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Avancos na criopreservacao de oo0citos:

0 congelamento de embrioes teria
seus dias contados?

ma das pautas constantes nas sessdes do Ultimo congresso europeu de reproducdo huma-

na da European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE), realizado em
Barcelona, na Espanha, em julho de 2008, foi o crescente sucesso com as técnicas de vitrificagdo
oocitaria, que vém permitindo taxas de sobrevivéncia, fertilizagdo e implantagdo cada vez mais
animadoras. Antinori et al.! apresentaram taxas de sobrevivéncia proximas a 100% e taxas de
fertilizagdo superiores a 90%. Esses resultados sdo semelhantes aos ja publicados por Cobo et
al.2. No mesmo congresso, Fasolino et al., apresentando resultados de congelamento lento de
odcitos, referem taxas de sobrevivéncia e fertilizacao de cerca de 70%; resultados seguramente
bons, mas longe dos obtidos com a vitrificagdo. Parece, portanto, que a vitrificagdo oocitaria é
uma técnica que veio para ficar; se ainda é considerada experimental, deve-se ao fato que o nime-
ro de nascimentos ainda ndo permite que se estabele¢a a completa seguranca do método, embora
as evidéncias apontem para isso. Confirmando-se a eficicia e a segurancga da vitrificagdo oocitaria,
surge uma pergunta espontanea: por que congelar embrides¢ Nao seria mais natural, em ciclos
de reprodugdo assistida, inseminar no méaximo trés odcitos, vitrificando-se os excedentes para
fertilizagdo e transferéncia futuras ou mesmo para doagdo¢ Seriam evitados problemas éticos, pois
o eventual descarte de gametas ndo suscitaria quaisquer questionamentos de natureza moral ou
religiosa. Mesmo para técnicas de preservagdo da fertilidade em mulheres jovens, com indicagao
para quimio ou radioterapia, onde o congelamento de embrides é considerado o procedimento
mais eficiente para a obtengdo de uma gravidez pés-tratamento, os excelentes resultados com
a vitrificagdo poderiam mudar esse conceito. Nao ha necessidade de se ter um parceiro (muitas
mulheres jovens, e quase todas as adolescentes ndo o tém). Além disso, a mudanca de parceiro
ap6s a quimioterapia, ou mesmo o desfecho negativo do tratamento oncoldgico, ndo implicariam
a presenca de embrides cujo destino seria motivo de controvérsias e até mesmo agoes legais.
Nesta edigdo, publicamos interessante opinido do professor Affonso Renato Meira, grande expo-
ente em Bioética, que escreve textualmente®: “Um gameta masculino ou feminino pode vir a ser
criopreservado sem que o doador ou doadora tenha uma vida conjugal. Assim nao é possivel e
mesmo nao necessaria a recomendacao estabelecida no nimero 3 do item V da Resolucao CFM
1.358, quando estabelece que os conjuges ou companheiros, no momento da criopreservagao,
devem expressar sua vontade, por escrito, quanto ao destino a ser dado ao pré-embrido. No
caso de criopreservagdo de gametas, seja espermatozdide ou ovécito, ndo cabe solicitar nada ao
conjuge, ou companheiro ou companheira.” Sendo assim, o professor Meira recomenda que o
consentimento livre e esclarecido para a criopreservacdo de gametas deve ter redacdo diferente
daquele para o congelamento de embrides, ndo havendo necessidade da participacdo do cénjuge

ou companheiro na sua assinatura.

Reprod Clim. 2008; 23(3): 93-4
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Cavagna

Observa-se, pelos fatos expostos, a maior simplicidade da criopreservacdo de odcitos, em relagdo ao congelamento de embrides.
Os resultados animadores da vitrificagdo, se confirmados pela experiéncia que devera ser acumulada, permitem que se levante a seguinte
indagagao: com taxas de sobrevivéncia e fertilizagdo de odcitos vitrificados préximas a 100%, ndo se tornariam muito restritas, e prati-
camente procedimentos de exce¢do, as indicages para o congelamento de embrides¢

Muito obrigado e boa leitura a todos!

Mario Cavagna
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Toxicidade gonadal induzida pelo tratamento

oncolodgico
Gonadal toxicity induced by oncological treatment

Fabio Leite Couto Fernandez', Reinaldo Azoubel?, Alexandre Sérgio de Oliveira Azoubel?

O Dr. Fabio Couto é médico especialista pela Sociedade Brasileira de Urologia (SBU). Atualmente, € professor da Universidade
Camilo Castelo Branco (Unicastelo). Tem experiéncia na area em Urologia e Cancerologia e € responsavel pelo Servico de
Oncologia da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (Famerp).

Resumo

A incidéncia de neoplasias malignas no Brasil e no mundo vem aumentando a cada ano. Fatores como 0 aumento da expectativa de vida, a
industrializacéo, a urbanizacao e 0s avangos tecnologicos estao diretamente relacionados com esse aumento. Por outro lado, 0 armamentario
terapéutico, do qual de dispde, permite a cura em alguns tipos de cancer e importante aumento na sobrevida em muitos outros. Entretanto, a
citotoxicidade inerente ao tratamento das doencgas malignas incorre, geralmente, em infertilidade. Quando do diagnostico de uma neoplasia maligna,
grande parte dos pacientes sdo jovens e ainda nao estdo com a sua prole constituida. Este artigo propde uma reflexdo a respeito da incidéncia de
neoplasias malignas em individuos em idade fértil e sobre a obrigatoriedade de se abordar a questdo da infertilidade relacionada ao tratamento
oncoldgico, com o paciente, previamente a sua realizagdo. Controvérsias sobre a qualidade dos tecidos reprodutivos de individuos afetados face as
técnicas convencionais e modernas de reproducao assistida e criopreservacdo também sdo discutidas.

Unitermos: Quimioterapia; Faléncia ovariana prematura; Fertilidade.

Abstract

The incidence of malignant neoplasias in Brazil and in the world has been increasing each year. Factors such as increased life expectancy,
industrialization, urbanization and technological advances are directly related to this increased incidence. On the other hand, the available therapeutic
arsenal permits a cure in some types of cancer and a significantly increased survival rates in many others. Meanwhile, the citotoxicity inherent in
treatment of malignant diseases generally occur in the form of infertility. Among those diagnosed with malignant neoplasia, most are young and still
without offspring. This article proposes a reflection on the incidence of malignant neoplasias in individuals of fertile age and those obligated to broach
the question of infertility related to oncological treatment as a patient previous to its realization. Controversies as to the quality or reproductive
tissues of affected individuals faced with conventional and recent techniques of assisted reproduction and cryopreservation are discussed.

Uniterms: Drug therapy; Ovarian failure, premature; Fertility
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Couto et al

Os dados epidemioldgicos disponiveis permitem configurar
o cancer como problema de Satde Publica em todo o mundo.
Dados da American Cancer Society (ACS), de 1999, estima-
vam: 7.400 novos casos de cancer de testiculo; 3.800 novos
casos de doenga de Hodgkin; 16.800 casos de leucemia; 1.400
casos de neoplasia éssea; 4.200 casos de neoplasias malignas
de tecidos moles; 25.800 novos casos de melanoma; 9.500 no-
vos casos de tumores cerebrais e do sistema nervoso central e
36.400 novos casos de linfoma'. Para 2003, a mesma entidade
previu incidéncia semelhante para todos os tipos de tumores no
sexo masculino. Foram diagnosticados 1.334.100 novos casos
de cancer nos Estados Unidos, somados ambos os sexos, ocor-
rendo 556.500 mortes’.

No Brasil, o cancer se constitui na segunda causa de morte
por doenga, atualmente. Com excecado da regido Nordeste, onde
as doengas infecto-parasitarias atingem percentuais importan-
tes, as neoplasias seguem-se as doengas cardiovasculares, como
principal causa de morte, e sua proporcionalidade aumenta na
medida em que se desloca para a regido Sul’. Esta diferenciagdo
em incidéncia regional reflete as contradi¢oes do processo de de-
senvolvimento do pais.

Além de mudangas de habitos de vida da populagdo, diver-
sos fatores como o aumento da expectativa de vida, a industria-
lizagao, a urbanizagao e os avancos tecnolégicos observados na
area da saude estdo diretamente relacionados com o aumento do
risco de desenvolvimento de cancer’.

Segundo dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA),
em 2001 foram diagnosticados cerca de 100.000 novos casos de
cancer, apenas no estado de Sao Paulo, com aproximadamente
35.000 &bitos. A estimativa para 2003 foi de 147.410 novos ca-
sos, com ocorréncia de 38.040 mortes®.

Apesar dos numeros alarmantes, a sobrevida de pacien-
tes com cancer aumentou significativamente nas Gltimas dé-
cadas, com o advento da multimodalidade de abordagens
terapéuticas e da implementacdo de sofisticadas ferramentas
diagnésticas!.

Hallak et al.® estimaram que mais de 70% dos pacientes com
cancer tém sobrevida maior do que cinco anos. Além disso, a
cura é um objetivo real para muitos pacientes com neoplasia de
testiculo, doenca de Hodgkin e certamente outros tipos de can-
cer’. No caso especifico do tumor de testiculo, que incide, princi-
palmente, sobre individuos entre 20 e 40 anos de idade, a chance
de sobrevida, ap6s o tratamento, estd em tomo de 90%, em cin-
co anos’. Entretanto, a citotoxicidade inerente ao tratamento das
doencas malignas também afeta os testiculos, e a esterilidade é
uma consequéncia potencial®®. A infertilidade tem sido frequen-
temente O preco para UM tratamento agressivo e curativo para
o cancer. A incidéncia de azoospermia, em pacientes apés um

tratamento para doengas malignas, é, ainda, alta®’.

A infertilidade pode ser causada pelo uso da radioterapia,
quimioterapia, cirurgia ou a combinagao das diferentes modali-
dades de tratamento®’. O tratamento de cancer com radioterapia
ou quimioterapia, geralmente, danifica o epitélio seminifero dos
testiculos, e em alguns casos permanentemente!!. Alids, pacien-
tes com cancer em idade fértil podem ndo ter completado suas
familias quando do inicio do tratamento oncoldgico. Porém,
para contornar a esterilidade induzida pelo tratamento oncolégi-
co, recomenda-se a utilizagdo da criopreservagao®®”.

A criopreservacdo de sémen é o ramo da criobiologia que
estuda a conservagao dos espermatozéides, com a finalidade de
manté-los indefinidamente em nitrogénio liquido a temperatura
de -196°C, preservando sua capacidade de fertilizacdo e desen-
volvimento embrionario inicial'. Esta técnica tornou-se um tra-
tamento complementar a abordagem terapéutica em jovens com
doengas malignas. Alguns centros especializados em cancer tém
armazenado tecido ovariano previamente ao tratamento de mu-
lheres jovens e adultas, esperando que os avangos nos proximos
anos justifiquem os seus esforcos’®.

Os trabalhos pioneiros de Bunge e Sherman despertaram o
mundo cientifico para a possibilidade da utilizagdo de sémen
congelado para inseminagdo artificial®. Apesar da criopreservagao
com sucesso ter-se tornado possivel na metade dos anos 1970,
o armazenamento de sémen foi considerado impraticavel recen-
temente'?. Isto ocorria tendo em vista a constatagdo, por alguns
cientistas, do prejuizo do sémen, quando do diagnéstico da neo-
plasia, em cerca de 30 a 60 % dos casos'*.

Hallak et al.’ demonstraram que o percentual de motilidade
foi significativamente menor nos pacientes com cancer, quando
comparados com os doadores, em amostras pré-congeladas e
apés a descongelacdo. Apds a criopreservagao, os espermatozoi-
des dificilmente estabeleciam gravidez, em face aos danos relati-
vos ao procedimento’®. No mesmo estudo, o autor demonstrou,
ainda, que o processo de congelagdo e descongelagdo incorreria
em morte e perda da motilidade e capacidade de fertilizagdo dos
o6citos'®. Apesar dos avangos na técnica, a criopreservagao, ain-
da hoje, diminui a qualidade do sémen®’.

Agarwal' e Agarwal et al.? demonstraram que os efeitos da
criopreservagdo sao os mesmos sobre o sémen de individuos
com cancer e do Grupo Controle. Apesar disso, a situagdo mu-
dou dramaticamente em 1992, com o sucesso da nova técnica
de reprodugao assistida, a fertilizagdo in vitro (FIV), com a inje-
¢do intracitoplasmatica de gametas (ICSI)'*. Com a ICSI, uma
Unica célula seminal € injetada diretamente no interior de cada
oécito, ap6s a mulher ter sido submetida a um ciclo de estimu-
lagdo ovariana. A técnica da FIV-ICSI permite taxas de fertiliza-
cdo de cerca de mais de 47,7% por complexo o6cito-cumulus
e 60,4% quando injetados em odcitos na metafase II; ja a taxa

de gravidez girou entre 31 a 37%°. Sanger, Olson e Sherman®
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relataram bons resultados, inclusive em individuos com menos
de 500.000 espermatozdides moéveis. Em suma, pode-se afir-
mar que a técnica da FIV-ICSI revolucionou, em poucos anos,
o tratamento de pacientes com infertilidade severa devido ao
fator masculino®.

Outra questdo que mereceu — e ainda merece — acalorados
debates no meio cientifico era concernente a transmissao natural
de genes ligados a doengas malignas, aos riscos de transmissao
de quem foi submetido a um tratamento radioterdpico ou qui-
mioterapico, bem como aos efeitos genéticos induzidos pelas
técnicas de criopreservagao. Sanger, Olson e Sherman®, em 1992,
ja confirmavam que a incidéncia de nascimento de criangas com
algum tipo de anomalia, filhas de individuos submetidos a trata-
mento oncoldgico, era a mesma da populacdo normal. Mutagoes
nas células seminais existem, porém sdo de carater transitériol.
Kliesch et al.” demonstraram ndo haver nenhum dado relativo
ao aumento de risco de transmissdo genética para a prole desses
individuos, especificamente nascida a partir de técnicas de ferti-
lizacao assistida.

O Cédigo de Etica Médica brasileiro faz alusio clara aos prin-
cipios fundamentais quanto ao exercicio da Medicina, os direi-
tos do médico, bem como sua responsabilidade profissional e
os direitos humanos que devem ser respeitados!®. Numa analise
detida nesses principios, pode-se perceber o quanto a indicagdo
a criopreservagdo de gametas, anteriormente ao tratamento on-
coldgico, faz-se necessaria, tanto para preservagao fisica, moral e
emocional do paciente quanto para responsabilidade juridica do
profissional que prescreve o tratamento.

Isto posto, a existéncia de um banco de gametas constitui-se
parte do tratamento oncoldgico, além de ser é indcuo e pouco

dispendioso.
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de. Assinado: Pam Hamilton -2.301, 33 Ave. S.E.
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e é obrigatéria a op¢do por uma futura fertilidade.
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Resumo

Os padrfes atuais de beleza tém estimulado 0 uso de complexos emagrecedores, principalmente por mulheres em idade reprodutiva. Como
uma grande parte das gestagdes ndo é planejada, esta conduta pode resultar em dano para o embrido/feto. Este trabalho analisa os efeitos dos
componentes dessas formulagdes na gravidez. Foi feita uma revisédo da literatura, consultando a bibliografia da area e 0s bancos de dados PubMed,
MedLine, ScienceDirect e Micromedex. Os complexos emagrecedores contém estimulantes do sistema nervoso central — 0s anorexigenos (derivados
da anfetamina, como femproporex) e 0s antidepressivos (fluoxetina), depressores do sistema nervoso central (benzodiazepinicos); diuréticos, e
produtos de origem vegetal. Os farmacos derivados da anfetamina nao devem ser teratogénicos, mas o femproporex demonstrou efeitos adversos
na implantacao. J& fluoxetina promove a sindrome de abstinéncia neonatal, enquanto o diazepam pode causar fendas orais, baixo peso ao nascer
e mudancas neurocomportamentais. Diuréticos, como furosemida, provocaram anomalias esqueléticas em ratos pela deplecéo de potassio, e o
hidroclorotiazida causa complicacdes na mae e no feto. Atualmente, ha poucos estudos sobre a seguranca no uso das plantas medicinais. Por causa
dos diversos efeitos sobre 0 embriao/feto, as mulheres que fazem uso de complexos emagrecedores devem ser alertadas para 0S riscos em caso
de concepcao.

