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Cerca de 15% dos cânceres de mama acometem mulheres com menos de 40 anos de idade – 

muitas delas ainda nulíparas e com desejo reprodutivo. Esse motivo vem levando cada vez 

mais mastologistas e oncologistas a se preocuparem com o futuro reprodutivo de suas pacientes, 

pois as modernas abordagens cirúrgicas, associadas a tratamentos quimioterápicos e radioterápi-

cos cada vez mais eficientes, implicam uma significante taxa de cura da neoplasia, ou, pelo menos, 

um longo período de sobrevida livre de doença. Sabe-se que a quimioterapia, em especial com a 

utilização de agentes alquilantes, como a ciclofosfamida, pode levar ao comprometimento repro-

dutivo devido a uma diminuição da reserva ovariana, pela depleção de folículos primordiais; tal 

efeito é dependente da idade da mulher, dosagem e tempo de tratamento com o quimioterápico. 

Vale salientar que o simples retorno dos ciclos menstruais não significa ausência de compro-

metimento da função reprodutiva. A Associação Americana de Medicina Reprodutiva recomenda 

que os médicos informem os pacientes com câncer sobre as opções para a preservação da ferti-

lidade antes do tratamento e afirma que preocupações com respeito ao bem-estar da prole não 

devem constituir motivo para negar ao paciente com câncer assistência quanto à reprodução. A 

preservação da fertilidade, nesses casos, pode ser obtida pela criopreservação de tecido ovariano 

– técnica experimental e com resultados ainda controversos – ou pela criopreservação de oócitos 

ou embriões – que já apresenta resultados muito mais bem estabelecidos. Com relação a essas 

últimas técnicas, dois questionamentos costumam ser realizados: em primeiro lugar, o tempo 

necessário para tais procedimentos levaria a um adiamento da quimioterapia? Além disso, a esti-

mulação ovariana para a obtenção dos oócitos pode promover acentuado aumento nos níveis de 

estradiol. O que poderia ser deletério para as pacientes, especialmente para aquelas com recep-

tores positivos? No que concerne ao tempo requerido, podemos iniciar a estimulação ovariana 

mesmo na fase lútea, mediante o emprego concomitante dos antagonistas do GnRH para pro-

mover a luteólise, o que faz com que o procedimento completo não dure mais de duas semanas. 

Dessa forma, a quimioterapia que deve seguir-se à cirurgia não sofreria adiamento importante, 

pois poderia ser iniciada logo após a captação dos oócitos. 

Esse fato foi bem documentado por von Wolff, que apresentou seus resultados no último 

congresso europeu de reprodução humana, realizado em Barcelona, e já tem sua investigação 

publicada on-line na conceituada revista Fertility and Sterility1. Quanto à elevação dos níveis de 

estradiol, a associação de um inibidor da aromatase, o letrozol, ao esquema com FSH, potenciali-

za os efeitos das gonadotropinas e promove níveis de estradiol significantemente mais baixos, por 

vezes até menores do que aqueles observados em um ciclo menstrual espontâneo2.

Embora nós mesmos já tenhamos colocado em cheque, em editorial anterior, o emprego de 

inibidores da aromatase na indução ovulatória3, por ser de emprego off-label, e, portanto, passível 

Câncer de mama e estimulação ovariana
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de questionamentos, reconhecemos que sua utilização em pacientes que não devem ser expostas a altos níveis estrogênicos deve ser 

encorajada e fortemente recomendada. Dessa forma, acreditamos que a estimulação ovariana em pacientes com câncer de mama que 

aguardam a quimioterapia após abordagem cirúrgica é um procedimento rápido e seguro, que não atrasa o tratamento oncológico e não 

expõe a paciente a concentrações de estradiol muito maiores do que ela teria em um ciclo menstrual espontâneo. Temos, portanto, mais 

um motivo para solicitar aos oncologistas e mastologistas que não se esqueçam de discutir, com as pacientes jovens que tenham desejo 

reprodutivo, as opções existentes para a preservação da fertilidade pós-quimioterapia.

Mario Cavagna 

1.	 von Wolff M, Thaler CJ, Frambach T, Zeeb C, Lawrenz B, Popovici RM, et al. Ovarian stimulation to cryopreserve fertilized oocytes in cancer patients 
can be started in the luteal phase. Fertil Steril. 2008. [Epub ahead of print]

2.	 Azim AA, Costantini-Ferrando M, Oktay K. Safety of fertility preservation by ovarian stimulation with letrozole and gonadotropins in patients with 
breast cancer: a prospective controlled study. J Clin Oncol. 2008;26(16):2630-5.

3.	 Cavagna M. O fim da “era letrozol”. Reprod Clim 2005;20:3.
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Resumo
A endometriose e a síndrome do intestino irritável são moléstias comuns na população feminina. As doenças podem alterar o hábito intestinal, 

causar dor abdominal e sintomas inespecíficos que dificultam o diagnóstico. Este artigo é uma revisão atualizada das duas doenças e conclui que o 

diagnóstico de uma delas não deve excluir o da outra, pois eles podem coexistir.

Unitermos: Endometriose; Síndrome do intestino irritável; Dor pélvica.

Abstract
The endometriosis and the irritable bowel syndrome are diseases which usually affect women; they can change the intestinal habit and cause 

abdominal pain and nonspecific symptoms that hinder the diagnosis. This article is an updated review of both diseases, and it concludes that the 

diagnosis of one of them should not exclude the other, as they may coexist.

Uniterms: Endometriosis; Irritable bowel syndrome; Pelvic pain.

Pontifícia Universidade Católica do Paraná (PUC-PR) – Curitiba (PR), Brasil.  
1 Acadêmica do curso de Medicina da Pontifícia Universidade Católica do Paraná (PUC-PR) – Curitiba (PR), Brasil.
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de São Paulo (FMRP-USP) –Ribeirão Preto (SP), Brasil.
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Endometriose pélvica e síndrome  
do intestino irritável: atualização
Pelvic endometriosis and irritable bowel syndrome: up-to-date
Márcia Mie Uchimura1, Vivian Ferreira Amaral2
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Introdução

A dor abdominal e as alterações do trato digestório são 

manifestações clínicas muito comuns entre as mulheres e pre-

sentes em doenças como a síndrome do intestino irritável (SII) 

e a endometriose. Porém, há poucos relatos sobre a associa-

ção entre as duas enfermidades. Ambas podem ter sintomato-

logias inespecíficas. 

Endometriose

A endometriose é uma doença crônica e recorrente carac-

terizada por tecido endometrial fora da cavidade uterina. O 

tecido endometrial, caracterizado por glândulas e/ou estro-

ma1, pode ser encontrado nos ovários, peritônio, ligamentos 

útero-sacros, fundo do saco de Douglas2. Acomete aproxima-

damente 10% das mulheres em idade fértil1,3, em caso de dor 

pélvica, estima-se que a prevalência atinge 82% e se associa à 

infertilidade, 21%1,2. 

As manifestações clínicas mais comuns são: dismenorreia, 

dispaurenia1, infertilidade, dor pélvica crônica e, em alguns 

casos, alteração intestinal e urinária cíclicas4. A dismenorreia 

pode ser progressiva e a dispaurenia pode estar relacionada à 

presença de nódulos no fundo de saco e raramente ocorre sem 

cólica menstrual. A dor pélvica é cíclica, difusa e de intensi-

dade variável5.

O método padrão-ouro para o diagnóstico é a videola-

paroscopia com a visualização do tecido endometrial3,4 pois, 

o quadro clínico é difícil porque simula outras moléstias. 

Durante a videolaparoscopia, faz-se o estadiamento da doen-

ça, que vai prever prognóstico e auxiliar na terapêutica. O es-

tadiamento utilizado é o preconizado pela American Society 

for Reproductive Medicine (ASRM). Considera-se o tamanho 

das lesões, aparência, local de acometimento, presença de im-

plantes de endometriose em outros órgãos e a presença de 

patologias associadas.  

