oes fisicas. Essa preferéncia pode ser considerada justa e
compreensivel em razéo da angustia e daansiedade e dacren-
¢a que a cesérea evita 0 sofrimento causado pelo parto natu-
ral®. Esse entendimento que leva ao desgjo da gestante de
querer umaintervencdo paradar aluz, € acompanhado muitas
vezes pelo desgjo da gestante de um parto cirdrgico que a
possibilita a solicitar ao cirurgi&o que proceda a laqueadura
tubéria. O principio daautonomiado paciente que € referido
nas normas éticas da medicina brasileira quando considera
vedado ao obstetra, ou qualquer outro médico, desrespeitar 0
direito da paciente de decidir livremente sobre a execucédo de
préticas diagndsticas ou terapéuticas, salvo em caso de imi-
nente perigo de vida, tem como finalidade o respeito & pessoa
do paciente e ndo a obrigagdo do médico de atender o que
queira o paciente.  No caso de o obstetra ou qualquer outro
medico, e o cliente ou agestante, ndo estabel ecerem umacon-
cordancia sobre os procedimentos a serem realizados, pode o
obstetra dentro dos padrdes éicos em vigor encaminhar a
paciente para outro médico.

Como corol&rio dessas reflexfes caberia saber 0 que
deve ser definido, quando ndo existe uma indicag&o obstétri-
caprecisa para ser efetuada a cirurgia e a gestante tem o seu
emocional solicitando arealizagdo de uma cesariana. A quem
cabedecidir: ao obstetraou agestante?A bioética, comojafoi
referido, ndo traz normas ou respostas, somente leva a pensar
earefletir sobre as situagdes. Dessa andlise talvez possa res-
tar dizer que cabe ao obstetra tranquilizar a gestante e expla-
nar as vantagens e anaturalidade do parto normal e esclarecer
0s riscos, inclusive 0s que podem ocorrer com guem se sub-
mete aumaanestesia, sgjagera ou regional . A decisdo deuma
intervencdo sera produto da avaliagdo desses riscos em rela-
¢80 com a angUstia e os receios da gestante convertidos no
seu desejo de um parto através de umacirurgia. Juntos, obste-
trae gestante saberéo avaliar o que deva ser realizado verifi-
cando naoportunidade os riscos e os beneficios da decisdo a
tomar frente a situagdo estabelecida.
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Osfatores financeiros de uma recompensa mel hor, ou
da conveniéncia de estabel ecer dia e horapara o nascituro vir
aluz, razdes muitas vezes consideradas, parecem ndo ter subs-
téncia para uma aceitacéo social.

ABSTRACT

The author analyses the ethical aspects about the decision
regarding the ways of delivery, and stressesthat the Bioethics
doesnot determine abehavior to beimitated, but arises doubts
and questions. The answers, when possible, are just
consequence of reflections.

UNITERMS: Bioethics; Cesarean on request

Referénciashibliogréficas

1. MeiraAR. Bioéticaevulnerabilidade: o médico e o paciente.
Rev Assoc Med Bras. 2004; 50(3):249-51

2.Prado EM. Reflexfes sobre a cesarea segmentar
transperitonial. S8o Paulo: Gréfica  Saraiva; 1959

3. MeraAR. Bioética: aéticadacidadania. Cad Posgrad: Salde
Pdblica(Santos). 2002; 1(1):1-32.

4. RamosA. Introduc&o a Antropologia Brasileira:as culturas
ndo européias. Rio de Janeiro:LivrariaEditoradaCasa
do Estudante do Brasil; 1961.

5. King SH. Perceptions of illness and medical practice. New
York:Russel Sage Foundation;1962.

6.Ventura GAB. Viabilidade da reducé@o de cesareas em
maternidade plblicada cidade de S&o Paulo. Prémio
Abramge de Medicina, 1999.

47



A RevistaReproducgo & Climatério publicaartigosori-
ginais, artigos de atualizag&o, opinides, breves comunicagdes,
relatos de caso e cartas ao editor (no méximo 500 palavras), na
areademedicinareprodutiva, climatério, ginecologiaenddcrina
e sexualidade. S&o aceitos artigos em portugués, espanhol ou
inglés.

Os originais devem ser encaminhados para a SBRH,
aos cuidados do editor, exclusivamente por correio el etrénico,
para: sbrh@terra.com.br

Osoriginaisdevem ser escritosem folhaA4, com espa-
¢o duplo emargensde 3 cm, em paginas numeradas. A fontea
ser utilizadaéaTimes New Roman, tamanho 12.