Unitermos: Complexos emagrecedores; Farmacos; Plantas medicinais; Toxicidade reprodutiva; Gravidez; Teratogénese.

Abstract

The current standards of beauty have stimulated the use of multiple drugs complexes to treat the obesity, mainly by women in reproductive age. As
the majority of the pregnancy is not planned, this use might result in damage for the embryo/fetus. This study aims to analyze the effect of these
components in the pregnancy. In order to perform the literature review, pertinent bibliography and data base PubMed, MedLine, ScienceDirect
e Micromedex were consulted. The complexes have stimulants of the central nervous system - the anorectic medications (derived from the
amphetamine, as fenproporex) and the antidepressants (fluoxetine); depressants of the central nervous system (benzodiazepines); diuretics, and
natural products. The amphetamine derivatives might not be teratogenic, however, femproporex had adverse effects on implantation. The fluoxetine
promoves the neonatal abstinence syndrome. Diazepam might cause oral cleft, low weight at birth and neurobehavioral changes. Diuretics, as
furosemida, provoked skeletal anomalies in rats due to potassium depletion, and hydroclorothiazide causes complications in both mother and fetus.
There are few studies about secure use of medicinal plants. Because the various effects on embryo/fetus, women who use complex to treat of
obesity must be alerted for the risks in conception case.

Uniterms: Complex for treatment of obesity; Drugs, Plants, medicinal; Reproductive toxicity; Pregnancy; Teratogenicity.
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Introducao

Os atuais padroes de beleza estimulam o uso (e abuso) de
drogas para emagrecimento, especialmente por mulheres em
idade reprodutiva. As diversas apresenta¢des dessas férmulas
contém moderadores de apetite, antidepressivos, ansioliticos,
diuréticos e laxantes. A inclusdo de plantas medicinais com
esses fins ou outros, geralmente, é comum. O objetivo deste
trabalho foi reunir dados da literatura sobre o efeito dos com-
ponentes dos complexos emagrecedores sobre a gestacdo e o
desenvolvimento embrionario e fetal, a fim de contribuir para o
esclarecimento dos riscos do uso desses medicamentos em caso

de concepgao.

Metodologia

Para avaliar os efeitos dos constituintes dos complexos
emagrecedores sobre a gravidez, foram consultados os se-
guintes bancos de dados: PubMed, MedLine, ScienceDirect
e Micromedex (pelo Micromedex foram acessados o
AltMedDex Summary, Drugdex Evaluations, Martindale: The
Complete drug reference, PoisinDex Managements e USP DI:
Drug Information for the Health Care Professional)!®. Foram
cruzados os termos obesity, pregnancy, teratogenicity, mal-
formations, medicinal plants, phytotherapy, o nome genérico
dos medicamentos diethylpropione (anfepramone), mazindol,
fenproporex, fluoxetine, diazepam, furosemide, hydrochloro-
thiazide e o nome cientifico das plantas e das algas Hypericum
perforatum, Paullinia cupana, Melissa officinalis, Passiflora, Piper
methysticum, Valeriana officinalis, Equisetum arvense, Echinodorus
grandiflorus, Rhamnus purshianus, Senna alexandrina, Agar agar,
Baccharis trimera, Cynara scolymus, Peumus boldus, Coleus barbatus,
Fucus vesiculosus ¢ Spirulina. Livros classicos da area bem como
publicagdes de érgdos de regulamentacdo como Comissdo E e

ESCOP? também foram utilizados.

Resultados

Os complexos emagrecedores sdo constituidos por far-
macos e por plantas medicinais com diversas propriedades.
Ha estimulantes do sistema nervoso central (SNC), como os
derivados de anfetamina, que sdo anorexigenos, e a fluoxetina
e o hipérico, que sdo antidepressivos. Ha também depressores
do SNC atuando como ansioliticos; diuréticos, laxantes, plan-
tas que tratam de problemas digestivos e hepaticos; e algas

para suplementacao alimentar e para outros fins.

Estimulantes do sistema nervoso central

A anfetamina foi o primeiro anorexigeno utilizado no manejo
da obesidade; sua agdo noradrenérgica inibe o centro da fome no
hipotidlamo. Suas propriedades excitatérias no SNC levaram a
procura de derivados que possuissem o mesmo efeito anorético,
mas sem o mesmo potencial de dependéncia. A dietilpropiona
(anfepramona), o mazindol e o femproporex sdo amplamente
utilizados no tratamento da obesidade’.

Estudos em animais com dietilpropiona (anfepramona) nao
resultaram em teratogenicidade. Em humanos, um estudo com
1.232 gestagbes nao evidenciou um aumento nas taxas de mal-
formacgdes congénitas®. No entanto, o uso de medicamentos para
perda de peso durante a gravidez e a lactagio é desaconselhavel,
porque pode interferir na nutriado da mae e, conseqiientemente,
na do feto”.

Estudos em animais demonstraram fetotoxicidade com altas
doses de mazindol, mas pesquisas em humanos nao identifica-
ram aumento na ocorréncia de malformacoes”°.

A toxicidade materna e a teratogenicidade do femproporex
foram avaliadas em camundongas. O nimero de sitios de im-
planta¢do obtido no Grupo Tratado foi menor do que no Grupo
Controle, sugerindo que afete o processo de implantagdo. Perda
pés-implantagdo nio foi promovida, e o crescimento intra-ute-
rino néo foi afetado''. Os filhotes machos de camundongas ex-
postas a droga durante toda a gestagdo foram avaliados quando
adolescentes e adultos em varios testes de toxicidade. Os adoles-
centes expostos tenderam a um comportamento mais ativo que
o Grupo Controle, indicando uma toxicidade comportamental
de longa duragdo, caracteristica da transmissdo dopaminérgica
alterada'.

Antidepressivos da classe dos inibidores seletivos da recap-
tacdo de serotonina, como a fluoxetina, também sdo estimu-
lantes do SNC presentes nos complexos emagrecedores. Além
da agdo antidepressiva, causam perda de apetite como efeito
contralateral®'3.

Revisando quatro estudos sobre a toxicidade reprodutiva de
antidepressivos usados durante a gravidez, foi identificada, em
um destes levantamentos, uma taxa maior de parto prematuro
e baixo peso ao nascer. Além disso, uma maior freqiiéncia de
anomalias menores (sem importancia funcional ou estética) foi
registrada em criancas expostas a fluoxetina. Contudo, esse far-
maco ndo aumentou o risco de morte intra-uterina nem causou
defeitos congénitos mais graves. O desenvolvimento das crian-
cas, em termos de fungdes cognitivas e de comportamento, nao
foi alterado. Porém, a sindrome de abstinéncia ocorreu em al-
guns neonatos cujas maes eram tratadas com o antidepressivo

perto do nascimento'*.
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Em investigagdes experimentais com ovelhas no final da
gestagdo, a fluoxetina causou um aumento do nivel plasmati-
co de serotonina, provocando diminui¢do no fluxo de sangue
para o Utero e, portanto, na oferta de oxigénio e de nutrien-
tes para o feto. Este pode ser o mecanismo responsavel pela
redugdo do crescimento dos fetos e pela indugdo do parto
prematuro’’.

A concentracido de fluoxetina e de seu metabdlito ativo
— norfluoxetina — foi avaliada no recém-nascido de maes ex-
postas a droga, no ultimo trimestre de gestagdo. O acumulo
dessas substancias se deve a pronta transferéncia placentaria,
a meia-vida longa da fluoxetina — de um a quatro dias (deter-
minada no adulto) — e a capacidade metabdlica limitada do
feto para eliminar a droga’®.

A exposicado in utero a inibidores seletivos da recaptagao de
serotonina pode provocar toxicidade serotoninérgica em 30%
dos neonatos, resultando na sindrome de abstinéncia neona-
tal. Os sintomas sao: choro persistente, irritagdo, tremores,
hipertonia, taquipnéia, taquicardia, febre, distirbios gastrin-
testinais, do sono e do sistema nervoso auténomo (bocejar,
espirrar e fungar), eventos cianéticos e petéquias na face e ao
longo do tronco'*. Em relagao ao desenvolvimento neurolé-
gico, avaliando criancas em fase pré-escolar expostas a fluo-
xetina fn utero, ndo foram encontradas alteragées no QI global,
na linguagem e no comportamento. Entretanto efeitos sutis
no desenvolvimento motor foram observados!®.

O Hypericum perforatum L. (hipérico ou erva-de-sdo-jodo),
adicionado nas formulagdes, apresenta propriedades de ini-
bidores seletivos da recaptagao de serotonina por meio da hi-
pericina e pseudohipericina. A longa meia-vida de ambas as
substancias (cerca de 30 dias) indica um acimulo no feto em
uma exposicao prolongada. Os trabalhos experimentais nao
identificaram efeitos adversos nos pardmetros reprodutivos,
no crescimento e na maturagao fisica da prole, nem no com-
portamento e nas fung¢des cognitivas'®??. Entretanto, a anali-
se histologica revelou danos no figado e nos rins (justamente
nos orgaos de excregao) dos filhotes de ratas expostas na ges-
tacdo e/ou na lactacdo”. Nao ha estudos durante a gravidez
humana e, até que seus efeitos sejam melhor compreendidos,
recomenda-se que seja utilizado com cuidado por mulheres
gravidas®.

Paullinia cupana Kunth (guarana) possui entre os seus prin-
cipais constituintes a cafeina, que foi investigada em altas do-
ses em animais, verificando-se abortos espontaneos, proble-
mas de crescimento e arritmias fetais. Contudo, é preciso mais
estudos sobre a cafeina em doses mais baixas, mais proximas

as usuais para avaliar a sua seguranca na gravidez?.

Depressores do sistema nervoso central

O diazepam é freqiientemente incluido nos complexos com
o objetivo de diminuir os efeitos excitatérios provocados pelos
estimulantes. Embora haja varios trabalhos a respeito do uso de
benzodiazepinicos na gestagao, os dados a respeito da teratoge-
nicidade e da sua a¢do no desenvolvimento e no comportamento
pés-natal ainda ndo estdo bem claros®.

Briggs, Freeman e Yafee® citaram alguns estudos sobre o dia-
zepam como responsavel por fendas labiais e palatinas, os quais
consideravam o risco baixo: 0,4% para fenda labial e 0,2% para
fenda palatina. No entanto, se comparados com a taxa de inci-
déncia das fendas orais, na populagdo em geral, que sdo 0,1%
para fenda labial e 0,04% para fenda palatina”, esse risco ndo
pode ser menosprezado.

Além disso, na metandlise realizada por Dolovich et al.?, re-
visando a literatura cientifica publicada entre 1966 e 1997 sobre
a exposi¢ao a benzodiazepinicos no primeiro trimestre, foi iden-
tificado um risco significativo da ocorréncia destas malformagoes
nos estudos de caso-controle, embora nao tenham encontrado
associacdo na anadlise estatistica dos estudos de coorte.

Em outro estudo de caso-controle, realizado na Hungria, en-
tre 1985 e 1990, foi encontrado baixo peso ao nascimento”.

InvestigacOes experimentais demonstraram que a exposigao
pré-natal a esta substincia altera os mecanismos embriologicos
responsaveis pelo desenvolvimento correto do SNC, causando
mudangas neurocomportamentais?®®.

Devido aos relatos de risco de teratogenicidade, este farmaco
deve ser evitado no primeiro trimestre de gestagdo e, por causa
da toxicidade neonatal, seu uso no terceiro trimestre também
deve ser cauteloso?3031,

Duas sindromes neonatais podem ocorrer apds o uso pro-
longado e em altas doses pela gestante. A Hloppy infant syndro-
me esta associada ao acimulo do farmaco na circulacao fetal e
é caracterizada por hipotonia, letargia e dificuldades de sucgao,
além de hipotermia e depressao respiratéria. A sindrome de abs-
tinéncia esta relacionada a abrupta diminuicdo dos niveis séricos
do diazepam no recém-nascido em consequéncia do parto e ca-
racteriza-se em tremores, irritabilidade, hipertonicidade, diarréia,
vOmito e sucgdo vigorosa®32%,

Piper methysticum G. Forst (kava-kava) e Valeriana officinalis L.
(valeriana) sdo algumas das plantas ansioliticas que podem es-
tar presentes nos complexos emagrecedores. Nao ha estudos
disponiveis sobre possiveis riscos de kava-kava na gravidez.
Entretanto, vérias espécies do género Piper sp. sdo usadas como
abortivas®®. J4 a valeriana, administrada a ratas, ndo promoveu
fetotoxicidade, porém houve retardo na ossificacdo com altas

doses administradas®.
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Diuréticos

O emprego de diuréticos na gravidez nio é aconselhado
porque provoca a deplecdo do volume sangiiineo, diminuindo
a perfusdo utero-placentdria e, conseqientemente, prejudica o
crescimento e o desenvolvimento fetal. A furosemida, por causar
hipocalemia e alcalose metabdlica, resultou em anomalias esque-
léticas em ratos. Ja a hidroclorotiazida causa varias complicagbes
na mée e no feto, como desequilibrio eletrolitico, hiperglicemia

e hiperuricemia®?.

Laxantes

Existe a crenca de que plantas laxativas, como Rhamnus put-
shianus D.C. (cascara-sagrada) e Senna alexandrina Mill. (sene)
contribuem para a perda de peso. Esta perda é conseqiiéncia da
diarréia induzida pelo laxante e pode provocar uma grande perda
de agua e eletrdlitos. A cessacdo do tratamento é seguida pela
restauracao do peso®. Laxantes estimulantes sdo contra-indica-
dos na gravidez por possuirem antraquinonas, que estimulam a

contratilidade muscular e sdo citotdxicas®*+2.

Medicamentos para problemas digestivos e
hepaticos

As formulagdes podem conter plantas que auxiliam na emul-
sificacdo dos lipidios, como Baccharis trimera (Less) D.C. (carque-
ja), Cynara scolymus L. (alcachofra), Peumus boldus Mol. (boldo ou
boldo-do-chile) e Coleus barbaus B. (falso-boldo).

Nao ha dados disponiveis sobre o efeito na gravidez da car-
queja e da alcachofra. No entanto, o boldo ja causou abortos e
efeitos teratogénicos em fetos de ratas previamente tratadas®,
e o falso-boldo mostrou um efeito anti-implantacdo em ratas e

provocou um atraso no desenvolvimento fetal*.

Medicamentos para outros fins

As algas auxiliam no emagrecimento porque suprimem o
apetite ao dar uma sensacdo de plenitude gastrica e ao retardar
o0 esvaziamento gastrico. Além disso, diminuem a absor¢do de

glicidios e lipidios®.

O Fucus vesiculosus L. é um polissacarideo de algas rico em
iodo. Por isso, interfere na sintese dos hormoénios da tiredide do
feto, causando hipotireoidismo. O bécio congénito resultante
pode obstruir as vias aéreas no periodo neonatal®.