O manejo consiste no controle da sintomatologia e pre-

venção da progressão da mesma. Pode ser tratada com eficácia 

com medicação, cirurgia ou ambos1. Durante a laparoscopia 

diagnóstica, a excisão cirúrgica da endometriose deve ser a 

primeira medida em mulheres em idade reprodutiva, desde 

que seja por equipes treinadas e em casos selecionados1,6, pois 

melhora a dor3, a qualidade de vida e a fertilidade7. O tra-

tamento farmacológico visa inibir o crescimento e atividade 

do endometrioma e evita a necessidade de tratamento cirúr-

gico1. Baseia-se no uso de medicamentos hormonais como: 

Danazol, análogos do GnRH, progestágenos ou combinados 

com estrógeno3.

SII

A SII, conhecida também como cólon espástico, colite ner-

vosa, cólon irritável, diarréia nervosa, dispepsia dos cólons, neu-

rose cólica8 é um distúrbio motor que se caracteriza por altera-

ção do hábito intestinal, dor abdominal e ausência de patologia 

orgânica detectável. 

É uma doença crônica que atinge cerca de 20% da população 

ocidental9, ocorre com maior frequência em mulheres9,10,11, cerca 

de duas a três vezes mais do que nos homens12,13. 

Os sintomas típicos da SII são desconforto ou dor abdo-

minal, geralmente localizados na porção baixa do abdômen, 

associados à alteração do hábito intestinal – constipação, diar-

réia ou alternância de uma e de outra10,13,14. Outros sintomas 

freqüentes são muco nas fezes, urgência retal, distensão abdo-

minal e flatulência. A síndrome é de evolução crônica com am-

plo espectro de gravidade, que varia de manifestações clínicas 

leves a muito exuberantes10.

 A dor da SII é variável. Em geral, é difusa, localiza-se no 

hipogástrio em 25%, no lado direito em 20%, no lado esquerdo 

em 20% e no epigástrio em 10% dos pacientes15. Normalmente 

não se irradia, mas quando intensa pode vir acompanhada de 

lombalgia. Em casos de espasmo colônico distal, que dificulta 

a eliminação de gases, favorece a distensão e a dor que pode 

simular a dor cardíaca sendo aliviada com a eliminação dos fla-

tos. Já a precipitada pelas refeições é aliviada pela evacuação. 

Raramente a dor acorda o paciente à noite. Podem apresentar 

sintomas gastrointestinais altos como dispepsia, pirose, náu-

seas e vômitos. Também pode haver dismenorreia, alteração 

da frequência urinária, dispareunia, cefaléia tipo enxaqueca15. 

É comum relatos de piora dos sintomas durantes as fases pré-

menstrual e menstrual15,16.  

Não há marcador específico para o diagnóstico da SII. O 

diagnóstico é de exclusão9,11,12,15-17. Alguns critérios podem auxi-

liar o diagnóstico como Manning11,12, Roma II9,10,11,15 e Roma III13 

(Tabela 1).

A terapêutica do intestino irritável varia de acordo com a 

necessidade e a clínica da paciente. Varia desde a reeducação 

alimentar como medicações antidiarreicas, agentes laxativos, an-

tiespasmódicos, antidepressivos, entre outros10,16. 

Endometriose e Síndrome do intestino 
irritável

Semelhanças

Ambas patologias são mais freqüentes no sexo feminino, 

possuem etiopatogenias não muito bem esclarecidas, apresentam 
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algumas manifestações clínicas em comum e não há padrão de 

tratamento das mesmas.

Discussão

Na literatura, há um relato de caso que sugere a coexistência 

das doenças, no qual um diagnóstico prévio de cólon irritável 

após tratamento cirúrgico de uma oclusão intestinal por endome-

triose continuou apresentando os sintomas iniciais18. A literatura 

aconselha que o médico deve ficar atento à clínica da paciente 

quanto a sintomas ginecológicos e gastrointestinais18,19. 

Para diferenciar estas enfermidades, as características do lo-

cal da dor, o sangramento durante o ciclo e a exacerbação dos 

sintomas pelas refeições são fatores a serem investigados19,20. No 

intestino irritável, a paciente pode apresentar alteração do há-

bito intestinal relacionado ao ciclo menstrual por aumento de 

prostaglandinas na fase inicial da menstruação, o que resultaria 

na contração da musculatura do trato digestivo20. A piora dos 

sintomas durante a menstruação16 pode dificultar o diagnóstico 

de SII e confundir com endometriose, porém sua associação com 

a evacuação11, alimentação e com o estresse20 definem o quadro 

como gastrointestinal. Na patologia ginecológica, embora a sin-

tomatologia possa ser similar, há sangramento intermenstrual, 

exacerbação pré-menstrual da dor e dispaurenia20.

Em um estudo recente entre mulheres com dor pélvica, 30% 

das pacientes com doenças ginecológicas (endometriose e do-

ença inflamatória pélvica) apresentavam sintomas sugestivos de 

colón irritável. Este trabalho argumenta que como a sintomato-

logia entre as doenças em questão são similares, pela clínica é 

realmente difícil o médico diferenciá-las. 

Se a paciente com a colite nervosa não responder ao trata-

mento inicial ou se houver sangramento intermenstrual e piora 

da dor, esses sintomas podem ser considerados sinais de aler-

ta. E é sugerido que os gastroenterologistas e os ginecologistas 

trabalhem em conjunto para adotar melhor conduta quando o 

diagnóstico ainda é incerto. Na presença de sintomas do trato 

digestivo, um ginecologista deve estar atento para possível intes-

tino irritável e mesmo em paciente com dor pélvica não se deve 

deixar de realizar uma avaliação ginecológica, mesmo estando 

sem sintomas intestinais19,21. 

A investigação de endometriose intestinal é recomendada 

em caso de pacientes que apresentem sintomas gastrointestinais, 

dor pélvica crônica, dismenorréia e dispaurenia22,23. O trato gas-

trointestinal é o local mais acometido pela endometriose após os 

órgãos pélvicos e o peritôneo pélvico. Aproximadamente 20% 

das mulheres com diagnóstico prévio de SII têm endometriose24 

e alguns diagnósticos podem passar despercebidos por falta de 

preparo do cirurgião, já que a videolaparoscopia é um exame 

operador dependente25. 

 Na endometriose intestinal, é representado de 3,8 a 37% 

dos casos de endometriose26. O tecido ectópico localiza-se com 

mais frequência no retossigmóide, íleo, ceco e apêndice23,24,27. 

Cerca de 35% das pacientes com acometimento intestinal são 

assintomáticas24,26 e a prevalência das sintomáticas é de 2%24. 

A dor está relacionada com a profundidade e aderência dos 

anexos23,24. Grandes nódulos endometriais causam sintomas 

gastrointestinais que podem simular a SII. Porém, na endome-

triose a evacuação não alivia os sintomas26. O envolvimento do 

trato digestivo pode mimetizar várias outras desordens, como 

apendicite, diverticulite, aderência, colecistite aguda, doença de 

Crohn25,26 e câncer colorretal27. A endometriose intestinal pode 

levar à estenose ou até obstrução da alça intestinal23,25.

Conclusões

Em virtude da semelhança clínica entre a SII e endome-

triose, principalmente quando se considera a sintomatologia 

gastrointestinal das pacientes, o médico deve ficar atento à 

possibilidade de diagnosticar uma destas doenças, sem excluir 

a outra precocemente, já que elas podem coexistir. Nos casos 

de dúvida, o ginecologista e o gastroenterologista podem tra-

balhar em conjunto até que o diagnóstico seja definido.

Critérios de Manning (1978) Critérios Roma II (1999) Critérios Roma III (2006)

1.	 Dor aliviada pela defecação
2.	 Fezes amolecidas no início do quadro doloroso
3.	 Evacuação mais frequente no início do quadro 
doloroso
4.	 Distensão abdominal visível
5.	 Passagem de muco
6.	 Sensação de esvaziamento

Dor ou desconforto por 12 semanas nos últimos 12 me-
ses, associados a pelo menos 2 dos sintomas seguintes:
1.	 alívio com defecação;
2.	 fezes amolecidas ou mais frequentes;
3.	 fezes endurecidas ou menos frequentes.
Sintomas que contribuem para o diagnóstico:
∙	 frequência anormal (>3 por dia ou <3 por semana);
∙	 formato anormal das fezes (grumosa/endurecida ou 
amolecida/aquosa);
∙	 passagem fecal anormal (esforço, urgência ou sen-
sação de esvaziamento incompleto);
∙	 passagem de muco;
∙	 sensação de gases ou distensão abdominal.