Os originais devem ser preparados na seguinte se-
guéncia

Pagina de Rosto: titulo do trabalho em portugués e
inglés (o titulo ndo devera ser colocado em negrito ou caixa
alta), titulo conciso (de 2 a4 palavras, para constar no alto da
pagina), nome completo dos autores (exemplo: Patrick Steptoe),
nome da(s) instituicdo(s) onde o trabalho foi desenvolvido,
nome, endereco e e-mail do autor para correspondéncia

Resumo: Deveraconter no méximo 200 palavras e ser
estruturado, contendo Objetivos, Material e Métodos, Resul-
tados, Conclusdes e Unitermos. Evitar, no resumo, abrevia-
cOes ereferéncias bibliograficas. Devera ser acrescentado um
resumo conciso, de 2 ou 3 linhas com as principais conclu-
sBes do trabalho, para ser colocado no indice darevista. Para
artigos de atualizac&o, comunicacdes breves, opinides e rela
tos de casos, ndo é necessario que 0 Resumo sgja estrutura
do.

Abstract: Verso praoinglésdo texto do Resumo, acom-
panhado de Uniterms.

Textodotrabalho: Deveraconter Introducéo, Materia
e Métodos, Resultados, Discussao e Referéncias Bibliogréfi-
cas. As abreviagOes devem ser restritas e sempre definidas na
primeira apari¢cdo no texto. Eventuais tabel as deverdo ser nu-
meradas em agarismos ardbicos, com titulo explicativo do
contetido. N&o se colocam tragos verticais e limita-se os hori-
zontaisaum acimadatabelaeum aofinal. Asfiguras, fotosou
desenhos devem ser limitados a0 estritamente necessério, e
serdo numerados em algarismos arabicos, com legenda
explicativa. Tabelas, fotos, figuras e desenhos devem ser en-
viados em péginas separadas. Nas referéncias bibliogréficas,
as citagdes devem obedecer as normas de Vancouver. Maio-
res esclarecimentos poder&do ser obtidos no site:
www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html. Numereas
referéncias por ordem de entrada no trabalho e use estes nu-
meros para as citagtes no texto. Todos os autores devem ser
citados, exceto quando houver mais de 6 autores, quando se
pode citar 0s 6 primeiros seguidos pela expressio latina et al.
Observe alguns exemplos de citacOes:

Artigosem periodicos:

1. NahasEAP, PontesA, NahasNeto J, Traiman P, Luca
L, Abbade J. Efeitos daatividade fisicae datibolona sobrea
densidade mineral 6ssea em mulheres na pés menopausa.
Reprod Clim. 2001;16:47-52.

2. RoseME, HuerbinMB, Mdlick J, Marion DW, Palmer
AM, Schiding JK, et al. Regulation of interstitial excitatory
amino acid concentrations after cortical contusioninjury. Brain
Res. 2002;935:40-6.

VVolume com suplemento:

3. Geraud G, SpieringsEL, Keywood C. Tolerability and
safety of frovatriptan with short- and long-term use for
treatment of migraine and in comparison with sumatriptan.
Headache. 2002;42 Suppl 2:S93-9.

Livros

4. Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke.
In: Laragh JH, Brenner BM, editors. Hypertension:
pathophysiology, diagnosis and management. 2™ ed. New
York:Raven Press; 1995. p.465-78.

5. Norman |J, Redfern SJ, editors. Mental health care
for elderly people. New York: Churchill Livingstone; 1996.

CartaseEditoriais:
6. Kremer J. Yardsticks for successful donor
insemination [letter]. Fertil Steril 1991; 55:1203-4.

7. Cancer in South Africa[editorial]. SAfr Med J1994;
8415,

Os manuscritos seréo avaliados pelo Conselho Edito-
rial de Reproducéo & Climatério, podendo ser recusados, acei-
tos sem correcBes, ou aceitos com sugestdes de corregoes,
sendo neste Ultimo caso reencaminhados aos autores. Apos
aceitacdo definitiva, devera ser feita carta assinada por todos
osautores, fazendo men¢do que o manuscrito ndo foi publica-
do anteriormente e dizendo concordar com a publicagéo e
transferénciade copyright paraReproducéo & Climatério. Os
editores reservam-se o direito de fazer alteracGes gramaticais
e estruturais que julgarem necessarias.

Reroducoé Climetéio-v. 22,2007