As investigagdes experimentais sobre a toxicidade reprodu-
tiva da Spirulina nao indicam efeitos adversos na gestacao, in-
clusive para o feto?*. Por ter uma composi¢do rica em ferro,
pode ser uma boa suplementagdo nesse periodo para combater

a anemia®.

Discussao

O uso de complexos emagrecedores é feito geralmente por
mulheres em idade reprodutiva. Como uma grande parte das
gestagOes ndo é planejada, a mulher, antes de ter conhecimen-
to da sua gravidez, pode expor o embrido a essas substancias,
justamente no periodo mais critico do desenvolvimento: até
a oitava semana, quando termina a organogénese. As conse-
quiéncias podem ser um efeito embriotéxico, a inibi¢do da
implantagao, o surgimento de malformacoes e/ou de anoma-
lias. Os efeitos sobre o feto dependem do farmaco, da época
de exposicao durante a gestacdo, da freqiiéncia e da dose to-
tal. Os medicamentos administrados depois da fase de orga-
nogénese, ou seja, durante o segundo e terceiro trimestres,
portanto, no periodo fetal, pouco provavelmente produzirdo
malformacdes, ainda que alguns possam alterar o crescimento
normal dos érgaos e interferir no crescimento e no ganho do
peso do feto?”,

Além disso, para muitos medicamentos incluidos nos com-
plexos ndo ha informagdes em relacdo a seguranga do seu uso
durante a gestacdo e, para outros, os dados disponiveis sdo
contraditorios. O ideal é evitar qualquer tipo de medicamento,
principalmente durante o primeiro trimestre e, em especial, as
associagbes, porque podem potencializar os efeitos adversos so-
bre o embrido/feto.

As mulheres que fazem uso de complexos emagrecedores,
especialmente aquelas em idade reprodutiva, sujeitas a uma ges-
tagdo ndo-planejada, devem ser alertadas para os riscos em caso
de concepgdo e devem ser constantemente monitoradas para o

ocorréncia de uma possivel gravidez.
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Células-tronco endometriais: o atual e o futuro
Endometrial stem cells: today and future
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Resumo

Células-tronco séo definidas pelas suas propriedades de autoduplicacao e de diferenciacédo em diversos tipos histologicos, sendo que na forma
adulta podem ser obtidas a partir da medula 6ssea e de sitios extramedulares. Recentemente, foi localizado no endométrio um nicho com células
pluripotentes que, além de se diferenciar em células endometriais, também se diferencia em outros tipos histoldgicos. Esta revisdo analisa 0 conceito
de célula-tronco, suas particularidades no endomeétrio e discute o futuro da empregabilidade desses avancos na fisiopatologia das doencas e na
proposta de novos tratamentos.

Unitermos: Células-tronco; Endomeétrio; Infertilidade; Endometriose.

Abstract

Stem cells are defined by their unique capacity for self-renewal and multilineage differentiation. Stem cells have been obtained from multiple
extramedullary tissues. Recently, a population of progenitor cells have been identified in the endometrium and a multilineage differentiation of
endometrial stem cells has been reported. This narrative review will analyze the stem cell concept, the endometrial characteristics and the importance
in the disease and future treatments.

Uniterms: Stem cells; Endometrium; Infertility; Endometriosis.
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Introducao

Em um homem adulto, existem cerca de 75 trilhdes de
células, dentre as quais, encontram-se em torno de 200 tipos
celulares distintos, sendo que todos derivam de células pre-
cursoras, denominadas células-tronco. O processo de diferen-
ciagdo, que gera as células especializadas — da pele, dos ossos
e cartilagens, do sangue, dos musculos, do sistema nervoso e
dos outros 6rgdos e tecidos humanos —, é regulado em cada
caso pela expressdo de genes especificos na célula-tronco e por
citocinas locais, mas ainda nao se sabe em detalhes como isso
ocorre e que outros fatores estao envolvidos!. Um dos grandes
desafios da ciéncia na atualidade é compreender e controlar
esse pProcesso.

Nos tltimos anos, a literatura médica tem identificado di-
versos sitios de formagdo de células-tronco: medula dssea, figa-
do e cérebro. Recentemente, Taylor? demonstrou a presenga de
células-tronco derivadas da medula 6ssea no endométrio. Essa
descoberta abre um ntumero ilimitado de possibilidades para o
tratamento das mais diferentes patologias em ginecologia.

O presente estudo revisa o conceito de célula-tronco, sua
presenca no endomeétrio, assim como propdem novas possibili-

dades para tal descoberta.

Células-tronco

A célula-tronco tipica é o 6vulo fertilizado (zigoto). Essa
Unica célula é capaz de gerar todos os tipos celulares existentes
em um organismo adulto, até os gametas. A capacidade de gerar
um organismo adulto completo a partir de apenas uma célula
tem fascinado os bidlogos desde a sua descoberta pelo alemao
Theodor Schwann, em 1839°.

Ja no inicio do século 20, varios embriologistas, entre eles
os alemdes Hans Spemann e Jacques Loeb, comecaram a deci-
frar os segredos das células-tronco por meio de experimentos
engenhosos com células de embrides. Tais pesquisas revelaram
que, quando as duas primeiras células de um embrido de anfibio
sdo separadas, cada uma é capaz de gerar um girino normal, e
que, mesmo ap0s as quatro primeiras divisdes celulares de um
embrido de anfibio, o nicleo dessas células embrionarias ainda
pode transmitir todas as informagdes necessarias a formacao de
girinos completos, se transplantado para uma célula da qual o
ntcleo tenha sido retirado (célula enucleada)®.

As células-tronco tém as seguintes caracteristicas basicas:
sdo indiferenciadas e tém a capacidade de gerar ndo sé novas
células-tronco como grande variedade de células diferenciadas
funcionais®.

Usando uma classificagdo quanto o momento de obtengao

das células-tronco, pode-se dividi-las em:

» adultas: sdo encontradas em diversos tecidos do corpo hu-
mano, como medula ssea, sangue, figado, cordao umbilical,
placenta e endométrio. Estudos recentes mostram que estas
células tém uma limita¢do na sua capacidade de diferencia-
¢ao, o que reduz a formacao in vitro de tecidos a partir delas, e
que possuem a mesma idade cronoldgica do individuo adul-
to, sendo visto pela qualidade dos telomeros das mesmas;

e embriondrias: sdo encontradas no embrido humano e sdo
classificadas como totipotentes ou pluripotentes, devido a

possibilidade de diferenciagdo em qualquer outra célula.

Dentre todas, as embriondrias sdo conhecidas ha mais tempo,
mas nas Ultimas décadas, descobriu-se que tecidos ja diferenciados
de organismos adultos conservam essas células precursoras, po-
dendo citar como exemplos o cérebro, a medula, o figado e, mais
recentemente, o endométrio. A capacidade de diferenciagio tam-
bém determina um dos tipos de caracterizagao das células-tronco:
» totipotentes, que podem produzir todas as células embriona-

rias e extra-embrionarias;

e pluripotentes, que podem produzir todos os tipos celulares
do embrido, menos placenta e anexos;

e multipotentes, que podem produzir células de wvarias
linhagens;

» oligopotentes, que podem produzir células dentro de uma

Unica linhagem;

e unipotentes, que produzem somente um Unico tipo celular

maduro®.

Células-tronco adultas

Sabe-se que alguns tecidos de um organismo adulto regene-
ram-se constantemente. Isso acontece com a pele, com as pare-
des intestinais e, principalmente, com o sangue e endomeétrio,
que tém suas células destruidas e renovadas constantemente em
um complexo finamente regulado processo de proliferagao e di-
ferenciacao celular.

Os estudos feitos ha décadas sobre a hematopoiese, a partir
de células-tronco multipotentes, mostraram que elas originam
células progressivamente mais diferenciadas e com menor capa-
cidade proliferativa. Essas células-tronco podem gerar as linha-
gens precursoras mieléide e linféide, que originam todos os nove
tipos celulares presentes no sangue, de hemdcias a linfécitos®.

E recente a constatacio de que, além da pele, do intestino e
da medula 6ssea, o endométrio e outros tecidos e rgaos huma-
nos tém um estoque de células-tronco e uma capacidade limitada
de regeneracio apds lesdes. Mais recente ainda é a idéia de que
essas células-tronco adultas sdo ndo apenas multipotentes, mas
também pluripotentes e podem migrar dos nichos formadores

paras os tecidos alvos (locais de reparagio)’.
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Essa pluripoténcia foi demonstrada pela primeira vez por
Gussoni et al. ¢, que transplantaram a medula éssea de camun-
dongos sadios em imunodeficientes com lesdes musculares e ve-
rificaram que as células-tronco mesenquimais ndo-hematopoié-
ticas, geneticamente marcadas, e por isso identificaveis como do
animal doador, migraram da medula para a area muscular lesada
do animal e promoveram a cura.

O trabalho, portanto, estabeleceu duas novas e importantes
idéias: de que as células-tronco de medula 6ssea (células-tronco
mesenquimais ndo-hematopoiéticas) podem dar origem a célu-
las musculares esqueléticas e que podem migrar da medula para
regides lesadas no musculo.

Um resultado ainda mais surpreendente foi relatado Bjornson
et al’, que demonstraram que células-tronco neurais de camun-
dongos adultos podem restaurar as células hematopoiéticas.
Com isso, introduziram o conceito de plasticidade, em que uma
célula tronco-adulta derivada de um tecido altamente diferencia-
do e com limitada capacidade de proliferacdo pode seguir um
programa de “de-diferenciagdo” totalmente diverso, se colocada
em um ambiente adequado.

A grande maioria dos sistemas e 6rgdos apresenta uma quanti-
dade de células-tronco multipotentes, localizadas numa pequena
porcao do tecido, chamadas de nichos. Os nichos sdo microam-
bientes ideais de oxigenacdo, temperatura e pH e onde as células-
tronco estdo em intensa multiplicagdo com ativagdo minima de
DNA. O processo de mobilizagdo das células a partir do nicho
para o local de diferenciagdo ou de um nicho para outro é chama-
do homing e é feita por atividade paracrina e ndo hormonal'. O
gatilho mais freqiiente para o homing é o dano celular, sendo este
resultado de hipdxia, calor ou reagentes quimicos. Os principais
sinalizadores para o processo sdo as citocinas: fator estromal deri-
vado 1 (FED-1) e fator regulador de hipéxia-1 (FRH-1)%2.

Nao esta claro como ¢ desencadeado o processo de homing
a partir da medula dssea para o nicho de células-tronco endome-
triais e dal para a reposigao celular, porém um fator determinante
para a ativagdo do processo é o dano celular e/ou tecidual segui-
do da liberacao de citocinas.

Essa pluripotencialidade das células-tronco adultas coloca a
questdo do uso medicinal dessas células em bases totalmente
novas. Sdo eliminadas ndo s6 as questdes ético-religiosas envol-
vidas no emprego das células-tronco embrionarias, mas também
os problemas de rejeicdo imunoldgica, ja que células-tronco do
proprio paciente adulto podem ser usadas para regenerar seus

tecidos ou 6rgaos lesados.

Endomeétrio

O endométrio é um dos mais dindmicos tecidos do corpo

humano e seu remodelamento periédico s6 é comparavel ao do

sistema hematopoiético. Sob a influéncia dos hormoénios este-
réides ovarianos sofrem profundas mudangas, que vao desde
o epitélio glandular endometrial até o sistema microvascular,
preparando-se para uma possivel implantagdo embriondria a
cada 28 dias™.

Caso isso nao ocorra, o tecido sofre nova modificacio e a
menstruagao ocorre seis dias depois. A reepitelizagdo comega ja
com o processo de descamagdo endometrial e segue-se entdo a
regeneragdo dos componentes estromais e nova fase prolifera-
tiva. As bases moleculares desse dramatico processo de remo-
delagdo nao sao bens conhecidos, porém uma das hipéteses é a
atuacao das células-tronco.

O endométrio apresenta trés camadas histologicamente dis-
tintas: profunda ou basal; intermediria ou esponjosa; superficial
ou compacta. As camadas intermedidria e superficial formam a
camada funcional do endométrio, desprendendo-se em grande
parte por ocasido da menstruacao. Ja a camada basal nao é eli-
minada e permite a renovagdo do endométrio para o proximo
ciclo menstrual.

Divide-se a camada basal em duas: lamina ltcida, que esta
adjacente a membrana basal, e a lamina densa, que esta locali-
zada abaixo desta e onde se encontra o nicho de células-tronco
embrionarias, responsaveis por parte da regeneragao do tecido.
Esse nicho é um microambiente ideal de oxigenacdo e pH e esta
limitado a uma pequena porgao da camada basal'.

Estudos de Schawab, Chan e Gargett!” e Chan, Schwab e
Gargett! comprovaram a presenca do nicho de células-tronco
embrionarias na lamina densa, e que, sob a influéncia do fator
de crescimento epidermal, fator alfa de transformagao do cresci-
mento e o fator de crescimento derivado das plaquetas BB, esse
nicho libera células que se diferenciam em células endometriais
estromais e epiteliais independente da fase do ciclo menstrual.

Durante o estabelecimento da gestagdo por meio do ho-
ming, os nichos endometriais favorecem a formagdo de novos
nichos de células-tronco, em especial os localizados na decidua
basal e decidua parietal. O liquido amnidtico € rico de células-
tronco no segundo e terceiro trimestres, sendo estas provenien-
tes tanto do feto como da mae (decidua) e podem representar a
primeira linha de defesa na vigéncia de uma ruptura prematura

de membranas®.

Células endometriais derivadas de células-
tronco de medula 6ssea

Uma das mais intrigantes constatagbes sobre a plasticida-
de das células-tronco ndo-hematopoiética derivadas da medula
6ssea € a feita por Taylor. Nesse estudo, o autor avaliou biop-
sias endometriais de quatro pacientes, que, devido a leucemia,

receberam doacdes de medula dssea. Comparou por imuno-

Reprod Clim. 2008; 23(3):105-10

107




Penna et al

histoquimica, o tipo do HLA das células do tecido biopsiado
com a das doadoras e constatou que parte das células endome-
triais era das doadoras. A maior propor¢do das doadoras era de
células estromais, representando quase 50% do total®.

Seguindo o mesmo raciocinio, Du e Taylor!s repetiram o de-
senho do estudo anterior em camundongos, porém, dessa vez,
testaram a possibilidade de células-tronco da medula éssea de
camundongos machos povoarem os nichos endometriais e se-
rem a origem das células diferenciadas endometriais. Para tanto,
os autores irradiaram a medula de camundongos fémeas, reali-
zaram o transplante de medula 6ssea com machos doadores e,
por meio da técnica de FISH observaram que parte das células
endometriais possuiam o cromossomo Y. Com esses dados, ndo
s6 comprovaram o resultado do estudo anterior, como demons-
traram que é possivel ser formar tecido género especifico inde-

pendente do sexo genético.

Pluripoténcia das células tronco
endometriais

Uma vez demonstrada a presenca do nicho de células-tronco
no endométrio, criou-se a possibilidade desse ser uma fonte ex-
tramedular de células pluripotentes, ou seja, que essas células
poderiam dar origem a outros tipos histolégicos.

Para provar essa teoria, Wolff et al.”” obtiveram biopsia endo-
metrial de uma paciente no menacme. A partir dessa, realizou-se
a cultura das células endometriais em um meio de cultura especi-
fico para o desenvolvimento de condrdcitos, chamado de meio de
cultura condrogénico. Apés o periodo de encubagio de 21 dias,
as células foram analisadas quanto a presenga de marcadores de
tecido cartilaginoso como sulfato de glicosaminoglicanas e cola-
geno do tipo II. Os dados demonstraram claramente a formagao

de tecido cartilaginoso, provando a teoria da pluripotencialidade.