Dor ou desconforto por 3 meses nos últimos 6 
meses, associado a pelo menos 2 ou mais sintomas 
seguintes:
1.	 melhora com evacuação e/ou;
2.	 fezes amolecidas ou mais frequentes e/ou;
3.	 fezes endurecidas ou menos frequentes.

Tabela 1 - Critérios que auxiliam no diagnóstico de SII: Manning, Roma II e Roma III
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Resumo
A imunização com linfócitos para tratamento de casais com abortos de repetição de causa aloimune foi descrita pela primeira vez no início dos anos 

1980. Formação de anticorpos contra linfócitos do parceiro, redução da citotoxicidade das células natural killer e equilíbrio do perfil de interleucinas 

com predomínio T-Helper 2 são alguns dos mecanismos imunológicos envolvidos em uma gestação normal. Existem diferentes protocolos de 

imunoterapia com linfócitos, com variações de resultados gestacionais. Apesar de uma revisão sistemática da biblioteca Cochrane questionar a 

eficácia da imunoterapia com linfócitos, diversos centros no mundo permanecem indicando o seu uso, com resultados significantes, desde que 

sejam obedecidos os princípios básicos: critérios rigorosos de seleção de casais, controle do tratamento com prova cruzada, imunizações pré-

gestacional e durante o primeiro trimestre, utilização da via intradérmica e menor intervalo de tempo possível entre coleta do sangue e aplicação da 

vacina. Os resultados satisfatórios no tratamento de casais com aborto recorrente deram início à aplicação da imunoterapia com linfócitos em casais 

com falhas repetidas de fertilizações in vitro, desde que sejam obedecidos protocolos de seleção de casais.

Unitermos: Aborto; Transfusão de linfócitos; Imunoterapia.

Abstract
The use of lymphocytes immunization for the treatment of couples with recurrent abortions was described for the first time at the beginning of 

1980. Formation of antibodies against lymphocytes of the partner, reduced cytotoxicity of natural killer cells and interleukin equilibrium profile with a 

predominance of T-helper 2 are some of the immunological mechanisms involved in a normal pregnancy. There are different protocols of lymphocytes 

immunotherapy and gestation results. Cochrane library questions the effectiveness of lymphocytes immunization therapy. Despite of this, innumerous 

centers in the world indicate its use, with significant good results, since basic principles are obeyed: rigorous criteria for couple selection, treatment 

control with cross match test, immunizations before and during the first trimester of gestation, use of the intradermal injections and short intervals 

between blood collection, immunization production and injection. Lymphocytes immunotherapy is also being used in couples with repeated in vitro 

fertilization failures but protocols for couple selection must be obeyed for comparative results with literature.

Uniterms: Abortion; Lymphocytes transfusion; Immunotherapy.
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A relação imunológica entre feto e mãe é uma comunicação 

bidirecional. O feto participa através da expressão de antígenos 

no tecido trofoblástico, enquanto cabe à mãe reconhecer e res-

ponder a esse estímulo antigênico, através de células específicas 

presentes na interface materno-fetal. Falhas nesse processo re-

sultam em quadros de falhas de implantação, abortos e outras 

intercorrências obstétricas.

As diferenças imunológicas entre indivíduos da mesma es-

pécie são definidas como aloimunidade. Os fatores aloimunes 

são reconhecidos, de longa data, como essenciais no processo 

de aceitação embrionária pelo sistema imune materno. Em 1966, 

Clarke e Kirby, formularam a hipótese de que a disparidade an-

tigênica materno-fetal era benéfica para o desenvolvimento do 

embrião. A histocompatibilidade materno-fetal pode induzir a 

um distúrbio na interação entre mãe e feto, por impedir a pro-

dução de fatores humorais e celulares de origem materna, es-

senciais para a vitalidade do embrião e o sucesso da gestação1. 

É constatado que casais com compatibilidade human leukocyte 

antigen (HLA) em vários alelos possuem taxas elevadas de perdas 

gestacionais2,3. Outros mecanismos aloimunes estão envolvidos 

na falha de implantação, entre eles destacam-se: hiperatividade 

das células natural killer (NK) e alterações no padrão de interleu-

cinas, com um predomínio de citocinas T-Helper (TH) 14. 

Os primeiros estudos de imunoterapia para perdas gestacio-

nais surgiram na década de 1980, e a pergunta original ainda per-

manece sem resposta. Como interferir nos mecanismos imuno-

lógicos de implantação embrionária, em pacientes com histórico 

de perdas gestacionais, para melhorar os resultados gestacionais? 

Diferentes formas de tratamentos para o fator aloimune surgi-

ram, entre eles destacam-se: imunização com linfócitos e imuno-

globulina humana endovenosa.

A proposta terapêutica, utilizando-se imunização da mulher 

com linfócitos do parceiro ou de doador, surgiu da observação 

de que pacientes submetidos a transfusões sanguíneas seriadas 

apresentavam menor rejeição de aloenxertos renais5. Também foi 

constatada uma redução da incidência de abortos em animais 

por imunização prévia com células esplênicas paternas6. 

Taylor e Faulk foram os primeiros a relatarem a utilização de 

concentrados de linfócitos para a prevenção de aborto recorrente 

de causa não-identificada7. Porém, foi Beer et al. que propuse-

ram a utilização de linfócitos do parceiro, como melhor forma 

de imunização2.

Os mecanismos de ação da imunoterapia com linfócitos 

ainda são pouco conhecidos, mas inúmeras evidências de-

monstram que a sua utilização promove, principalmente, a 

formação de fatores humorais específicos, bem como, reduz a 

atividade das células NK e induz a um predomínio de interleu-

cinas T-Helper 2, que são essenciais para um bom processo de 

implantação embrionária8.

O resultado do primeiro estudo duplo-cego aleatório, publi-

cado em 1985, comparando o efeito da imunização da mulher 

com linfócitos do parceiro versus linfócitos autólogos, observou 

melhora estatisticamente significativa nos resultados reproduti-

vos no grupo tratado com imunização com células do parceiro9. 

Desde então, inúmeros estudos, aleatórios ou não, têm relatado 

divergência em relação à eficácia da imunização com linfócitos. 

Em 1994, uma metanálise sobre a imunoterapia com linfócitos 

do parceiro concluiu que esta abordagem terapêutica beneficiaria 

de 8 a 10% das mulheres tratadas10.

Recentemente, a Cochrane Database questionou a eficácia 

das diversas formas de imunoterapia (imunização com linfócitos 

e imunoglobulina humana endovenosa) para aborto recorrente, 

inclusive recomendando o abandono dos testes imunológicos 

para os casais com aborto habitual. Nessa revisão, foram avalia-

dos 20 ensaios clínicos entre 1980 e 2004, sendo 12 relacionados 

ao tratamento com linfócitos do parceiro, com 641 pacientes 

(OR=1,23; IC95%=0,89-1,70), três com linfócitos de doador, 

com 156 mulheres (OR=1,39; IC95%=0,68-2,82), um ensaio 

com infusão de membranas trofoblásticas, com 32 mulheres 

(OR=0,40; IC95%=0,11-1,45) e ainda imunoglobulina humana 

venosa (OR=0,98; IC95%=0,61-1,58)11. 

Porém, após a sua publicação inicial, inúmeros autores 

demonstraram erros metodológicos no desenho da revisão 

bibliográfica8,12. A seguir, estão as falhas mais discutidas desta 

metanálise: 

•	 foram analisados estudos com diferentes critérios de inclusão 

e exclusão de pacientes;

•	 existiam protocolos de imunização, concentrações de linfóci-

tos e vias de administração diferentes entre si, longo intervalo 

entre preparo e realização da vacina e estocagem de sangue;

•	 falta de exames de controle pós-imunização e;

•	 a não-exclusão de pacientes com aborto, após tratamento, de 

causa cromossômica no grupo de estudo.

Apesar da polêmica gerada pela Cochrane, inúmeros centros 

no mundo recomendam a utilização da imunoterapia com linfó-

citos do parceiro como forma de tratamento de aborto recorrente 

de causa aloimune. No Japão, uma revisão recente revelou que 

70% dos hospitais universitários e 80% das clínicas de reprodu-

ção humana prescrevem imunoterapia com linfócitos12. Existem 

ainda publicações de países como: Brasil, Estados Unidos da 

América, Canadá, Colômbia, Argentina, Alemanha, Inglaterra, 

Índia, Chile, México, Egito, Irã, entre outros.

No Brasil, a utilização de vacinas com linfócitos em casais 

com perdas gestacionais de repetição teve seu início na déca-

da de 1990. Os primeiros trabalhos foram publicados em 1998, 

apresentando resultados gestacionais semelhantes ao mostrado 

na literatura mundial13. 
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Aborto recorrente é uma patologia obstétrica pouco frequen-

te, em cerca de 2% dos casais em idade reprodutiva, e apresen-

ta uma diversidade de causas envolvidas. Entre os fatores mais 

observados destacam-se: genéticos, anatômicos, infecciosos, 

trombofilias, hormonais e imunológicos14. Casais com perdas 

gestacionais de repetição devem ser submetidos a uma criterio-

sa avaliação, pois, em muitos casos, existem fatores associados. 

Estudos já demonstraram que quanto maior o número de fatores 

associados, pior o prognóstico dos casais com perdas15,16. 

Pacientes com história de aborto habitual associado ao fator 

aloimune, tratadas com imunização com linfócitos do parceiro, 

apresentam risco elevado de uma nova perda quando existe um 

fator autoimune associado ou idade materna maior que 40 anos 

ou associação de fatores16. Com base nesses dados, para se obter 

bons resultados com a imunoterapia com linfócitos, seria neces-

sário seguir protocolos rigorosos de investigação e de conduta.

A Escola Japonesa de Medicina indica a investigação do fator 

aloimune em casais com aborto recorrente nas seguintes situa-

ções: após a terceira perda gestacional com o mesmo parceiro, 

após dois abortos com estudo genético normal e após dois abor-

tos e níveis de células NK elevados12. 

Existem grandes variações nos protocolos de imunização 

com linfócitos, que podem interferir nos resultados. A seleção 

das pacientes, inicialmente, era realizada através da identificação 

de compatibilidade HLA com o parceiro. Atualmente, o diagnós-

tico do fator aloimune é realizado através de uma prova cruzada 

(cross match) negativa, utilizando linfócitos do parceiro e o soro 

da paciente. A prova cruzada pode ser realizada por citometria de 

fluxo ou por técnica de microlinfocitotoxicidade, com resultados 

semelhantes, tendo a primeira um custo mais elevado. A citome-

tria de fluxo tem maior sensibilidade e a microlinfocitotoxicida-

de, maior especificidade. Avaliação dos níveis e da citotoxicidade 

das células NK no sangue periférico e no endométrio e avaliação 

do perfil de interleucinas Th1 e Th2 são outras formas de avaliar 

o fator aloimune.

Em relação ao início da terapia, foram obtidos resultados sig-

nificantes quando realizada antes e durante o primeiro trimestre 

da gravidez, utilizando exames de controle pós-imunização8. 

O critério utilizado, com melhores resultados, para que o casal 

seja liberado para uma nova gravidez é a prova cruzada positiva. 

Alguns autores observam o diâmetro do eritema no local da apli-

cação da vacina como parâmetro para liberar o casal para uma 

nova gravidez12. 

Pacientes que foram submetidas à imunoterapia com linfóci-

tos e, após a sequência pré-gestacional, permaneceram com a pro-

va cruzada negativa, obtiveram taxas de sucesso semelhantes ao 

Grupo Controle (sem tratamento) e diferentes do Grupo Tratado 

com prova cruzada positiva (56, 41 e 70%, respectivamente)17 

(Tabela 1).

Casais submetidos à imunoterapia com linfócitos e com 

prova cruzada positiva são orientados a engravidar de imedia-

to. Os melhores resultados gestacionais são observados nos 

primeiros seis meses após o cross match tornar-se positivo, 

sendo recomendadas imunizações de reforço entre três e seis 

meses até o teste de gravidez positivo, quando as imuniza-

ções passam a ser mensais, no primeiro trimestre. As doses 

de reforço são recomendadas, mesmo com a prova cruzada 

positiva, por existirem mecanismos imunomoduladores não-

mensurados por tal exame.

O efeito imunoprotetor da terapia é dose dependente, sendo 

observados melhores resultados quando a concentração de linfó-

citos por imunização é de 100 – 200 x 106. Concentrações abaixo 

de 80 x 106 ou acima de 500 x 106 desencadeiam um baixo efeito 

protetor. Vias de administração diferentes também são descritas 

como determinante da eficácia da terapia, sendo a via intradér-

mica a mais indicada8. 

Tabela 1 - Valor prognóstico da prova cruzada (cross match)

Grupo de paciente Prova cruzada Nascidos vivos Odds ratio p

3-4 abortos Negativa → negativa, controle 47/115 (40,9%) 1

Negativa → negativa, imunizado 28/50 (56%) 1,84 (0,94-3,6) NS

Negativa → positiva, imunizado 181/258 (70,2%) 3,40 (2,15-5,37) 0,001

Positiva → positiva, controle 16/63 (69,6%) 3,30 (1,26-8,66) 0,015

Positiva → positiva, imunizado 1/1 - -

≥5 abortos Negativa → negativa, controle 12/44 (27,2%) 1

Negativa → negativa, imunizado 5/13 (38,5%) 1,67 (0,45-6,11) NS

Negativa → positiva, imunizado 47/84 (55,9%) 3,38 (1,53-7,47) 0,02

Positiva → positiva, controle 6/19 (31,6%) 1,23 (0,38-3,98) NS

Positiva → positiva, imunizado 3/7 (42,9%) 2 (0,39-10,28) NS

Fonte: Orgad S et al.17. 

NS: não-significante.
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Outro fator que interfere na eficácia do tratamento é o in-

tervalo entre a coleta de sangue do parceiro e a realização da 

imunização. Um estudo recente revelou que a proteína de su-

perfície do linfócito CD200 tem participação no mecanismo de 

imunomodulação do tratamento. Quanto maior o intervalo co-

leta-aplicação, maior o risco de contaminação da amostra e me-

nor é a concentração de CD200, prejudicando os resultados18. 

O efeito colateral mais preocupante é a transmissão de 

doenças infecto-contagiosas (AIDS, sífilis, hepatite, vírus 

T-linfotrópico humano, citomegalovírus, doença de Chagas), 

exigindo-se um rastreamento sorológico prévio ao início do 

tratamento. Em 2006, Kling et al. publicaram a incidência de 

efeitos colaterais em mais de 2.500 pacientes. A quase totalida-

de das pacientes apresentou reação no local da aplicação, com 

uma duração média de 15 dias, sendo as mais frequentes: hi-

peremia, prurido, edema, ardência e bolhas. Reações sistêmicas 

estiveram presentes em 209 pacientes (8%), sendo os sintomas 

inespecíficos (elevação da temperatura, fadiga, cefaléia, náuse-

as e linfadenopatia)19. Existe risco teórico, porém não-compro-

vado por esse estudo, de trombocitopenia neonatal aloimune, 

de reação enxerto contra-hospedeiro e de sensibilização anti-D 

em casos de mulheres Rh negativo com parceiro Rh positivo. 

Nessa última situação, é aconselhável o uso de imunoglobulina 

anti-D após cada vacina.

O protocolo de investigação e tratamento, de fator aloimu-

ne em perdas gestacionais, mais utilizado no Brasil é o preco-

nizado, desde 1993, no Ambulatório de Aborto Recorrente do 

Centro de Atenção a Saúde da Mulher da Universidade Estadual 

de Campinas (Caism/Unicamp). Os resultados da Unicamp e de 

outros serviços com protocolos semelhantes apresentam taxas de 

sucesso em torno de 80% na gestação seguinte ao tratamento13,16, 

compatíveis aos descritos na literatura (Tabela 2).

Os principais fatores determinantes de sucesso do trata-

mento, observados na literatura internacional são seguidos pelo 

protocolo da Unicamp: seleção rigorosa das pacientes submeti-

das ao tratamento; imunizações pré-concepcionais e durante o 

primeiro trimestre da gravidez; prova cruzada deve ser positiva 

antes da próxima gestação; imunizações de reforço a cada três 

meses até teste de gravidez positivo e avaliação e tratamento de 

outros fatores associados.