ImplicacGes das células-tronco
endometriais

A descoberta da presenga de células pluripontentes no endo-
métrio nos permite criar ilagdes sobre a fisiopatologia e cura de

diversas doengas ginecoldgicas.

Endometriose

A endometriose é uma das tnicas doengas benignas capazes
de produzir metastases. Como isso ocorre¢ Em parte, devido a
sua fisiopatologia. Existem inUmeras teorias, sendo que todas
convergem para a presenga de células endometriais ectopicas.
Nesse ponto, o estudo de Taylor com as células-tronco da me-

dula éssea traz a luz a possibilidade de que essas células, quando

na presenga de um microambiente adequado, poderiam se dife-
renciar em células endometriais. Parte dessa ilagdo ja foi escla-
recida por Leyendecker et al. ¥, quando os mesmos demonstra-
ram que o epitélio ectdpico apresenta nichos de células tronco

endometriais.

Ablacao de endomeétrio

As técnicas de segunda geragao de ablagdo endometrial des-
troem entre 3 a 5 mm do endométrio, o suficiente para a remogdo
da membrana basal. Por isso, deveria ser o suficiente para causar
amenorréia; entretanto, apesar de 90% das pacientes submetidas
a técnica apresentarem redugdo do volume menstrual, apenas
50% entra em amenorréia e um numero significativo apresenta
recidiva nos cinco anos seguintes ao procedimento®”.

Entre as explicacdes para esse fenémeno estdo estudos com
muitos baias, variagdo nas técnicas e possivelmente as células-
tronco. A hipétese seria que a destruicdo da membrana basal do
endométrio dispararia um processo de homing em que células-
tronco de outros nichos, como medula éssea, repovoariam o lo-

cal e desenvolveriam um novo endométrio.

Infertilidade

As técnicas de reproducio assistida sofreram grandes avan-
¢os nos ultimo anos; entretanto, nos melhores casos, as taxas de
gravidez raramente superam os 40%. Uma das explicagbes para
essa porcentagem € o processo de implantacdo criado pela qua-
lidade endometrial. A maioria das alteragoes endometriais que
possam reduzir o sucesso das técnicas é desconhecida, porém
outras como aderéncias endometriais e discordancia da datagao
histolégica do endométrio podem ser, no futuro, passiveis de

correcao com a utilizacao de células-tronco.

Tratamentos no futuro

Dentre as grandes discussdes sobre o uso das células-tronco,
esta a ética na forma de obtencdo das mesmas. Os dados do
trabalho de Wolff e Taylor criaram novo horizonte a possibili-
dade de sua obtengdo a partir de endométrio e futuramente da
menstruacao de células capazes de ser “de-diferenciar” em diver-
sas outras.

Outro ponto importante é de que essas descobertas favore-
cam a Medicina Regenerativa. O grande objetivo dessa nova area
é restaurar células, tecidos e 6rgdos perdidos ou lesionados®. A
plasticidade inerente as células-tronco, em especial as compro-
vadamente capazes de se “de-diferenciar” € a base da Medicina
Regenerativa moderna, sendo que sua utilizagdo pode ser feita

por cinco métodos diferentes:
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implantacdo local: seria a introducdo de células-tronco no
local especifico e nesse ambiente estas se diferenciariam no
tecido lesado;

transplante sistémico: o método é semelhante ao realiza-
do no transplante de medula Gssea, entretanto, nesse caso,
células-tronco provenientes da medula éssea nao-hemato-
poiética seriam introduzidas de forma sistémica com o intui-
to de promover a regeneragdo tecidual. Esse procedimento
ja foi realizado com sucesso em criangas com osteogénese
imperfecta;

terapia genética em células tronco: as modificagdes genéti-
cas das células-tronco sdo atrativas, pois dessa forma, apenas
uma célula-tronco modificada pode dar origem a todo um
tecido geneticamente diferente. Um exemplo seria formar
todo um endométrio a partir de uma célula-tronco onde o

gene HOXA10, essencial para a implantagdo, tenha sido in-

engenharia tecidual: o conhecimento de que determinado
microambiente pode direcionar a diferenciacdo das células-
tronco ja utilizadas para, de forma artificial ou in vitro, criar
tecidos e alguns 6rgdos a partir dessas células;

indugdo do homing: entender, dominar e controlar quais ci-
tocinas e quais quantidades sdo responsaveis pelo processo
de homing e diferenciagdo significara a possibilidade de se
promover a regeneragdo de tecidos, sem a necessidade da
fase extra-corpérea e, conseqlientemente, com menores Iis-

cos e menos questdes éticas®.

As células-tronco ja sao realidade no cotidiano atual da so-

ciedade. Importantes passos tém sido dados na pesquisa dessas

células precursoras, em Ginecologia e Obstetricia e muito ou-

tros ainda virdo. As células-tronco provenientes do endométrio

podem, em um futuro préximo, tornar-se a fonte mais facil de

crementado, favorecendo assim a implantacao; obtencao.
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Ultra-sonografia na avaliacao da reserva ovariana
Ultrasonographic evaluation of ovarian reserve
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Resumo

Os ovarios sofrem constantes alteracoes fisicas e funcionais durante o ciclo de vida da mulher. Seu envelhecimento reflete o processo de deplecao
folicular e a queda na qualidade oocitaria, estando diretamente relacionado ao declinio da fertilidade feminina. Na busca de predizer alteracdes
ovarianas relacionadas a infertilidade, diversos testes foram desenvolvidos, destacando-se a ultra-sonografia transvaginal, por ser um método ndo-
invasivo, de facil acesso e de boa acuracia na avaliacdo da reserva ovariana, quando comparado aos demais. Este artigo tem por objetivo mostrar
qual o papel da ultra-sonografia até entdo, na area de Reproducao Assistida, detalhando como este método pode ser utilizado de diferentes formas
na abordagem de pacientes com infertilidade conjugal, auxiliando em seu rastreamento, diagndstico e tratamento.

Unitermos: Ultra-sonografia; Ultra-sonografia Doppler; Infertilidade.

Abstract

The ovaries are constantly submitted to physical and functional changes, through women’s life. It's own aging reflects the process of follicular
depletion and the downfall at the oocitary brand, which are directly related to the abatement of the female fertility. Many tests were developed aiming
the prediction of ovarian changes related to infertility. Transvaginal ultrasound is non invasive method that shows good accuracy for ovarian reserve
evaluation. The objective of this article was to discuss the applications of ultrasonography in the Human Reproduction field nowadays; showing the
different possible uses for the infertility evaluation for its screening, diagnosis and treatment.

Uniterms: Ultrasonography; Doppler ultrasonography; Infertility.
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Introducao

Os ovarios sdo ¢rgaos femininos que sofrem constantes
alteracdes fisicas e funcionais durante o ciclo de vida da mu-
lher. Modificagdes em seu tamanho, volume, pool folicular e
em sua func¢do hormonal e reprodutiva sdo observadas durante
o desenvolvimento feminino. A deplecdo progressiva de foli-
culos primordiais como resultado da atresia e do recrutamento
folicular no ciclo ovulatério é um dos mais importantes fatores
determinantes da fertilidade feminina'. Sabendo-se que o enve-
lhecimento ovariano reflete o processo de deplecdo folicular e
o declinio na qualidade oocitaria?, diversos testes foram desen-
volvidos com o intuito de avaliar a reserva ovariana e predizer o
sucesso de uma estimulacdo oocitaria, ou mesmo seu desfecho®.
A redugdo da reserva ovariana esta associada nao s6 ao pro-
cesso de infertilidade feminina, mas também a capacidade do
ovario em responder ao estimulo, com o uso de gonadotrépicos
durante os tratamentos de reproducgdo assistidal. Sendo assim,
a identificacdo de mulheres com reducao de sua reserva folicu-
lar permite um aconselhamento pré-tratamento adequado, ou
mesmo alteragdes no protocolo adotado inicialmente, buscando

otimizar seu potencial de respostal.

Ultra-sonografia transvaginal

Frente aos varios testes hormonais disponiveis atualmente,
a ultra-sonografia transvaginal apresenta-se como um método
nao-invasivo e acurado na avaliagdo da reserva ovariana, quando
comparado aos demais®. As variagGes inter e intra-observador, na
afericdo do volume ovariano e na contagem de foliculos antrais,
demonstraram ser pequenas quando utilizada essa técnica, o que
a elege como um bom método de avaliagao®.

Em relagdo ao volume ovariano, estudos confirmam que sua
redugdo ¢ um sinal precoce de baixa reserva folicular®®. Um vo-
lume ovariano reduzido esta relacionado também a uma alta taxa
de cancelamento de ciclos induzidos*”. No entanto, como pre-
ditor de resposta estimulatéria, sua sensibilidade e especificidade
sdo inferiores a contagem de foliculos antrais®.

A contagem de foliculos antrais (entre 2 e 5 mm) presente na
fase folicular inicial representa o pool folicular, podendo ser facil-
mente avaliada pela ultra-sonografia®. Um ntumero reduzido de
foliculos antrais, como preditor de baixa reserva folicular, surge
precocemente a elevagdo do nivel sérico de FSH?. Outra grande
vantagem desse pardmetro de estudo, em relagdo aos demais, é
a possibilidade de predizer uma hiper-resposta ou baixa resposta
a um estimulo ovariano. Estudo realizado por Kwee et al.® de-
monstrou que um numero superior a 14 foliculos antrais aumen-
ta o risco de uma hiper-resposta, ou mesmo do surgimento da

sindrome do hiperestimulo ovariano (SHO).

Ultra-sonografia tridimensional

Recentemente, varios estudos analisando o uso da ultra-so-
nografia tridimensional véem sendo realizados com o intuito de
demonstrar sua aplicabilidade na drea de Reprodugdo Assistida.

Com esta técnica a avaliacdo ovariana pode ser abordada
de algumas maneiras. O modo multiplanar fornece informa-
¢Oes simultdneas do plano longitudinal, transversal e coronal,
permitindo a rota¢do da imagem, e sua avaliacao espacial, com
conseqliente abordagem do volume ovariano (Figura 1). O
modo Virtual Organ Computer-aided Analysis (VOCAL) utiliza
o delineamento manual do cértex ovariano no plano transver-
sal para o calculo do seu volume (Figura 2). O modo tridimen-
sional invertido é um modo aplicado no VOCAL que permite
subtrair o cértex ovariano, para uma visualizagao Unica dos fo-
liculos antrais (Figura 3)°.

Em estudo realizado por Jayaprakasan et al ?, ficou de-
monstrado que a utilizagdo da ultra-sonografia tridimensio-
nal na medida do volume ovariano estd menos sujeita a uma
discordancia inter-observador, por mostrar uma imagem mais
proxima da real. No entanto, seu uso ainda ndo é consenso
para avalia¢do dos foliculos antrais'. Quanto a variagdo desses
pardmetros de reserva ovariana entre ciclos menstruais, a con-
tagem dos foliculos antrais mostrou ser o mais estavel quan-
do comparado ao volume ovariano e ao FSH basal'. Tendo-se
como base que a variagdo interciclo do nimero total de folicu-
los antrais € pequena, ndo parece ser necessaria a aferigao pré-
via desse pardmetro antes de cada ciclo de fertilizagdo in vitro
(FIV), caso os ciclos subseqlientes sejam realizados dentro de
seis meses do primeiro acesso a este parametro’.

Um estudo publicado em 2007° mostrou que a medida dos
foliculos antrais pelo método tridimensional acrescenta poucas
informagoes quando comparado ao bidimensional, na predi-
¢do do numero de foliculos com tamanho maior ou igual a 10
mm, no numero real de odcitos que serdo captados e na taxa de
nao-concepgao. Além disso, a técnica tridimensional, no modo
inversdo, necessita de um tempo maior para sua realizagdo, do
que o método bidimensional ou tridimensional modo multi-
planar. No entanto, este mesmo estudo mostrou que o modo
de inversdo tridimensional possibilita uma melhor relagdo en-
tre numero de foliculos antrais e nimero de odcitos captados.
Provavelmente devido a uma melhor percepgdo daimagem, por
permitir o isolamento dos mesmos, com atenuagao dos erros,
principalmente na presenga de grande numero de foliculos.

A contagem de foliculos antrais medida por qualquer uma
das trés metodologias — bidimensional, tridimensional multipla-
nar ou invertida — parece ser um bom preditor de mé-resposta
ovariana isolado, com alta sensibilidade e especificidade, com

um ponto de corte étimo entre seis a sete foliculos’.
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Figura 1 - Ultra-sonografia tridimensional do ovario: modo multiplanar
demonstrando trés planos de imagens relacionadas: longitudinal
(acima e a esquerda); transversal (acima e a direita) e coronal (abaixo
e a esquerda). Os pontos amarelos na imagem A, vermelho na imagem
B e azul na imagem C correspondem ao mesmo ponto ovariano Visto
em planos diferentes.

Figura 3 - Ultra-sonografia tridimensional do ovéario: modo invertido
aplicado sob o modo VOCAL, com demonstracao dos foliculos
antrais.

Ultra-sonografia Doppler

Com o conhecimento de que o fluxo sanguineo folicular
surge na fase antral e parece ter um papel importante no cres-
cimento e desenvolvimento do foliculo que contém o odcito, e
também na qualidade oocitéria, alguns estudos”® 1" foram rea-
lizados com o objetivo de verificar a relacdo da vascularizacdo
folicular e ovariana com a resposta ovariana e o desfecho dos
ciclos de FIV.

Utilizando-se da técnica Color Doppler ou Power Doppler
(Figura 4) e analisando-se o pico de velocidade sistdlica dos
foliculos individualmente, procura-se predizer o nimero de
odcitos captados, o potencial de desenvolvimento oocitario,
a qualidade embriondria e a taxa de gestacdo. Em estudo re-

alizado por Jarvela et al.’, ficou demonstrado que um pico de

Figura 2 - Ultra-sonografia tridimenional do ovario: modo VOCAL - a
medida é realizada no plano B por meio do delineamento manual do
cortex ovariano e por meio da rotacdo em 180° forma-se a imagem
tridimensional do ovario (D).

Figura 4 - Ultra-sonografia Doppler: avaliacao folicular.

velocidade sistdlica estromal alto ou um indice de resisténcia
baixo, avaliados antes do inicio da estimulagao gonadotréfica,
parece estar associado a um numero maior de oécitos captados.
A estimulagdo com gonadotrofinas parece induzir altera¢des na
vascularizagdo e no fluxo sanguineo ovariano, que se relacio-
nam com a contagem de foliculos antrais, podendo ter um im-
pacto sob a concepgao’.

Até o momento ndo esta definido o real papel da ultra-sono-
grafia Doppler na area de Reprodugdo Assistida. Ha os que re-
ferem que a avaliagdo do Doppler apds supressao pituitaria ndo
parega demonstrar nenhuma informagdo adicional na predigao
da resposta estimulatéria, durante um ciclo de FIV’. E ha os que
defendem que o método auxilia a andlise de resposta ovariana
quando associado a outros pardmetros, apresentando significan-

cia na predi¢do de oécitos captados®.
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Consideracoes finais

A busca por parametros que fornegam dados concretos e fi-
dedignos sobre a reserva ovariana ndo cessam. Estudos recentes
avaliaram outras formas de aferi¢do ovariana que possam ser
tdo ou mais fidedignas quanto o volume ovariano. A medida da
maior largura ovariana demonstrou ter uma boa relagdo com sua
reserva, quando comparada com ao seu comprimento ou a mé-
dia entre comprimento e largura ovarianos®. Em uma metanalise,
observou-se que, comparando os varios testes preditores da re-
serva ovariana existentes, usados conjugadamente, com a avalia-
¢do isolada do nimero de foliculos antrais, ndo havia diferenca
estatistica na predicdo de baixa resposta ovariana, mostrando a
superioridade desse método, até entdo®.