Resultados positivos obtidos com a imunoterapia nos casos de 

aborto recorrente, recentemente, induziram vários autores a pro-

por o mesmo protocolo para casais inférteis com falhas repetidas 

de implantação em ciclos de fertilização in vitro (FIV), com embri-

ões de boa qualidade20-22. Vários países já utilizaram a imunotera-

pia nesses casos, com destaque para o Canadá e a Alemanha.

Os primeiros trabalhos publicados, nos casos de falhas de 

FIV, apresentaram bons resultados em grupos bem selecionados. 

Check et al., em 2005, obtiveram uma taxa de gravidez clínica e 

Tabela 2 - Principais estudos avaliando eficácia da imunização com 

linfócitos em casos de aborto recorrente

Referência Grupo estudado (%) Grupo controle (%)

Taylor e Faulk7 3/4 (75) -

Beer23 100/121 (77) 13/51 (25)

Mowbray et al.9 17/22 (77) 10/27 (37)

Takakuwa, Kanazawa e Takeuchi24 7/10 (70) -

Beer25 8/39 (72) 16/44 (36)

Mowbray et al.27 5/13 (68) -

Mowbray26 164/229 (72) -

Reznikoff-Etievant et al.28 28/33 (85) 15/31 (48)

Smith et al.29 27/34 (80) 2/9 (22)

Regan et al.30 34/46 (74) 0/4 (0)

Gatenby et al.31 15/28 (55) -

Carp et al.32 79/156 (50) 11/30 (36)

Takakuwa et al.33 28/35 (80) 4/12 (30)

Cowchock et al.34 43/74 (58) 8/25 (32)

Cauchi et al.35 13/21 (62) 19/25 (76)

Ho et al.36 33/39 (84) 39/60 (65)

Clark e Daya37 7/11 (64) 2/7 (29)

Smith et al.38 97/168 (57) -

Aoki et al.39 88/106 (83) -

Takakuwa et al.40 22/29 (66) -

Gatenby et al.41 13/19 (68) 9/19 (47)

Maruyama et al.42 55/69 (79) -

Daya e Gunby43 91/136 (66) 60/119 (50)

Kilpatrick44 39/48 (81) -

Illeni et al.45 10/22 (45) 11/22 (50)

Agrawal et al.46 16/21 (76) 13/45 (28)

Sterzik et al.47 19/30 (63) -

Komlos et al.48 4/7 (57) -

Tanaka et al.49 47/63 (74) -

Malinowsky et al.50 102/117 (87) -

Katano et al.51 154/205 (75) 17/23 (73)

Carp et al.52 63/99 (63) 8/50 (36)

Check et al.53 10/23 (43) -

Gafter et al.54 7/9 (77) -

Tamura et al.55 39/55 (71) -

Barini et al.13 93/116 (80) -

Dupont et al.56 41/56 (74) 43/61 (71)

Maejima et al.57 8/10 (80) -

Pena et al.58 26/33 (80) -

Li, Li e Zhu59 17/20 (86) 17/22 (86)

Ito et al.60 5/10 (50) -

Prigoshin et al.61 5/10 (50) -

Orgad et al.17 265/413 (64) 81/201 (40)

Ober et al.62 31/86 (36) 41/85 (48)

Ramhorst et al.63 54/92 (58) 17/37 (46)

Agrawal, Pandey e Pandey64 23/28 (82) -

Hayakawa et al.65 7/12 (58) -

Matsubayashi et al.66 86/122 (70) -

Miki et al.67 7/10 (70) 47/97 (48)

Katano et al.68 169/232 (73) -

Pandey et al.70 26/30 (86) 14/43 (32)

Pandey e Agrawal69 67/135(50) -

Pandey, Thakur e Agrawal8 25/32 (78) 12/28 (42)

Gharesi-Fard et al.71 67/92 (73) 44/81 (54)-

Fonte (modificado): Pandey, Thakur e Agrawal8.
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Resumo
A histeroscopia diagnóstica ocupa, atualmente, lugar de destaque na ginecologia moderna como método de diagnóstico ou terapêutico, sendo 

considerada padrão-ouro na avaliação das alterações intrauterinas como os pólipos, miomas, hiperplasia e câncer de endométrio. A indicação 

mais comum de histeroscopia diagnóstica é o sangramento uterino anormal, embora seja também importante em outras situações, como na 

propedêutica do casal infértil e em casos de perda gestacional de repetição. A capacidade diagnóstica não parece ser influenciada pela ocorrência 

de menopausa. O exame histeroscópico apresenta elevada sensibilidade (93%) e especificidade (95%) para o diagnóstico dos pólipos endometriais 

e miomas submucosos (87% de sensibilidade e 95% de especificidade). Quando se considera o diagnóstico de câncer e hiperplasia simples, a visão 

histeroscópica apresenta acurácia modesta na identificação da doença, não sendo um método adequado para excluir a presença de câncer de 

endométrio e hiperplasia simples, o que deve ser feito através do exame histopatológico. O aspecto da hiperplasia dificulta a interpretação da visão 

histeroscópica, mas nem por isso a histeroscopia deixa de ser importante, pois é complementar à análise histológica, fornece amostras globais das 

lesões e biopsias diretas das lesões focais e melhora sensivelmente a acurácia diagnóstica. Não há, até o momento, consenso na literatura entre a 

descrição da lesão vista à histeroscopia e os achados histológicos. Dessa forma, o exame histeroscópico deve ser complementado pela avaliação 

histológica e o diagnóstico adequado em casos de hiperplasia e câncer de endométrio.

Unitermos: Histeroscopia diagnóstica; Pólipo endometrial; Mioma submucoso; Hiperplasia endometrial; Câncer de endométrio.

Abstract
Diagnostic hysteroscopy plays an important role in the gynecologic practice in the diagnosis and treatment of intrauterine disease and is the current 

gold standard for evaluating intrauterine pathology, including submucous myomas, polyps, endometrial hyperplasia and cancer. Menopausal status 

does not seem to influence diagnostic accuracy. The most common indication for hysteroscopy is abnormal uterine bleeding, but it is also used in 

cases of infertility and in the workup of recurrent pregnancy loss. Hysteroscopy has high sensitivity (93%) and specificity (95%) for the diagnosis 

of endometrial polyps and submucous myomas (87% of sensitivity and 95% of specificity). As for the diagnosis of endometrial cancer and simple 

hyperplasia, hysteroscopy view cannot exclude any of them accurately and in both cases endometrial biopsy is mandatory. Endometrial hyperplasia 

remains a hystological diagnosis but hysteroscopy helps directing biopsies and thus improves diagnostic accuracy. There is no consensus in the 

literature, so far, on the relationship between hysteroscopic imaging and endometrial hystopathology. Thus, endometrial histology is mandatory to 

rule out endometrial hyperplasia and cancer.

Uniterms: Diagnostic hysteroscopy; Endometrial polyps; Submucous myomas; endometrial hyperplasia; Endoemtrial cancer.
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Atualização

Papel atual da histeroscopia diagnóstica  
no diagnóstico das doenças intrauterinas

Role of hysteroscopic examination in the diagnosis of intrauterine pathology
Ivone Dirk de Sousa Filogônio1, Ivete de Ávila2

A histeroscopia ocupa atualmente lugar de destaque na gineco-

logia moderna como método de diagnóstico ou terapêutico1,2. Na 

verdade, as imagens da histeroscopia apresentam vantagens sobre 

os outros métodos propedêuticos, pois permitem percepções visu-

ais e táteis integradas. A histeroscopia diagnóstica é uma aborda-

gem direta que permite a observação do formato, contorno, relevo 

e cor de qualquer anormalidade1. Os padrões vasculares podem ser 

analisados, os detalhes podem ser examinados de perto e até mes-

mo a consistência e a mobilidade das estruturas podem ser testadas 

colocando a extremidade distal do endoscópio em ligeiro contato 

com elas. Essas percepções visuais e táteis são integradas de forma a 

produzir diagnósticos presuntivos acerca da natureza de uma anor-

malidade intrauterina, na falta do exame anatomopatológico2,3.

A indicação mais comum de histeroscopia diagnóstica é o 

sangramento uterino anormal (SUA), embora seja também im-

portante em outras situações como na propedêutica do casal in-

fértil e em casos de perda gestacional de repetição (Quadro 1)2. 

A dilatação e curetagem (D&C) foi, por décadas, o procedi-

mento de escolha para o diagnóstico do SUA. Cedeu lugar à histe-

roscopia por ser uma técnica inadequada para o diagnóstico das al-

terações endometriais, como os pólipos e os miomas submucosos, 

além de apresentar elevados índices de falso-negativo para o câncer 

de endométrio4,5. Além disso, a D&C requer internação e anestesia, 

o que aumenta o custo e o risco de complicações, e por isso, vem 

sendo substituída por métodos menos invasivos e com maior pre-

cisão diagnóstica. Ceci et al.6 compararam a precisão diagnóstica 

da D&C com a da histeroscopia, tendo como padrão-ouro o exa-

me anatomopatológico da histerectomia e acabaram encontrando 

sensibilidade e valor preditivo negativo significativamente maior da 

histeroscopia (Tabela 1). O diagnóstico final das alterações da cavi-

dade endometrial é o exame do espécime obtido à histerectomia, o 

que claramente apresenta limitações na prática clínica6. 

Quando comparada à biópsia endometrial às cegas, a histe-

roscopia mostrou elevada sensibilidade e acurácia no diagnósti-

co das lesões endometriais benignas (pólipos e miomas), mas é 

limitada em casos de hiperplasia e câncer de endométrio7.

Embora a histeroscopia com biópsia seja considerada atu-

almente o método padrão para avaliar macroscopicamente as 

doenças intrauterinas, incluindo pólipos endometriais, miomas 

submucosos, hiperplasias e câncer, ainda não foi estabelecida 

uma correlação adequada entre a visão histeroscópica e o exame 

histológico (padrão-ouro)2.

A sensibilidade e especificidade da histeroscopia na identifica-

ção de lesões intrauterinas é reconhecida por alguns autores8-10, mas 

ainda não há consenso na literatura entre a descrição da lesão vista 

à histeroscopia e os achados histológicos8-10. Isto se deve à diver-

sidade das classificações e critérios utilizados para definir as lesões 

identificadas à histeroscopia, o uso de testes estatísticos inadequa-

dos e o pequeno número de pacientes nos estudos publicados, 

assim como a dificuldade na definição histopatológica de algumas 

lesões como a hiperplasia endometrial. Dessa forma, mais estudos 

são necessários para se estabelecer a correlação precisa das altera-

ções visualizadas à histeroscopia e os achados histopatológicos. 

Pólipos endometriais

Os pólipos endometriais são lesões em relevo, constituí-

dos por glândulas e estroma, na superfície da cavidade uterina. 

Estima-se sua prevalência em 10 a 25% das mulheres, com pre-

domínio a partir dos 40 anos. Acredita-se que tenham origem 

num adenoma na porção basal do endométrio, fazendo protru-

são na zona funcional dessa mucosa ao crescer e aparecendo 

na cavidade uterina recoberto por camada de endométrio. Foi 

demonstrado decréscimo nos seus receptores de estrogênio e 

progesterona. Na maioria deles observa-se endométrio de tipo 

imaturo, fora de fase, com glândulas irregulares pouco respon-

sivas a progesterona, provavelmente por serem de origem basal, 

sendo refratários às influências hormonais do ciclo menstrual e 

insensíveis aos tratamentos hormonais11.

A etiologia e patogênese dos pólipos endometriais permane-

cem desconhecidas e a literatura cita uma chance de maligniza-

ção dessas lesões de 0,8 a 4,9% lesões11,12.

A histeroscopia pode ser considerada o padrão-ouro 

para diagnóstico macroscópico de pólipos endometriais e 

existe alta incidência de pólipos nos trabalho baseados em 

histeroscopia8,11,12. O exame histeroscópico apresenta elevada 

sensibilidade (93%) e especificidade (95%) para o diagnóstico 

dos pólipos endometriais3,8.

∙	 Avaliação do SUA

∙	 Diagnóstico e tratamento de lesões intrauterinas focais (pólipos e miomas)

∙	 Propedêutica da infertilidade

∙	 Diagnóstico e tratamento de alterações uterinas (sinéquias e septo)

∙	 Propedêutica da perda gestacional de repetição

∙	 Localização e remoção de DIU

Quadro 1 – Indicações da histeroscopia diagnóstica2

Fonte: Ceci et al.6 

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo; NS: não-significativo.

Tabela 1 - Comparação entre a acurácia diagnóstica de D&C e 
histeroscopia

DC versus achados 

histológicos após 

histerectomia  

(397 pacientes)(%)

Histeroscopia versus 

achados histológicos  

após histerectomia  

(445 pacientes)

Sensibilidade 46 98%; p<0,005

Especificidade 100 95%; NS

VPP 100 96%; NS

VPN 7,1 98%; p<0,005
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Na histeroscopia, os pólipos benignos podem ser quantifi-

cados em números e sua localização é precisa quanto à região 

da cavidade em que se encontram. São visualizados e descritos 

como sendo pediculados ou sésseis, de superfície lisa, brilhantes, 

de cor vermelha muito clara ou de superfície translúcida com 

rede vascular pouco visível. Ao toque, sua superfície pode ser 

levemente deprimida1,3,12.

Fernández-Parra et al.12 analisaram 1.870 histeroscopias para 

avaliar a capacidade da mesma em identificar a presença de cân-

cer nos pólipos endometriais. Também foi estabelecida uma 

correlação dos achados histeroscópicos dos pólipos com cân-

cer de endométrio. Assim, a incidência de câncer em mulheres 

na pós-menopausa com mais de três pólipos foi maior (7,3%) 

do que naquelas que apresentaram número mais baixo (1,2%).  

Concluiu-se que o aspecto histeroscópico dos pólipos pode pre-

dizer a presença de câncer, embora não dispense a realização de 

um estudo histológico dos mesmos. Lieng et al.13 realizaram bi-

ópsia concomitante à polipectomia e encontraram elevada pre-

valência de malignidade e hiperplasia atípica em mulheres com 

pólipo endometrial, o que enfatiza o valor da biópsia concomi-

tante à polipectomia. Antunes A Jr  et al., todavia, salientam que 

mulheres acima de 60 anos e aquelas com sangramento uterino 

na pós-menopausa apresentam risco elevado de malignidade e, 

nesses casos a ressecção do pólipo deve ser realizada14.

A necessidade de um diagnóstico preciso dos pólipos endo-

metriais não se restringe aos casos de SUA ou a quando se busca 

o diagnóstico diferencial com o câncer de endométrio; é também 

de muita importância na propedêutica das mulheres inférteis15. 

Embora a realização rotineira da histeroscopia não seja recomen-

dada na propedêutica da mulher infértil, há evidência de bene-

fício da identificação e remoção de pólipos endometriais nessas 

mulheres15,16. 

Miomas uterinos

Os miomas uterinos, também conhecidos como fibromas ou 

leiomiomas, são tumores benignos compostos de células muscu-

lares bem diferenciadas. Ocorrem em aproximadamente 25 a 35% 

das mulheres em idade reprodutiva e aproximadamente 2% são 

submucosos. À histeroscopia, são visualizados como nódulos, 

recobertos por fina camada de endométrio. Ao toque são firmes 

e não flutuam no líquido de distensão da cavidade uterina. É pos-

sível estabelecer em quais posições se encontram na cavidade, 

sendo que sua base de implantação é definida como pediculados 

ou sésseis. Eles têm sua rede vascular superficial devidamente vi-

sualizada1. E, são classificados a partir de métodos de imagem pela 

Sociedade Européia de Ginecologia Endoscópica (ESGE) em:

∙	 nível 0: quando o tumor se encontra totalmente na cavidade 

uterina, não havendo qualquer porção no miométrio.

∙	 nível I: quando mais de 50% do nódulo está na cavidade.

∙	 nível II: quando mais de 50% do mioma está dentro do 

miométrio

Os miomas submucosos são frequentes causas de sangra-

mento vaginal e seu correto diagnóstico no pré-operatório é im-

portante para escolher o tipo de anestesia, prever o tempo de 

cirurgia e discutir quais os riscos e vantagens com a paciente2. 