Porém, mesmo sabendo-se que o numero total de foliculos
antrais continua sendo o melhor preditor de resposta ovariana,

comparado com idade, niveis de FSH basal e volume ovariano
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Efeito vascular do acetato de medroxiprogesterona
nas artérias oftalmica e central da retina avaliados
pela ultra-sonografia Doppler: ensaio clinico controlado
aleatorizado, duplo-cego e controlado com placebo

Medroxyprogesterone acetate vascular effect in retinal and ophthalmic artery
evaluated by ultrasound Doppler: randomized clinical trial, triple blinding
and placebo controlled
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Resumo

Objetivo: avaliar os efeitos do acetato de medroxiporgesterona na resisténcia vascular das artérias oftalmica e central da retina medidos por meio do
estudo doplerfluxometrico. Material e métodos: foi realizado ensaio clinico, prospectivo, longitudinal, aleatorizado, controlado com placebo, duplo-
cego, com 216 mulheres na menopausa, sendo que 108 utilizaram acetato de medroxiprogesterona (Grupo Estudo) e 108 placebo (Grupo Controle).
No Grupo Estudo, das 108 mulheres que iniciaram o estudo, 92 retornaram ap6s 30 dias para a realizacdo do exame e no Grupo Controle retornaram
93. Foram estudadas as artéria oftdlmica e central da retina, determinando-se o indice de resisténcia (IR), indice de pulsatilidade (IP) e relacdo sistole/
diastole (S/D). As aferigdes foram feitas antes do inicio do uso da medicagdo e 30 dias apos seu inicio. Foi utilizado o teste t de Student para amostras
independentes na comparacao das médias entre 0S grupos e para amostras dependentes na comparacéo entre as médias dentro do mesmo grupo.
Resultados: a comparacéo das caracteristicas das mulheres nos dois grupos ndo mostrou diferencas significantes entre elas, em relacéo a: idade,
tempo de menopausa, indice de massa corporea, pressao arterial, paridade e frequéncia cardiaca. O grupo que usou o principio ativo acetato de
medroxiprogesterona apresentou elevacao dos IR, IP e S/D, tanto nas artérias oftalmicas como central da retina. No Grupo Controle ndo houve aumento
dos indices avaliados no segundo exame, 30 dias depois. Conclusdes: 0 acetato de medroxiprogesterona apresenta efeito na microvascularizagao
cerebral, determinando uma elevacao da resisténcia vascular nas artérias oftalmicas e centrais da retina, medidos por ultrasonografia Doppler.

Unitermos: Progesterona; Artéria oftdlmica; Artéria central da retina; Ultra-sonografia Doppler; Terapia de reposicao hormonal.

Abstract

Objective: to evaluate the Doppler ultrasound parameter of the ophthalmic artery and central retinal artery after Medroxyprogesterone acetate administration.
Material and methods: a prospective, longitudinal, randomized, double blind placebo controlled study, with 216 climateric women. A total of 108 patients
used medroxiprogesterone acetate (study group) and 108 used placebo (control group). In the study group 92 women completed the study and in the
control group 93 women. Ophthalmic and central retinal arteries were evaluated in order to determine the resistance index (Rl), pulsatility index (Pl) and
systole/diastole (S/D) relation. The examination were performed before starting medication and on the 30" day of medication. Results: both groups were
similar in relation to age, time of menopause, body mass index, blood pressure, parity and cardiac frequency. The study group presented increase of all
Doppler flow indexes: R, Pl and S/D of the ophthalmic and central retinal arteries after using medroxiporgesterone acetate. In the control group all indexes
were similar after using medication. Conclusions: medroxyprogesterone acetate affects cerebral vascularity increasing vascular resistance.

Uniterms: Progesterone; Ophthalmic artery, Central retinal artery; Ultrasonography, Doppler; Hormonal replacement therapy.
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Introducao

Os progestagénios sao largamente utilizados na pratica mé-
dica e uma das suas principais indicagdes é na reposicdo hor-
monal do climatério, quando se associa ao estrogénio visando a
protecdo endometrial. A associagdo do progestagénio a terapia
de reposicdo hormonal combinada (estrogénio+progestagénio),
seja de maneira continua ou ciclica, tem a finalidade de impedir
a hiperplasia e o adenocarcinoma do endométrio}; sdo esterdides
sexuais, tendo em sua estrutura quimica o anel comum aos éste-
res do colesterol, o cicloperidrofenantreno.

O progestagénio mais usado em reposigdo hormonal é o
acetato de medroxiprogesterona’ e tem por nome cientifico:
17-a-acetoxi-6-a-metilprogesterona-6-ametil-17-a-acetoxi-
progesterona. Trata-se de um derivado C 21(C,,H,,0,) e, como
tal, tem pouca atividade androgénica. Bioquimicamente, age
por meio de mecanismos que envolvem a ativagdo do receptor
intranuclear (acdo genomica) e também por a¢oes ndo-gendmi-
cas, ao estimular fatores de crescimento e outras substincias
intracelulares.

A progesterona e outros progestagénios, como o acetato
de medroxiprogesterona (MPA), diferem nas acoes endoteliais.
Podem, dependendo da dose, vias de administragio e tipo de
composto, exercer atividades vasodilatadoras ou constritoras®.

Os progestagénios agem principalmente ao se combinarem
com estruturas especificas no nucleo, que sdo membros da fa-
milia dos receptores esterdides. Existem duas formas isomé-
ricas dos receptores dos progestagénios: A (PR-A) e B (PR-B).
Sao semelhantes, com excecao de 164 aminodcidos adicionais
no término do PR-B. Por esta razio, os dois variam em sua ati-
vidade bioldgica, sendo o PR-B dez vezes mais ativo do que o
PR-A* Evidéncias sugerem que, em decorréncia da similaridade
receptor-horménio, 60% dos dominios obrigatérios nas ligagoes
entre os receptores androgénios incluem agdes dos progestagé-
nios, como o MPA, que, por sua vez, pode se ligar em ambos os
receptores esteréides.

A presenga de receptores progestogénicos nos vasos sangtii-
neos é relevante, visto ter, além das a¢des genomicas classicas,
possibilidade de interacdes com co-fatores, os quais podem
condicionar uma resposta vascular ampla, dose-dependente,
via de administragdo dependente, tipo de progestagénio indu-
zido, contrabalancada por fatores antiprogestinicos, etc. Essa
acdo parece ser dose-dependente, ter o estimulo em tempo
prolongado e, também como por meio de progestagénio sin-
tético, pode ter efeito adverso, com proliferacdo desordenada
do endotélio, levando a maior reatividade vascular’. O predo-
minio de a¢des ndo-genoémicas pode definir o efeito vascular
principal dos progestagénios, se eles ocasionam vasodilatagdo

ou vasoconstrigao.

A facilidade de acesso aos vasos orbitais, simplicidade de
execucdo, auséncia de efeitos adversos e desconforto, além de
rapidez no procedimento, tornam o método, utilizado nesse
estudo, reprodutivel®. Ressalta-se que, a microvascularizagdo
desse sitio anatomico reflete de maneira confiavel os efeitos no
sistema nervoso central, pois a artéria oftdlmica é ramo direto da
artéria carotida interna, e a central da retina, a sua continuagao.
O que ocorre nesses pequenos vasos pode representar o que
ocorre no cérebro.

Algumas observagdes clinicas indicam ser a progesterona
vasodilatadora e os progestagénios sintéticos vasoconstritores,
em contraposi¢do aos estudos em animais e i vitro, 0s quais
constatam efeito direto vasodilatador de ambos’. Os fatores res-
ponsaveis por essas discrepancias sao desconhecidos; podem en-
volver uma combinagado de efeitos gendmicos e ndo-genémicos
responsaveis pelas observagdes clinicas. Talvez os efeitos ndo-
genomicos predominem no laboratério (i vitro), sendo, assim,
responsaveis pela discrepancia no padrdo esperado de agdes vas-

culares dos progestagénios.

Material e métodos

Realizou-se estudo longitudinal, de abril de 2003 a 2005,
aleatério, duplo-cego, controlado com placebo, contando com
a participacdo de 216 mulheres menopausadas, voluntarias, pro-
venientes do ambulatério de climatério da Universidade Estadual
de Montes Claros (Unimontes), apds se inteirarem da pesqui-
sa, dirimirem todas as ddvidas, lerem, discutirem e assinarem o
consentimento pés-informado de pesquisa em seres humanos.
O projeto foi aprovado pela Comité de Etica em Pesquisa da
instituicao.

A selegao das pacientes foi feita baseada nos seguintes crité-
rios de elegibilidade: mulheres higidas, sem uso prévio de medi-
camentos com potencial efeito vascular, sem uso de medicagdo
hormonal e sem menstruar ha pelo menos um ano; com idade
minima de 46 anos e maxima de 65 anos; com exame ultra-so-
nografico pélvico indicando endométrio com espessura maior ou
igual a 6 mm para indicar o uso do acetato de medroxiprogeste-
rona. De um total de 3.200 mulheres atendidas no ambulatério
de climatério da Unimontes, no periodo de 2001 a 2003, 680
preenchiam esses critérios e 216 aceitaram participar do estudo.
Como critérios de retirada foram definidos: ndo-comparecimen-
to na data marcada para os exames; informagao da nao-ingestdo
adequada dos medicamentos; queixa de algum evento adverso
aos medicamentos; desisténcia do termo de concordancia ou
consentimento.

Assim, do grupo de 216 pacientes que aceitaram, gerou-se
duas sequéncias de numeros aleatérios. utilizando-se o progra-

ma Excel, associando-as: uma seqiiéncia para as 216 pacientes e
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outra seqiiéncia associava as duas possibilidades: acetato de me-
droxiprogesterona (Grupo A) e placebo (Grupo B). A geragao das
seqiiéncias, a entrada no protocolo e a distribui¢do dos envelopes
lacrados contendo o numero da paciente bem como qual o medi-
camento a ser usado ficaram para o Gltimo momento da pesquisa
e a cargo do pesquisador. A distribui¢do da medicagdo bem como
o agendamento dos exames ficaram por conta das secretarias do
ambulatério. Assim, as pacientes eram orientadas a usar por 30
dias ou o0 medicamento do lote 021 (MPA) formando o Grupo A
ou o placebo, lote 041, formando o Grupo Controle (B).

Antes de iniciar o uso da medicagao, as participantes foram
submetidas ao estudo doplervelocimétrico das artérias oftalmica
e central da retina, na tomada de tempo zero, sempre pela ma-
nha, apés 15 minutos de repouso, para diminuir a freqiiéncia
cardiaca do exercicio fisico inicial de caminhada até a clinica e
padronizar a aferi¢do. Apds a obtengdo da freqiiéncia cardiaca e
da pressdo arterial, iniciava-se o exame doplervelocimétrico.

O exame foi realizado no periodo matutino, no horario entre
entre as 8 e 10 horas, para se evitar o viés do ciclo circadiano,
pelo mesmo examinador, com o mesmo aparelho: Sonoace 9900
(Medison Co. Seoul, Korea), com o transdutor linear de freqién-
cia variavel, modelo L5-12IM, para evitar-se viés de variagao in-
terobservador e interaparelhos®. Uma vez identificado o melhor
tragcado Doppler, coletavam-se trés medidas de cada indice para,
em seguida, considerar a média aritmética. A determinagdo dos
indices de resisténcia (IR), indice de pulsatilidade (IP) e a relagao
sistole/diastole (SD) eram obtidas manualmente contornando-se
todo o tragado das ondas e o software do aparelho definia os
valores obtidos, por meio de calculo automatico.

Com relagdo a técnica, utilizava-se um angulo de insonagdo
entre 0 e 20° e um volume da amostra igual ou inferior a 2 mm.
O ajuste fino da doplervelocimetria era feito com o filtro de 50
Hz e a freqiiéncia de repeti¢do de pulso (PRF) entre 1,2 a 6 Khz.
A participante sempre ficava em dectbito dorsal. O transdutor
era posicionado transversalmente em sua palpebra superior com
os olhos fechados, apds a colocagdo de uma gota de gel. O exa-
minador realizava movimentos no sentido cranial e caudal, a fim
de identificar os vasos, mantendo o cuidado para ndo pressionar
o transdutor sobre a palpebra, o que poderia alterar os resultados
doplervelocimétricos obtidos. O tempo médio descrito para a
execugdo do exame foi de dois a trés minutos para cada orbita.

A artéria oftdlmica era identificada mais profundamente na
face temporal da regido retrobulbar, sendo possivel ver seu cru-
zamento anterior ao nervo o6ptico, prosseguindo medialmente
em relagdo ao nervo em sua porgdo mais superficial. O registro
da artéria foi feito sempre no momento do cruzamento com o
nervo 6tico, onde era obtido um fluxo de maior velocidade, com
padréo dicrético (incisura) na fase de desaceleragdo, semelhante

ao observado na artéria carétida interna (Figura 1).
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Figura 1 - Representacao doplervelométrica da artéria oftalmica.

T NN P | R S ——

Figura 2 - Representacdo doplervelocimétrica da artéria central da
retina.

A artéria central da retina era identificada no interior dos 5
mm proximais do nervo éptico e sua onda de velocidade de flu-
x0 mostrava-se pulsatil, com baixas velocidades, sendo necessa-
rio, em algumas vezes, reduzir a PRF para obter melhor registro
ou usar o Power Doppler. O ponto de amostra foi sempre no
mesmo local, o mais préximo possivel do disco ético (Figura 2).

Ressalta-se que, para ambas as artérias, o local de insonagéo
era sempre o mesmo em cada mulher, para evitar viés de medi-
das por modificacio do sitio de estudo doplervelocimétrico. E
importante lembrar que o registro pulsatil e positivo da artéria
central da retina sempre era acompanhado do registro continuo
e negativo da veia homénima.

Com o propésito de avaliar as diferencas observadas entre
as artérias oftalmica direita e esquerda e entre as artérias cen-
trais da retina direita e esquerda, utilizou-se o teste ¢ de Student
para amostras pareadas (dependentes). Trata-se de um teste pa-
ramétrico que tem por objetivo comparar medidas realizadas no
mesmo individuo. O teste avalia se a diferenca média entre as
medidas é ou ndo significativamente diferente de zero, isto €, se
existem ou ndo diferenga entre a primeira e a segunda medidas
(lado direito e esquerdo).

No intuito de investigar ainfluéncia das outras variaveis, como
paridade, pressao arterial, idade da menopausa, idade do grupo,

utilizou-se o teste r de Student para amostras independentes. Ao
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considerarem-se os grupos A (MPA) e B (placebo), rejeitou-se a
hipétese nula (H: M;=M,), se no Grupo A o valor obtido foi es-
tatisticamente diferente do Ggrupo B, representado por um valor,
no teste t de Student, de p<0,05 (5%), como ponto de corte para
significancia, ou seja, nivel necessério para rejeigao da hipotese.
Todos os resultados foram considerados significativos para
uma probabilidade de significancia inferior a 5% (p<0,05), ten-
do, portanto, pelo menos 95% de confianca nas conclusdes

apresentadas.