A histeroscopia cirúrgica é considerada o método de escolha 

para o tratamento cirúrgico dos miomas submucosos1-3. Logo, 

a importância pré-operatória da localização exata dos miomas 

submucosos, inclusive, em alguns casos, até para contraindicar a 

cirurgia, cuja viabilidade é dependente da localização do mioma 

(fúndicos, sésseis, de base larga são inoperáveis, utilizando-se os 

ressectoscópios comuns). No pós-operatório, ela é útil em pacien-

tes em tratamento de infertilidade, pois o diagnóstico precoce de si-

néquias facilita o seu tratamento1,2. A ultrassonografia endovaginal 

(USV) e a histeroscopia são métodos complementares na investiga-

ção pré-operatória e não-alternativas no planejamento da cirurgia 

histeroscópica. A USV fornece a informação da distância mínima 

entre a serosa e o mioma e a presença de outros achados, como 

adenomiose, o que pode influenciar na escolha do tratamento1,2.

Pasqualotto et al.17 investigaram diagnósticos pré-operatórios 

em 375 mulheres tratadas por SUA, para validar a acurácia pré-

operatória de histeroscopia diagnóstica, USV e biópsia de endo-

métrio. As principais doenças encontradas por esses autores fo-

ram: 172 pólipos (45,9%) e 105 miomas (28%). A sensibilidade 

e especificidade para miomas e pólipos foram, na histeroscopia, 

100 e 99%, na USV 74 e 39% e biópsia endometrial (Pipellle) 24 

e 10%, respectivamente.

Farquhar et al.18 relataram, a partir de uma metanálise com 19 

trabalhos comparando USV, histerossonografia e histeroscopia 

em pacientes com SUA que a histeroscopia e a histerossonografia 

têm excelente capacidade diagnóstica para miomas submucosos. 

A USV, entretanto, seria um exame subótimo para diagnóstico de 

mioma submucoso.

Birinyi et al.3 diagnosticaram 110 miomas submucosos em 

835 histeroscopias e mostraram a alta acurácia desse método 

para o diagnóstico de miomas e pólipos, tendo como referência 

o resultado histopatológico (Tabela 2).

Sensibilidade Especificidade VPN VPP

Hiperplasia 0,52 0,92 0,95 0,35

Pólipo 0,87 0,89 0,96 0,66

Mioma 0,85 0,98 0,98 0,66

Câncer 0,68 0,99 0,99 0,68

Atrofia 0,73 0,96 0,99 0,44

Tabela 2 - Acurácia da histeroscopia diagnóstica nas doenças 

endometriais

Fonte: Birinyi et al.3

VPN: valor preditivo negativo; VPP: valor preditivo positivo.
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Câncer e hiperplasia

Quando se considera o diagnóstico de câncer e hiperplasia 

simples, a visão histeroscópica apresenta elevada acurácia na iden-

tificação da doença, mas não é método adequado para excluir a 

presença de câncer de endométrio e hiperplasia simples, visto que 

a razão de probabilidade negativa não é baixa o suficiente, sendo 

necessário a complementação diagnóstica com a histologia3,9. 

A dificuldade do diagnóstico de hiperplasia, simples ou 

complexa, do ponto de vista histeroscópico, deve-se, segundo 

alguns autores3,7,9, à complexidade de se estudar um tecido que 

sofre variações naturais frequentes (endométrio secretor/ovu-

latório/ proliferativo/pré-menstrual) e que também é suscetível 

de ser alterado por medicações usadas pela paciente e/ou doen-

ças, como a endometrite, influenciando enormemente na visão 

macroscópica.

Há ainda preocupação com a disseminação de células ma-

lignas para a cavidade uterina em função da pressão intracavitá-

ria que é utilizada na histeroscopia. Ao longo da última década, 

entretanto, vários estudos metodologicamente bem estruturados 

concluíram que o fluido da histeroscopia, o qual alcança a cavi-

dade abdominal, não influencia no prognóstico da doença19.

Lesões pré-neoplásicas de endométrio, como as hiperplasias 

(simples ou complexas, com ou sem atipias), são também causas 

comuns de SUA. As hiperplasias à histeroscopia apresentam-se 

como lesões em que há aumento da espessura do endométrio 

pelo acúmulo irregular de glândulas, aumento da vascularização, 

dilatações císticas e aspecto polipóide1,2.

Garutti et al.8, analisando 1.500 histeroscopias, encontraram 

diferentes graus de acurácia entre elas quanto a algumas doenças 

intracavitárias – baixa acurácia (57,2%) para as hiperplasias e alta 

para os pólipos endometriais (95%). 

Lasmar et al.20, na avaliação de 4.054 histeroscopias, esta-

beleceram sensibilidade de 80% para o câncer de endométrio 

e 56% para a hiperplasia, ao passo que a especificidade para o 

câncer chegou a 99% para o câncer e 89% para a hiperplasia. 

Os autores acreditam que o fato se deve, possivelmente, aos 

achados histeroscópicos de alterações morfológicas, vasculares 

e de consistência das lesões suspeitas de hiperplasias não serem 

suficientes para a conclusão diagnóstica, havendo necessidade 

da biópsia para o diagnóstico definitivo. Ressaltaram, ainda, que 

o grande diferencial da histeroscopia em relação à histerossono-

grafia e ultrassonografia é justamente a possibilidade da biópsia 

direta sob visão. 

Uma revisão de 65 estudos envolvendo 26.346 pacientes 

com o objetivo de determinar a acurácia da histeroscopia iso-

ladamente para diagnóstico de hiperplasia e câncer endometrial 

mostrou que, para câncer, ela é alta e para hiperplasia é modes-

ta9. Quando a cavidade uterina é adequadamente visualizada, a 

histeroscopia é extremamente acurada no diagnóstico de câncer 

endometrial, mas não consegue excluí-lo adequadamente. A ca-

pacidade diagnóstica não parece ser influenciada pela ocorrência 

de menopausa. O aspecto da hiperplasia dificulta a interpretação 

da visão histeroscópica, mas nem por isso a histeroscopia dei-

xa de ser importante, pois é complementar à análise histológica, 

fornece amostras globais das lesões e biópsias diretas das lesões 

focais e melhora sensivelmente a acurácia diagnóstica. 

Conclusões

A histeroscopia é importante método propedêutico nas alte-

rações endometriais, que permite avaliação da cavidade uterina e 

realização de biópsias dirigidas com baixa incidência de complica-

ções. Embora apresente elevada sensibilidade e especificidade na 

identificação de lesões intracavitárias benignas, como os pólipos 

e os miomas, a visão histeroscópica deixa a desejar quando se tra-

ta de hiperplasia e câncer endometrial. Não há, até o momento, 

consenso na literatura entre a descrição da lesão vista à histeros-

copia e os achados histológicos. Dessa forma, o exame histeros-

cópico deve ser complementado pela avaliação histológica.
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Resumo
Objetivo: avaliar mudanças no padrão da densidade mamográfica (DM) de mulheres na pós-menopausa, após um ano de utilização de terapia 

estroprogestativa de baixa dose com uso intermitente de norgestimato (NMG). Material e métodos: estudo prospectivo com 40 pacientes 

menopausadas, divididas em dois grupos: tratado (n=20) usando 1 mg de 17-beta-estradiol diariamente e 90 mcg de NMG, de forma intermitente 

(três dias utilizando e três dias não); e controle (placebo). As mamografias foram realizadas antes e depois de 12 meses do início do tratamento. A DM 

foi aferida por dois métodos qualitativos (classificação de Wolfe e do Breast Imaging Reporting and Data System – BIRADS) por dois observadores. 

A variabilidade interobservador foi considerada baixa nas duas classificações, assim como houve ótima concordância entre os dois métodos. Os 

testes t de Student e McNemar foram utilizados para, respectivamente, comparação de médias e variáveis binomiais. Resultados: ambos os grupos 

foram considerados homogêneos quanto à idade, índice de massa corpórea, idade da menarca e da menopausa, duração do menacme, tempo 

de menopausa e paridade. Após 12 meses de seguimento, uma paciente (5%) do Grupo de Estudo e duas pacientes do Grupo Controle (10%) 

apresentaram aumento da densidade mamária de acordo com a classificação de Wolfe, sem diferença significativa entre os grupos. Observou-se 

aumento da densidade mamária, de acordo com a classificação de BIRADS em duas pacientes (10%) do Grupo de Estudo e três pacientes do Grupo 

Controle (15%), sem diferença significativa entre os grupos. Conclusões: a terapia hormonal de baixa dose com uso intermitente de NMG não foi 

associada com aumento de densidade mamária após 12 meses de tratamento, ratificando literatura corrente. 

Unitermos: Mamografia; Densidade mamária; Terapia de reposição hormonal.