Resultados

No Grupo A, das 108 pacientes que iniciaram o estudo, 92
retornaram ap6s 30 dias para a realizagdo do segundo exame; no
Grupo B, 93 retornaram. Foram, portanto, retiradas 16 do Grupo
A e 15 do Grupo B. A principal razdo de saida no Grupo A foi
a dor mamaria (n=10) e os outros seis em virtude de ndo terem
comparecido na data agendada para o segundo exame, infor-
mando que o motivo foi esquecimento ou desisténcia sem justi-
ficativa. No Grupo B, quatro mulheres queixaram dor pélvica e
alguns sintomas gastrintestinais como justificativa para o aban-
dono. As restantes (n=11) ndo compareceram na data agendada,
sem motivo aparente. Nenhuma, nos dois grupos, apresentou
queixas relativa ao exame Doppler.

A idade média no Grupo A foi de 54+6,5 anos e no Grupo B
de 55+6,5 anos. A idade média da menopausa foi de 47+4,0 anos
no Grupo A e de 48+4,2 anos no Grupo B. A paridade para o
Grupo A foi de 5£2 filhos e no B de 4+3 filhos; a frequéncia
cardiaca de base ap6s o repouso foi de 69+10 batimentos por mi-
nuto (bpm) para o Grupo A e de 70+11 bpm no Grupo B. A pres-
sdo arterial sist6lica apresentou médias de 132 mmHg+22 4 no
Grupo A e de 135 mmHg+22,9 no Grupo B e a diastdlica médias
de 85+15,1 no Grupo A e de 84+12,1 no Grupo B (Tabela 1).

A média do IP na artéria oftalmica no olho direito foi de 1,30
e no olho esquerdo de 1,32 (p=0,76); o IR no olho direito foi de
0,70 e no olho esquerdo de 0,72 (p=0,10); o S/D da artéria oftal-
mica para o olho direito foi de 3,39 e para o olho esquerdo de
3,54 (p=0,08). As anélises da artéria central da retina mostraram
médias no olho esquerdo para o IP de 1,15 e no olho direito de
1,09 (p=0,16); para o IR no olho esquerdo obteve-se média de
0,72 e no direito 0,70 (p=0,10); para o S/D a esquerda 3,09 e a
direita 2,82 (p=0,23).

Apbs ter-se demonstrado que as médias nas artérias oftalmi-
cas e centrais da retina ndo mostravam diferengas significativas
entre os dois olhos, utilizou-se entdo a média de ambos os olhos
para as demais analises.

Inicialmente, foram analisados os efeitos da medicagdo sobre
a artéria oftalmica. Os resultados observados quando se mediu o

IP das mulheres do Grupo A apresentaram aumento significativo

quando comparado o IP pés-tratamento com o pré-tratamento.
Nas mulheres do Grupo B, entretanto, o IP foi semelhante nas
duas fases do tratamento. Em relagdo ao IR, no Grupo A houve
aumento significativo no pés-tratamento comparado ao pré-tra-
tamento. No Grupo B, o IR manteve-se semelhante quando ava-
liado em ambas as fases do tratamento. A analise da S/D mos-
trou aumento significativo no exame realizado pds-tratamento
em relagdo ao pré-tratamento nas mulheres do Grupo A. Nas
participantes do Grupo B, ndo foi constatada diferenga entre as
duas fases analisadas (Tabela 2).

Quanto aos resultados obtidos na analise das artérias centrais
da retina quando o IP foi avaliado, ele aumentou significativa-
mente no pés-tratamento quando comparado ao pré-tratamento
nas mulheres do Grupo A. Em relagdo ao IR, também foi obser-
vado aumento significativo no pds-tratamento, em comparagao
ao realizado no periodo pré-tratamento, para as participantes do
Grupo A. O mesmo se deu quando da andlise da relagdo S/D,
isto é, aumento na relacdo apds o uso da medicacdo, novamente
para as mulheres do Grupo A. Nao foram identificadas diferen-
cas entre as duas fases para as participantes do Grupo B em ne-
nhuma das trés variaveis analisadas (Tabela 3).

Os resultados demonstram que as mulheres do Grupo A que
utilizaram o medicamento do lote 021, isto é, MPA, tiveram mo-
dificagdes nos IR vascular de ambas as artérias estudadas, o que
parece aumentar a vasoconstri¢do. Ja as mulheres do Grupo B
que usaram o medicamento do lote 041 (placebo) ndo apresenta-
ram diferencas nos IR vascular, em ambas as artérias estudadas,
ap6s o uso da medicagdo. Quando comparados os dois grupos
no final do estudo, ndo houve diferengas significativas entre as

médias dos indices avaliados.

Discussao

O proposito do presente estudo foi avaliar os pardmetros
Doppler nos vasos orbitais, descrevendo os possiveis efeitos do
MPA nesse sitio. Provavelmente, em condi¢des normais, o que
ocorre nesse territrio vascular pode ser, em parte, transposto
para outros vasos cerebrais, em virtude das caracteristicas ana-
témicas, pois sdo ramos diretos e indiretos da carétida interna.
A artéria central da retina é anatdmica e funcionalmente seme-
lhante aos vasos intracranianos de igual didmetro. E ramo da ar-
téria oftalmica, que tem sua origem na artéria carétida interna®.
Utilizando os indices doplervelocimétricos, observou-se eleva-
gaono IR, IP e SD no grupo que usou MPA.

Considerando-se o tempo da medicagdo, alguns trabalhos na
literatura oferecem respaldo de que 30 dias de uso é suficiente
para apreciar-se o efeito da intervengdo. Chataigneau et al.” exa-
minaram a progesterona natural ou o MPA em ratas ooforecto-

mizadas, estudando o tonus arterial da mesentérica superior. As
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cobaias receberam inje¢do subcutanea diaria de progesterona ou
de MPA por quatro semanas. A progesterona, administrada em
ratas ooforectomizadas por esse periodo, atenuou as respostas
vasoconstritoras observadas ao se usar epinefrina, com provavel
interagao na agao endotelial de producdo de éxido nitrico. A me-
droxiprogesterona nao teve este efeito.

Pirhonen et al.!® investigaram o efeito da TH nas artérias
uterinas de 423 mulheres menopausadas com idade entre 58 e
59 anos. Perceberam que em todas aquelas sob terapia hormonal
(TH), houve diminui¢do da resisténcia vascular, traduzida por
menor valor do IP, quando comparadas ao tempo sem a reposi-
¢ao. Essa agdo ja era observada com 30 dias de tratamento.

Na presente pesquisa, todos os exames foram realizados pelo
mesmo examinador, eliminando-se, assim, as chances de varia-
¢do interobservador. Segundo Mikkonen!!, existem diferencas
significativas quando os exames sdo realizados por mais de um
examinador, especialmente quando se usam medidas de velo-
cidade (pico sistdlico, velocidade diastélica final). Esses indices
possuem mais probabilidade de variagdes em decorréncia da ca-
libragem dos angulos, volume da amostra, posicionamento do
local a ser insonado, etc. Esse autor relatou que, ao se usarem as
outras medidas de fluxo, tais como IP, IR e S/D, essa variabilida-
de se reduz, permitindo maior reprodutibilidade do método, o
que foi feito neste estudo.

Outro aspecto importante observado na pesquisa foi a pa-
dronizagao do local de amostra tanto para a retiniana quanto para
a oftdlmica. Todos os exames foram realizados no mesmo local,
proximo do disco dtico para a central da retina e logo no inicio da
oftalmica, portanto, foram evitadas modificagoes que pudessem
interferir nos resultados. Além disso, para cada vaso, realizaram-
se trés medidas consecutivas para as variaveis de interesse, sendo
posteriormente tabuladas para efeito de calculo o valor médio.

Quaranta et al.”? avaliaram a reprodutibilidade do estudo
Doppler dos vasos orbitais entre dois observadores e os resulta-
dos sugerem que € uma ferramenta de confianca para a avaliagdo
quantitativa e qualitativa do fluxo arterial nesse compartimento
anatdmico. Isso permite uma possivel confrontagdo desta pes-
quisa, por parte de outros, possibilitando a validagao cientifica.

Os dados coletados para a artéria oftdlmica e central da
retina estdo dentro dos valores normais relatados na literatura.
Venturini et al.”® obtiveram valor médio para o IR na artéria oftdl-
mica de 0,75 e na central da retina de 0,72 e IP médio 1,20+0,19
na oftalmica e 1,12+0,24 na retiniana. No presente estudo, a mé-
dia do IR na artéria oftdlmica foi de 0,74 e na central da retina
0,70 e deIP 1,15 € 1,30, respectivamente. Nao existem, até o pre-
sente, na literatura, valores abordando a S/D, porém, como sdo
indices correlatos ao IP e IR, se estes estao dentro da média, € de
se esperar 0 mesmo comportamento da outra variavel estudada,

no caso a relacao S/D.

Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos dois grupos de estudo

Variaveis Grupo A Grupo B Valor p
Idade (anos) * 54 55 0,71
Menopausa
e 47 43 0,55
Paridade 5+2 4+3 0,14
Frequéncia
’ 69 +10 70+ 11 0,80

cardiaca (bpm)
PA sistdlica

132 +22,4 135 +22,9 0,39
(mmHg)
PA diastolica

85+ 15,1 84 + 12,1 0,34
(mmHg)

Teste t de Student; valores sdo média + desvio-padrao; *= valores sdo mediana.

Tabela 2 - Distribuicéo das variaveis doplervelocimétricas nas artérias
oftdlmicas no grupo usando acetato de medroxiprogesterona e no
grupo placebo

Acetato de medroxiprogesterona

L Antes da medicacao 30 dias apos
Variaveis Valor p
n= 108 n=94
IR 0,71+ 0,05 0,73 +0,07 0,004
IP 1,29 £ 0,22 1,33 0,25 0,04
S/D 3,49 +0,77 3,70 + 0,94 0,015
Placebo
L Antes da medicacao 30 dias apos
Variaveis
n= 108 n=94
IR 0,71+ 0,07 0,72 + 0,07 0,35
IP 1,34 £ 0,24 1,36 + 0,26 0,31
S/D 3,51+0,75 3,62 +0,92 0,20

Teste t de Student; valores sdo média + desvio-padrao; IR= indice de resisténcia; IP= indice de
pulsatilidade; S/D= relacao sistole/diastole.

Tabela 3 - Distribuicao das variaveis doplervelocimétricas nas artérias
centrais da retina no grupo usando acetato de medroxiprogesterona e
no grupo placebo

Acetato de medroxiprogesterona

L Antes da medicacao 30 dias apos
Variaveis Valor p
n= 108 n=94
IR 0,66 + 0,09 0,69 + 0,10 0,008
IP 1,15 + 0,29 1,22 +£0,32 0,02
S/D 3,09 + 0,95 3,30 + 1,07 0,03
Placebo
L Antes da medicacao 30 dias apos
Variaveis
n= 108 n=94
IR 0,68 + 0,10 0,69 +0,11 0,65
IP 1,21 £ 0,30 1,22 +0,32 0,73
S/D 3,28 +1,01 3,38 +1,17 0,38

Teste t de Student; valores sdo média + desvio-padrao; IR= indice de resisténcia; IP= indice de
pulsatilidade; S/D= relacdo sistole/diastole.

No meio médico, o trabalho de Viana et al.'* estudou a cir-
culagdo orbital e percebeu que o IP varia durante o ciclo, com
redugdo significativa (p=0,037) na fase folicular média, quando
comparada com a folicular inicial, manuten¢ado no periodo perio-
vulatério e, posteriormente, apresentando aumento significativo
na fase lutea média, tornando-se comparavel ao observado na

fase folicular inicial. O estudo postulou redugdo da resisténcia
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vascular por efeito dos estrogénios e posterior aumento no pe-
riodo que corresponde & maior sintese da progesterona natural.

O estudo do fluxo orbital é importante, pela possibilidade de
se inferir a respeito do compartimento cerebral. Isso pode repre-
sentar um importante avango na abordagem de sindromes mais
complexas, pois, por uma via de mais facil acesso, em que se es-
tudam as artérias orbitais, poder-se-ia diagnosticar e prever even-
tos no sistema nervoso central, bem como universalizar agdes
vasculares (rins, coragdo, musculo, aparelho digestério, etc.).

A avaliacdo dos vasos orbitais tem sido usada em anos recen-
tes em um grande numero de desordens oculares. Atualmente,
detectam-se fluxos delicados de baixa impedancia e velocidades
outrora despercebidas pelos aparelhos. As velocidades que sdo
um requisito para a avaliagdo quantitativa do fluxo, hoje sao afe-
ridas com mais precisdo, possibilitando a reprodutibilidade do
método. A artéria oftdlmica, a artéria e a veia central da retina, a
artéria ciliar posterior e a veia oftalmica superior podem facilmen-
te ser identificadas, usando-se a doplervelocimetria colorida'.

Como caracteristicas especiais do estudo Doppler do com-
plexo retrobulbar ocular e cerebral, ha de se ressaltar a comuni-
cagdo do sistema carotideo, artérias oftalmica e central da retina,
possibilitando o acesso facil a esses vasos e provaveis correla-
¢Oes. Por conseguinte, a técnica é passivel de reprodutibilidade
e os achados que encontrados no presente estudo podem ser
confrontados com novas pesquisas.

Chama-se a atengao para o fato de ser o sistema carotideo a
principal fonte de vascularizagdo do encéfalo e, por isso, o estu-
do da microcirculacdo orbital, por ser sua continuidade, oferece
indicios de que a observagdo do que acontece nos vasos oculares
pode refletir de maneira bastante provavel o que acontece dentro
do cérebro, e talvez em outros sitios orgdnicos. Este é um dos
elementos fundamentais desta pesquisa.

Muitos conceitos modificaram-se recentemente, em vir-
tude de novos parametros definidos por ensaios clinicos com
metodologia adequada e grande amostra. Um deles, de maior
impacto, foi o WHI, interrompido precocemente em 5,2 anos,
em decorréncia do risco de cancer de mama. Isso pode ter pre-
judicado os beneficios em longo prazo que poderiam ter sido
demonstrados e que, se analisados por este lado, talvez com-
pensassem os riscos da TH.

Existe clara necessidade de se ter respostas a varias indagagoes
que se tornaram patentes com a divulgacdo dos ensaios clinicos
randomizados (HERS I, IT e WHI), contrarios aos dados observa-
cionais e ao que era paradigma na TH. As indica¢es especificas
para iniciar e continuar a TH e a informagao sobre os riscos reais e
nao apenas dos riscos relativos sdo uma alternativa equilibrada. As
indicagdes para a TH ndo mudaram: sintomas vasomotores acen-
tuados e atrofia urogenital'®. O esquema continuo de CEE+MPA

parece ter mais riscos do que beneficios para a maioria das

mulheres. Estudos que permitam compreender melhor cada um
desses compostos sdo promissores para melhor entendimento de
toda a complexidade de agdes dos hormonios no corpo humano.

A escolha de mulheres menopausadas na presente pesquisa
teve o intuito de averiguar especificamente o efeito do hormonio
que seria ministrado (MPA), afastando-se a possibilidade de in-
terferéncia do estrogénio enddgeno.

Poucos estudos na literatura avaliam alteracdes do fluxo
vascular orbital nas mulheres pés-menopausa em funcio dos
hormoénios e nenhum deles investigou a medroxiprogesterona.
Altintas et al."” preconizaram que a menopausa ocasiona altera-
¢Oes importantes no globo ocular, quando se comparam mulhe-
res em menacme. Estudando pessoas saudaveis de 40 a 50 anos,
puderam observar que quanto maior o hipoganadismo, maior
a resisténcia no fluxo dos vasos orbitais e maior a sensibilidade
a substancias vasoconstritoras. Ao iniciar a TH, provavelmente
por agao do estrogénio, havia nitido decréscimo da resisténcia
vascular. O fato de a pesquisa ter sido realizada com mulheres
na menopausa e em hipoganadismo possibilitou a comparagdo
homogeénea entre os grupos.

Como o presente estudo sugere que o MPA eleva sutilmente
os IR nos vasos da artéria central da retina e da artéria oftalmica,
esse fato merece maiores investigacoes para melhor avaliar riscos/
beneficios do seu uso na TH. A prevencao de doencas pode signi-
ficar oportunidades inegaveis de melhoria de vida das usuarias e,
pelo lado da indUstria farmacéutica, de explorar novos mercados.
A TH mostra que as inten¢des baseadas na plausibilidade biolo-
gica sdo boas, porém, os niveis de evidéncia dos estudos experi-
mentais sdo mais fortes. As mulheres com sintomas menopausais
tém de fazer opcdes e cabe aos médicos, cada vez mais, indivi-
dualizar as decisdes terapéuticas e expor os resultados, trazendo
a opinido delas para discussao e opgao de tratamento. Hoje, uma
andlise dos beneficios clinicos deve ser prioritaria e levar a intros-
pecgdo, em que se deve contrabalangar o futuro risco.

Existem diferencas nas a¢des vasculares entre os diversos ti-
pos de progestagénios. De maneira geral, varios autores postu-
lam ser a progesterona natural vasodilatadora, enquanto algumas
sintéticas, como o MPA, sdo vasoconstritoras. Os mecanismos
envolvidos nessas diferencas extrapolam a mediagdo genomi-
ca, antagonismo natural ao estrogénio (vasodilatador), passan-
do provavelmente a envolver agdes pardcrinas/autocrinas, com
a participagdo de fatores de crescimento (IGE TGE, EGE etc) e
outras substancias vasoativas.

O efeito vascular do MPA pode ser explicado, em parte, por
ter agdo antagonica aos efeitos estrogénios. O estrogénio induz o
aumento na resposta do progestagénio ao promover elevagao na
concentragdo de receptores progestinicos intracelulares (A e B) e,
por outro lado, a progesterona diminui parcialmente a agao estro-

génica em tecidos alvos ao inibir a sintese de novos receptores a
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partir do bloqueio do mecanismo de reabastecimento intracelular.
Outra situagdo na qual a progesterona exerce seu efeito antiestro-
génio ¢ acelerando a recaptagao dos receptores ja existentes, ao
estimular a sintese da enzima 17-OH esterdide-diidrogenase e sul-
fotransferase, que converte o forte estradiol em sulfato de estrona
que, por sua vez, é eliminado da célula®®. Além disso, a partir de
recurso gendmico, a progesterona inibe a expressdo do acido ribo-
nucléico mensageiro (RNAm) induzido pelo estrogénio.

A progesterona, em niveis fisiolégicos, inibe a incorporagao da
3-timidina (medida da sintese do DNA) em cultura i vitro de célu-

las do musculo liso, tanto na espécie humana quanto em animais
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Acao toxicologica da lidocaina na motilidade
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Resumo

Objetivo: 0 objetivo do presente estudo foi analisar a acédo toxicologica para a lidocaina, usando como modelo 0s gametas de ourico-do-mar.
Material e métodos: 0s ouricos da espécie Arbacia lixula foram coletados e levados ao laboratério, onde foram extraidos 0s espermatozoides e 0s
oOvulos. Foram adicionadas dosagens de 5, 10, 20, 30, 40 e 50% de lidocaina aos espermatozdides ativados e monitorou-se a motilidade. Os dvulos
foram colocados em contato com a solucao de lidocaina nas concentracdes de 10, 30 e 50% e em seguida foram postos juntos aos espermatozoides
ativados. Resultados: a lidocaina paralisou 0s espermatozéides imediatamente depois de adicionada em doses iguais e acima de 20%, e ainda
mostrou-se gametotdxica para os dvulos de ourico-do-mar na dose de 50%. Conclusdes: a dosagem de lidocaina esteve diretamente relacionada
com a toxicidade, e tanto os espermatozéides quanto os dvulos sofreram influéncia dessa toxicidade.

Unitermos: Lidocaina; Ouri¢os do mar; Motilidade espermatica.

Abstract

Objective: the purpose of this study was to evaluate the toxicological action of lidocaine using the gametes of sea urchin. Material and methods: the
urchins of specie Arbacia lixula were collected and taken to laboratory to extract the sperms and eggs. Doses of 5, 10, 20, 30, 40 and 50% of lidocaine
were added in the active sperms and they were monitored by their motility. The eggs were put in touch with a solution of lidocaine in concentrations
of 10, 30 and 50% after that they were placed next to the active sperms. Results: the lidocaine stopped the sperms immediately after the addition
of doses of 20% and more, but it showed toxicity to eggs of sea urchin in dose of 50%. Conclusions: the dose of lidocaine was directly related with
toxicity and both the sperms and the eggs were influenced by that toxicity.

Uniterms: Lidocaine; Sea urchin; Motility.
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Introducao

Nas tltimas décadas, observou-se um grande nimero de ca-
sos de infertilidade humana. Dentre essas causas, a masculina
constitui até 50% dos casos e caracteriza-se pelas altera¢Ses na
motilidade e na morfologia dos espermatozdides, principalmen-
te pelo uso de algumas drogas'®.

Reddy, Sahani e Meherji® relataram que, em humanos, quan-
do algumas drogas sdo aplicadas no canal vaginal antes das rela-
¢Oes sexuais, ha perda da motilidade dos espermatozéides, com
conseqiiente incapacidade de fecundagdo pelos mesmos, o que
ratifica o poder espermicida que algumas drogas possuem.

A lidocaina, um anestésico local que obstrui a atividade
dos canais ionicos, foi relatada como inibidora da motilida-
de dos espermatozdides, porém essa atividade ndo estd bem
estabelecida’®.

Os equinodermos constituem um grupo que continua a de-
sempenhar um papel importante nos estudos de embriologia e
biologia celular, particularmente porque oferecem certo nimero
de vantagens, entre outras: podem ser obtidos em grande nu-
mero no litoral brasileiro, seus gametas sao facilmente obtidos e
visualizados em microscépio optico e seus Ovulos sdo facilmente
fertilizados e, quando fecundados ao mesmo tempo, apresentam
um periodo de clivagem em que se dividem sincronicamente’.

O objetivo do presente estudo foi analisar a agao toxicolégica
para a lidocaina, usando como modelo os gametas de ourico-

do-mar.

Material e métodos

Coleta do ourico-do-mar

Os ourigos-do-mar da espécie Arbacia lixula foram coleta-
dos préximo aos recifes da praia de Ponta Verde, na cidade de
Macei6, Alagoas, nos periodos de maré baixa. Foram levados ao
Laboratério de Microbiologia Aplicada (Lama), da Universidade
Estadual de Ciéncias da Satde (Uncisal), e mantidos em aquarios

de fluxo de dgua até a hora da extragdo dos gametas sexuais.

Obtencao dos gametas

No laboratério, os animais retirados do aquario foram lava-
dos em agua corrente para retirar possiveis impurezas existentes
nos gonoésporos. Os ourigos foram apoiados sobre uma bancada,
com a regido peribucal voltada para cima, na qual injetou-se 2,5
mL de cloreto de potassio (KCI) a 0,5 M ao redor dessa regido.
Isto provocou a eliminacdo dos gametas apds alguns minutos.

Os espermatozoides identificados pela cor esbranquicada fo-

ram coletados com pipeta Pasteur e colocados em tubo de ensaio

sem haver contato com 4gua do mar para evitar a consequente
ativagdo. Os 6vulos, caracterizados pela cor alaranjada, foram

acondicionados em recipiente Becker de 40 mL.

Teste com lidocaina injetavel 2%

Para a realizacdo dessa analise, 20 pL de sémen foi diluida em
10 mL de 4gua do mar filtrada, ativando os gametas. Em seguida,
foram adicionadas dosagens de 5, 10, 20, 30, 40 e 50% de lidoca-
ina aos tubos contendo os espermatozéides ativos. Monitorou-
se a motilidade espermatica, observando com quanto tempo os
gametas eram totalmente inativados, e em seguida foram quanti-
ficadas em cdmara de Newbauer as células espermaticas presen-

tes na amostra.

Teste de fertilizacao

Foram colocado 10 pL de évulos em contato com 1 mL de
solugdo de lidocaina nas concentracdes de 10, 30 e 50%, deixan-
do-os nessas solugdes por 15 minutos. Em seguida, os 6vulos
foram lavados com agua do mar e foi adicionado 10 pL de esper-
matozdides ativados em 10 mL de dgua do mar para possibilitar
a fecundacdo. Apos decorrer uma hora em que os espermatozéi-
des mantiveram contato com os 6vulos, foi realizada a contagem

em camara de Newbauer dos dvulos fecundados.

Resultados

Alidocaina paralisou os espermatozbides imediatamente de-
pois de adicionada em doses iguais e acima de 20% (Tabela 1).
Nas doses de 5% e 10%, a lidocaina também conseguiu paralisar
as células espermaticas, entretanto necessitou de um tempo igual
ou superior a trés minutos, conforme a Tabela 1.

De acordo com os dados apresentados, o nimero de célu-
las espermaticas € fator determinante no tempo de paralisa¢do
da motilidade. Na dose de 10%, houve paralisacdo dos esper-
matozdides em 1 minuto e 37 segundos, utilizando 2.217/0,9
mm?® de células; com a elevagdo do numero de células para
4.860/0,9 mm?®, um pouco mais que o dobro em relagdo ou
primeiro, o tempo necessario para que houvesse completa pa-
ralisagdo subiu para 5 minutos e 47 segundos, mais que tri-
plicando; e elevando-se o numero células espermaticas para
12.960/0,9 mm?®, quase seis vezes mais que utilizado no pri-
meiro experimento, o tempo de paralisacdo foi de 15 minu-
tos, um pouco mais que nove vezes. Assim, pode-se ter como
tempo médio de paralisacdo dos espermatozdides 7 minutos e
28 segundos (Tabela 2). Para as doses seguintes de 30 e 50%,
os resultados obtidos seguiram a razdo observada na dose de

10%, o que mostrou que o tempo de paralisagdo da motilidade
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Tabela 1 - Perfil toxicoldgico da lidocaina injetavel 2% frente as células
espermaticas

Dose Tempo de NUmero de Desvio padréao do
paralisacao espermatozoides tempo

5% 11 min. 2.592/0,9 mm? 2 min. 30 seg.

10% 3 min. 2.580/0,9 mm? 1 min.

20% imediato 2.313/0,9 mm3 0

30% imediato 2.217/0,9 mm?3 0

40% imediato 2.417/0,9 mm? 0

50% imediato 2.103/0,9 mm?3 0

¢ inversamente proporcional a dosagem da lidocaina, como
mostra a Tabela 2.

A lidocaina mostrou ser gametotoxica para os évulos de
ouri¢o-do-mar na dose de 50%, onde nao se observou nenhum
6vulo fecundado. Ja na dose de 10%, 1% dos 6vulos foi fecun-
dado e na dose de 30%, observou-se 0,1% de évulos fecundados

(Tabela 3).

Discussao

A motilidade é um dos principais fatores para que ocorra a
fecundagdo. Os bloqueadores de canais de célcio sdo um grupo
de agentes quimicos que podem prejudicar a motilidade dos es-
permatozoides, obstruindo os canais de fon (calcio) ou alterando
propriedades da membrana dos espermermatozdides”.

No Brasil, a prevaléncia de uso dos métodos anticoncepcio-
nais € alta, porém concentrada na esterilizagio tubaria e na pilula
anticoncepcional, utilizadas por 40 e 21% das mulheres, respec-
tivamente'!. Isso tem levado a discussdo por diferentes métodos
anticoncepcionais'?; os anestésicos locais sao farmacos que blo-
queiam, de forma reversivel, os canais de sddio da membrana
celular'®; a lidocaina, anestésico do grupo aminoamida, muito
utilizada em decorréncia de seu rapido inicio de agdo, sua potén-
cia e seu moderado tempo de agdo', mostrou efeito gametotd-
xico sobre os espermatozéides do ourigo-do-mar, o que podera
ser usado futuramente como espermicida em métodos anticon-
cepcionais de barreira.

Estudos indicam que a velocidade e o nimero de esperma-
tozbides com motilidade estdo diretamente relacionados com
a taxa de fertilizacao®!5. Os resultados do presente estudo
mostraram que a atividade locomotora das células espermaticas

foi afetada pelo anestésico e sua atividade foi gradativamente
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Tabela 2 - Comparativo da toxicidade da lidocaina injetavel em funcao
do nimero de espermatozoides

Dose NUmero de espermatozoides Tempo de paralisacao
2.217/0,9 mm? 1min. e 37 seg.
10% 4.860/0,9 mm? 5min. e 47 seg.
12.960/0,9 mm?3 15 min.
Média 6.679/0,9 mm3 7 min. e 28 seg.
2.217/0,9 mm? imediato
30% 4.860/0,9 mm3 29 seg.
12.960/0,9 mm3 1min. e 14 seg.
Média 6.679/0,9 mm?3 34 seg.
2.217/0,9 mm? Imediato
50% 4.860/0,9 mm3 Imediato
12.960/0,9 mm? 45 seg.
Média 6.679/0,9 mm? 15 seg.
Controle 6.979/0,9 mm3 24 horas

Tabela 3 - Perfil toxicolégico da lidocaina injetavel 2% frente a
capacidade de fecundacado dos 6vulos de ourico-do-mar

Dose Ovulos fecundados
10% 1%

30% 0,1%

50% 0%

reduzida a medida que a dosagem era aumentada. Esses dados
caracterizam a viabilidade celular e indiretamente determinam a
qualidade espermatica, oferecendo informagao para a fisiologia
espermatica e para as formas de conservagao, dados também ob-
servados no trabalho feito por Gadea.

A dindmica espermdtica ndo é suficiente para determinar a
capacidade de fertilizagdo®®. Os dados gerados com os experi-
mentos usando os évulos do ourigo-do-mar demonstraram que
a dosagem de lidocaina foi inversamente proporcional a taxa de
fecundagao, na qual se observou apenas 1% de atividade na con-
centracao de 10% do anestésico, ao decorrer de uma hora de
exposigdo. Desta forma, o numero e a resisténcia dos gametas
aos produtos quimicos veiculados em preparagdes terapéuticas,
como géis, cremes e spray, deveriam ser testados antes do uso de
quaisquer produtos que venham a causar esterilidade nos seres,
tanto em animais como no homem. Assim, pode-se ter como
modelo para testes os gametas de ourigo-do-mar e afirmar que a
lidocaina se mostrou téxica para os gametas sexuais, os évulos
e os espermatozdides do ouri¢co-do-mar, da mesma forma que
deve haver uma padronizagido de métodos para determinar a ati-

vidade de novas drogas com potencial anestésico.
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na criopreservacao de gametas: visao bioética
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Resumo

A criopreservacao de gametas recebe uma preocupacdo ética, no entanto, os artigos 67 e 68, do Codigo de Etica Médica em vigor, cuidam do assunto
de maneira implicita e a Resolucéo do Conselho Federal Médico (CFM) n° 1.359 trata do assunto de modo nebuloso. Frente a esses aspectos, &
evidenciada a necessidade de se estabelecer algumas observacdes na realizacdo da expressao do consentimento, feito por pessoas que desejam
que seus gametas sejam criopreservados.

Unitermos: Reproducao assistida; Criopreservacao, Consentimento esclarecido.

Abstract

Gametes cryopreservation is a motive of concern. It is referred that the articles 67 and 68 of the current Medical Ethical Code analyze the argument
in an implicit way, and the Resolution of the Federal Council of Medicine no 1,358 is not very clear. According to these aspects, it is evident the need
to establish rules for the elaboration of the informed consent by people who desire to cryopreserve their gametes.
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A criopreservagdo de gametas (ovocito ou odcito e esperma-
tozbide: uma célula germinativa, que ao se unir a outra célula
germinativa origina uma célula dipléide, que, por sua vez, pode
se desenvolver e resultar em um novo individuo') é uma técnica
usada para facilitar a realizagdo de casos em que se processa uma
reprodugdo humana assistida, mas que merece cuidados éticos
em todo o procedimento. O Cédigo de Etica Médica?, atualmen-
te em vigor, ndo descreve sobre o assunto em termos particula-
res, mas, de modo implicito, esse procedimento esta inserido no
prescrito para a pratica da fecundagdo artificial. O Cédigo em
vigor, no capitulo V que normatiza a relagdo com pacientes e
familiares, apresenta dois artigos que cuidam desse tema. Assim,
hé de ser respeitado o direito do paciente de decidir livremen-
te sobre o método contraceptivo ou o conceptivo, devendo o
meédico sempre esclarecer sobre a indicacdo, a seguranca, a re-
versibilidade e o risco da cada método, como também, s6 pode
ser praticada a fecundacao artificial desde que os participantes
estejam de inteiro acordo e devidamente esclarecidos sobre o

procedimento®

Capitulo V — Relagdo com pacientes ¢ familiares
E vedado ao médico:

Ar1.67 — Desrespeitar o direito do paciente de decidir livremente sobre
método contraceptivo ou conceptivo, devendo o médico sem-
pre esclarecer sobre a indicagdo, a seguranga, a reversibili-
dade e o risco de cada método.

Ar1.68 — Praticar fecundagdo artificial sem que os participantes es-
tejam de inteiro acordo e devidamente esclarecidos sobre

procedimento.

A leitura destes artigos leva a um dos principios propos-
tos por Beauchamp e Childress®: o principio da autonomia do
paciente de decidir sobre a indicagdo do médico. Autonomia
significa autodeterminagio, autogoverno, refere-se a capaci-
dade de decidir de acordo com o seu desejo, livre de qualquer
opressdo. A aceitagdo do paciente pressupde que ele tenha
sido devidamente esclarecido e que tenha tido ndo sé uma
compreensao do fato como também capacidade e responsa-
bilidade para decidir. Para demonstrar que essa autonomia
do paciente foi respeitada depois dele ter sido devidamente
esclarecido, é fundamental que um termo de consentimento
livre e esclarecido seja elaborado e anexado no prontudrio do
paciente. Deve ser feito em duas vias uma sendo entregue ao
paciente.

O Conselho Federal de Medicina (CEM), no uso de suas atri-
bui¢des conferidas por lei, publicou no Diario Oficial da Unido
(DOU), do dia 19 de novembro de 1992, em Brasilia, Distrito
Federal, na se¢do 1, pagina 16.053, a Resolugdo CFM n° 1.358 de

11 de novembro do mesmo ano. Nesta Resolucao, sao adotadas

as Normas Eticas para a utilizagio das Técnicas de Reprodugio
Assistida®.

Essas normas tratam do assunto, nos itens IV e V*

IV — Doagdo de Gametas ou Pré-embrides

1 — A doagdo nunca terd cardter lucrativa ou comercial.

2 = Os doadores ndo devem conhecer a identidade dos receptores
e vice-Versa.

3 — Obrigatoriamente serd mantido o sigilo sobre a identidade
dos doadores de gametas e pré- embrides, assim como dos
recepiores.

Em situagdes especiais, as informagdes sobre doadores, por
motivagdo médica podem ser fornecidas exclusivamente para
médicos resguardando-se a identidade civil do doador.

4 — As clinicas, centros ou servigos que empregam a doagdo devem
mantet, e forma permanente, um registro de dados clinicos de
cardter geral, caracteristicas fenotipicas e uma amostra de ma-
terial celular dos doadores.

5 — Na regido de localizagdo da unidade, o registro das gesta-
¢cOes evitard que um doador tenha produzido mais que (duas)
gestagdes, de sexos diferentes, numa drea de um milhdo de
habitantes.

6 — A escolha dos doadores ¢ de responsabilidade da unidade.
Dentro do possivel deverd garantir que o doador tenha a maior
semelhanga fenotipica e imunoldgica e a méaxima possibilidade
de compatibilidade com a receptora.

7 — Nao setd permitida ao médico responsdvel pelas clinicas, uni-
dades ou servigos, nem aos integrantes da equipe multidisci-
plinar que nelas prestam servigos, participarem como doadores

nos programas de RA.

V — Criopreservagdo de Gametas ou Pré-embries

1 —As clinicas, centros ou servigos podem ctiopreservar espermato-
zdides, ovulos e pré-embriges.

2 — O niimero total de pré-embrides produzidos em laboratério serd
comunicado aos pacientes, para que se decida quantos pré-
embries serdo transferidos a fresco, devendo o excedente ser
criopreservado, ndo podendo ser descartado ou destruido.

3 — No momento da preservagio, os conjuges ou companheiros
devem expressar sua vontade, por escrito, quanto ao destino
que serd dado aos pré-embriGes criopreservados, em caso de
divorcio, doengas graves ou de falecimento de um deles ou de

ambos, e quando desejam dod-los.

Ainda que procure ser abrangente e esclarecedora, essa
Resolugdo CFM n° 1.358 deixa alguns casos ainda um pouco
nebulosos. Isso acontece particularmente na criopreservagéo
de gametas, ou seja, na criopreservacao de espermatozoides ou

ovécitos.
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Enquanto o pré-embrido sé pode ser produto da unido de ga-
metas de sexos diferentes, provenientes ou ndo de diversas téc-
nicas de fecundacdo assistida, sendo que os gametas provém de
doacdes de desconhecidos ou de um casal de vida em comum,
no caso de criopreservagdo de gametas isso nao ocorre, pois os
gametas, sejam espermatozéides ou ovécitos, sdo oriundos de
uma s6 pessoa, seja masculina ou feminina.

Assim sendo, um gameta masculino ou feminino pode ser
criopreservado sem que o doador ou doadora tenha uma vida
conjugal. Desse modo, ndo é possivel e desnecessaria a recomen-
dacdo estabelecida no nimero 3 do item V da Resolu¢do CEM
n° 1.358, quando se estabelece que os conjuges ou companhei-
ros, no momento da criopreservagdo, devem expressar sua von-
tade, por escrito, quanto ao destino a ser dado ao pré-embrido.
No caso de criopreservagdo de gametas, seja espermatozéide ou
ovdcito, ndo cabe solicitar nada ao cénjuge, ou companheiro ou
companheira.

A criopreservagdo de um gameta, realizado por desejo de
uma pessoa, seja masculina ou feminina, tendo ou ndo vida con-
jugal, caracteriza-se por um ato individual de quem ja tenha sido
informada e esclarecida sobre o procedimento. E a decisio de
uma pessoa autonoma, adulta, responsével e esclarecida sobre o
procedimento que estd realizando. E a realizagio de um ato que
reflete seu desejo intimo. Decisdo que pode ou ndo, se houver,
ser partilhada com o cénjuge, ou com o companheiro ou compa-
nheira. A assinatura de um cénjuge ou companheiro(a) pode ser
realizada ocorrendo o desejo do doador ou doadora e ndo como
dever de expressdo da vontade do casal. No caso de sé o doador
ou doadora ter assinado, o médico-assistente do procedimento
tem a obrigacdo de manter sigilo sobre os fatos, sé os revelando
se houver permissdo de quem realizou a doagdo do gameta; ndo
hé porque revelar ao cénjuge ou a outros familiares. No caso de
assinatura do casal, o segredo é compartilhado pelos dois. Esse
segredo seja de um ou do conhecimento de dois ndo deve ser
revelado nem mesmo com a morte do doador ou doadora, con-

forme preceitua a Etica Médica e a Legislagio brasileira®

Capitulo [X
Segredo Médico
E vedado ao médico:

Art.102 — Revelar o fato que tenha conhecimento em virtude do
exercicio de sua profissdo, salvo por justa causa, dever
legal ou autorizagdo expressa do paciente.

Pardgrafo tinico — Permanece essa proibigdo:

a) Mesmo que o fato seja de conhecimento piiblico ou o
paciente tenha falecido.

b) Quando do depoimento como testemunha. Nesta
hipétese 0 médico comparecerd perante a autoridade e

declarard seu impedimento.

Cddigo Penal

Parte Especial

Titulo I

Dos crimes contra a pessoa

Capitulo VI

Dos crimes contra a liberdade individual

Secao IV

Dos ctimes contra a inviolabilidade dos segredos

Art. 154 — Revelar alguém, sem justa causa, segredo, de que tem
ciéncia em razdo de fungdo, ministério,oficio ou profis-
sdo, e cuja revelagdo possa produzir dano a outrem:

Pena — detencdo, de 3 (trés) meses a 1 (um) ano, ou mulia.

Com essa visdo, o autor deste artigo entende que 0s termos
de consentimento livre e esclarecido devem ter uma redacdo
diferenciada, seja ele para criopreservagdo de pré-embrides ou
para criopreservagdo de gametas. No termo referente a criopre-
servacdo de pré-embrides, o referido nas Normas da Resolugdo
n° 1.358 deve prevalecer, enquanto que na criopreservagdo de
gametas ndo ha porque essa exigéncia de que os conjuges ou
companheiros devam expressar sua vontade por escrito precisa
ser mantida. Outra diferenciacdo entre esses dois procedimen-
tos diz respeito ao descarte ou destruicdo. A Resolugdo CEM
n° 1.358 veda a possibilidade de que os pré-embrides excedentes
venham a ser descartados ou destruidos. No caso de gametas,
essa proibigdo ndo encontra respaldo em qualquer consideragdo
ética ou religiosa. Sendo assim, parece que os termos destinados
ao consentimento informado e livre dos pacientes devem ter re-
dacdo distinta. No caso dos pré-embrides, eles sdo produtos de
um casal; no caso dos gametas de uma sé pessoa. No consenti-
mento informado e livre, unicamente as pessoas que solicitardo
a criopreservagio de seus gametas devem expressar sua vontade,
por escrito, quanto ao destino que sera dado aos gametas, in-
clusive em caso de doengas graves ou de falecimento, quando
desejam doa-los, a quem desejam doa-los ou se desejam que se-
jam descartados ou destruidos depois de um periodo de tempo.
E ainda assim ndo ha porque exigir a assinatura do conjuge.

Além dessas consideracdes ao se estabelecer um termo de
consentimento livre e esclarecido, é preciso se ater ao que foi
estabelecido pela Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), ao uso da atribui¢do que lhe confere
o art. 11, inciso IV, do Regulamento da Anvisa, aprovado pelo
Decreto 3.029, de 16 de abril de 1999, combinado com o art.
111, inciso 1, alinea (b), § 1° do Regimento Interno, aprovado pela
Portaria n.° 593, de 25 de agosto de 2000, republicada no DOU,
de 22 de dezembro de 2000, em reunido realizada em 6 de feverei-
ro de 2006, na Resolucao — RDC 33, de 17 de fevereiro de 2006

O autor deste artigo considera que para se realizar a crio-

preservagdo de gametas, além da concordancia livre dada pelo
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interessado ou interessada, depois de uma informagdo minuciosa

de todos os aspectos que sdo envolvidos, deve-se garantir a re-

dacdo de um termo de consentimento livre e esclarecido, escrito
antes da coleta do material. Este termo deveria conter ao menos:

a) autorizagdo para descartar as amostras que ndo atenderem
aos critérios para armazenamento pelo Banco de Células e
Tecidos Germinativos (BCTG) ou seu uso posterior;

b) autorizacdo para descartar as amostras, segundo condi¢oes
preestabelecidas pelo doador ou doadora, em caso de doagdo
para uso proprio;

c) autorizacao para a coleta de sangue do doador ou da doadora
para a realizagdo dos testes obrigatérios pela legislagao e ou-
tros descritos pelo BCTG;

d) autorizacao para transferir, sob sigilo, os dados sobre a amos-
tra e sobre o doador ou doadora, para servigos que irdo utili-

zar a amostra, e garantido o anonimato;

Referéncias bibliograficas

autorizacdo para transferir, sob sigilo, fisicamente a amos-
tra para o servico que irda utilizd-la, sendo garantido o
anonimato;

manifesta¢do da vontade de doar ou ndo o material para pro-
jetos de pesquisa que tenham sido previamente aprovados
por Comité de Etica em Pesquisa.

manifestacdo da vontade do destino a ser dado ao mate-
rial coletado no caso de falecimento ou qualquer evento
que impossibilita o doador ou a doadora de manifestar
seu desejo. Indicar, se quiser, quem podera decidir nessa

situagao.

O termo de consentimento livre e esclarecido, que convém,

deve ser redigido de maneira simples e clara, precisa e se referir,

também, aos aspectos médicos, éticos, juridicos e financeiros e

que sejam pertinentes a cada situagao.
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e Marcadores proteicos e metabdlicos na implantagdo embrionaria
* Andropausa: Hipogonadismo masculino tardio
* Prémio Campos da Paz

Cursos Pré-Congresso
* Reproducéo assistida para o ginecologista
e Infertilidade conjugal
* Planejamento familiar
» Sexualidade
* Endocrinologia reprodutiva
* Hormonioterapia na perimenopausa

Realizagao: Organizacao: Agéncia Oficial:
g =
¢ = GROW UP >
! », L p—
B - Consultoria € acoes estratégicas T Pl o]
W n '} o g ®
3 www.growup-eventos.com.br M A( :
) Tel.: 11 3849-0099 / 3044-1528 / 3044-1339 VIAGENS & EVENTOS
SOCIEDADE BRASILEIRA DE REPRODUGAO HUMANA www.macviagens.com.br

mac@macviagens.com.br
Tel.: 11 5594-8300 / 21 2544-6996 /
41 3039-1377 / 31 3281-6414




XXIll Congresso Brasileiro de Reprodu¢cao Humana
26 a 29 de novembro de 2008 - Sao Paulo - SP

Valores
Categoria Até 14/11/2008 Local
L. Sécio R$ 250,00 R$ 280,00
Inscreva-se ja Médicos néo sécio R$ 320,00 R$ 390,00
Estudante I.Re.S|de!1te R$ 140,00 R$ 150,00
Outros profissionais
Acompanhante R$ 160,00 R$ 170,00

Inscrigoes on line

Preencha diretamente a ficha de inscricdo no site
www.sbrhcongresso2008.org.br

Efetuar o pagamento através de boleto bancario

Dados para depésito

Sociedade Brasileira de Reprodug¢do Humana
Banco do Brasil

Agéncia: 0722-6

Conta Corrente: 17647-8

Inscrigoes via correio

Preencha a ficha de inscricdo e envie com o
comprovante de depdésito para o endereco abaixo:

Grow UP Eventos
Rua Alvorada, 631 - VI. Olimpia
04550-003 - Sao Paulo - SP

Informacgoes
Sociedade Brasileira de Reprodugdo Humana
Telefone: (11) 5055-2438 - Telefax: (11) 5055-6494

Grow UP Eventos
Telefones: (11) 3849-0099 / 3044-1339 / 3044-1528

Ficha de Inscrigcao:
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cem: L L L el LD Rl L]

||
Especialidade: | | | | [ [ L LD PP ]
||
||

|
endereco: . | | | [ L L[ LTI
cep: L LT T T T T Jcidades [ [T TTTTTTTTTTT T ] Estado:l | |
Tetefone: | | | L L L L LD cetwtars L LD LT[ [
etz L L L LD

W secio [ Medico nao socio

D Estudante / Residente

D Outros profissionais

D Acompanhante