Abstract
Objective: to assess the effects between non-treatment (placebo group) and a low dosage estrogen-progestin regimen with norgestimate on changes 

in mammographic breast density (BD) in postmenopausal women after 12 months of hormone therapy. Material and methods: a prospective 

study was performed with 40 postmenopausal patients, divided into two groups: treated (n=20) using beta-estradiol 1 mg daily plus intermittent 
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Introdução

O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais frequen-

te no mundo e o primeiro entre as mulheres. Mais da metade 

dos novos casos ocorre em países desenvolvidos1. Para o ano de 

2008 no Brasil são estimados 49.400 novos casos, com risco de 

51/100 mil mulheres/ano1. 

A mamografia é o exame mais simples e eficaz para a detec-

ção precoce do câncer de mama, detectando-o, em alguns casos, 

anos antes de seu diagnóstico clínico2. Sua sensibilidade varia 

na dependência de diversos fatores, destacando-se a densidade 

mamográfica (DM), que está diretamente relacionada com a ida-

de cronológica da mulher e, por conseguinte, da composição da 

mama, que apresenta uma quantidade variável de tecido adipo-

so, conjuntivo e glandular3. 

A DM aumenta proporcionalmente com a quantidade de te-

cido fibroglandular em atividade, em resposta ao estímulo hor-

monal proveniente, sobretudo, da função ovariana3. Nas mulhe-

res jovens, há predomínio de tecido fibro-ducto-glandular, que 

radiologicamente é expresso por DM elevada. 

Durante o climatério, ocorre uma diminuição da atividade 

folicular ovariana, resultando em um declínio contínuo na pro-

dução de estradiol pelos ovários. Nos tecidos e órgãos que so-

frem ação deste hormônio ocorre uma diminuição gradativa de 

sua atividade proliferativa. Nas mamas, instala-se um processo 

de substituição do tecido fibro-ducto-glandular pelo tecido adi-

poso (lipossubstituição), cuja velocidade de instalação varia de 

pessoa a pessoa4. A capacidade de retenção hídrica, induzida 

ou não por hormônios, também estaria relacionada ao aumento 

da DM, o que explicaria o fato de que algumas mulheres na 

pós-menopausa, mesmo sem reposição hormonal, possuírem 

mamas densas.

O primeiro a postular a associação entre câncer de mama e 

DM foi Wolfe em 19765. Baseado na proporção dos tecidos que 

compõem a mama, Wolfe classificou a DM em quatro padrões, 

baseados na relação ducto/glândula, graduados em percentuais. 

O padrão mamográfico denso, além de diminuir a sensibilidade 

e a especificidade do exame, provoca retardo no diagnóstico do 

câncer de mama e é considerado fator de risco para o seu de-

senvolvimento4-12. Vários estudos6-16 demonstraram, por meio de 

exames mamográficos, associação positiva entre terapia hormo-

nal (TH) e DM, embora se saiba da pluralidade etiopatogênica 

do câncer de mama.

A Sociedade Internacional de Menopausa (IMS) publicou, 

em 2007, um consenso sobre a utilização da TH no climatério, 

recomendando doses mais baixas do que as usadas até então e 

destacando a necessidade de pesquisas adicionais com diferentes 

esquemas e vias de administração17. 

A utilização da TH de baixa dose com norgestimato 

(NMG) é bem descrita na literatura atual18,19. Rozenberg20 

identificou em usuárias deste esquema um alívio nos sintomas 

vasomotores, diminuição de sangramentos uterinos, ausência 

de hiperplasia endometrial, efeitos benéficos sobre os lipídeos 

e excelente tolerabilidade. Curran e Wagstaff18 acrescentaram 

que, além de ser uma terapia eficiente para alívio dos sinto-

mas climatéricos e de boa tolerabilidade, atuam diminuindo a 

perda óssea. Gelfand et al.21 concluíram que esta terapia real-

mente melhora a qualidade de vida, sendo bem tolerada entre 

suas usuárias. Contudo, como na maioria das TH’s de baixa 

dose, existem muito poucos trabalhos estudando o seu efeito 

sobre a DM.

O presente estudo objetiva avaliar as potenciais mudanças 

no padrão da DM de mulheres na pós-menopausa, após um ano 

de utilização de terapia estroprogestativa, contendo 1 mg de 17 

beta-estradiol (uso contínuo) e 90 mcg de NMG, administrado 

de forma intermitente (três dias utilizando e três dias não), com-

parando-a com um Grupo Controle (placebo). 

Material e métodos

Foi realizado um estudo prospectivo e não-randomizado 

de pacientes provenientes do Ambulatório de Climatério do 

Hospital Universitário Materno-Infantil da Universidade Federal 

do Maranhão (UFMA), durante um período de 12 meses (janeiro 

norgestimate (NGM) 90 micro g (three days off, three days on); and control (placebo). The mammograms were done before and after a 12-month 

period of hormone therapy and BD between the two exams in each group was compared. BD was measured by two qualitative methods (Wolfe and 

Breast Imaging Reporting and Data System – BIRADS classification) by two different observers. T-student test was used for means and McNemar 

test for binomial variables. Results: both groups were considered homogeneous according to age, menarche, menopause and menacme duration’s, 

parity and body mass index (BMI). After a 12-month follow-up period, one patient (5%) from the Treated Group and two patients (10%) from the 

Control Group presented an increase of BD according to Wolfe classification, without statistical difference between them. Similarly, it was observed an 

increase in BD according to BIRADS classification in two patients (10%) from the Treated Group and three patients (15%) from the Control Group, with 

no statistical difference. Conclusions: low dosage hormone therapy with NGM was not associated with increased BD after 12 months of treatment, 

supporting current literature. 

Uniterms: Mammography; Breast density; Hormone replacement therapy.
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a dezembro de 2005). Esta pesquisa foi aprovada pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa do Hospital Universitário da UFMA sob o 

n° 320/2004.

Foram selecionadas mulheres na pós-menopausa (me-

diana de cinco anos de duração da menopausa) que apre-

sentavam como critérios de inclusão a indicação de TH 

combinada estroprogestativa em função de queixas vaso-

motoras (fogachos associados ou não à sudorese e insônia) 

e/ou urogenitais, decorrentes de atrofia. Todas as pacientes 

foram submetidas a exames laboratoriais, colpocitologia 

oncótica, ultrassonografia transvaginal e mamografia sim-

ples bilateral, cuja normalidade permitia a utilização de TH 

estroprogestativa.

Foram excluídas aquelas com menopausa cirúrgica e/ou pre-

coce, histerectomizadas, tabagistas, com antecedentes de hepa-

topatias, endocrinopatias, eventos tromboembólicos, doenças 

cardiovasculares (acidente vascular encefálico, infarto agudo 

do miocárdio, hipertensão arterial sistêmica não-controlada), 

usuárias de qualquer medicação hormonal nos últimos 12 me-

ses e/ou com antecedentes familiares de 1° grau para câncer de 

mama, ovário e endométrio. 

Após a assinatura do termo de consentimento livre e esclare-

cido, foi oferecida a realização de TH a todas as pacientes selecio-

nadas. Aquelas que concordaram em utilizar a TH, constituíram 

o Grupo Tratado (15 comprimidos de 1 mg de 17 beta-estradiol 

+ 15 comprimidos de 1 mg de beta-estradiol e 90 mcg de NMG) 

e aquelas que não a aceitaram, integraram o Grupo Controle (uti-

lização de placebo). Foram inicialmente incluídas 62 pacientes 

para participarem do presente estudo, sendo 32 no Grupo de 

Estudo e 30 no Grupo Controle. Vinte e duas pacientes inter-

romperam a sua participação no estudo antes de completar os 12 

meses de tratamento (dez pacientes abandonaram o seguimen-

to sem justificativa e 12 em virtude do aparecimento de efeitos 

adversos associados ou não a TH). Ao final de 12 meses de se-

guimento 40 pacientes, 20 em cada grupo, concluíram o estudo. 

Verificou-se nos dois grupos um percentual maior de mulheres 

com parceiro, tempo de escolaridade maior que quatro anos e de 

cor negra/parda. 

Utilizou-se uma ficha protocolo para registro das seguin-

tes variáveis: idade, idade da menarca, paridade, idade da me-

nopausa, duração do menacme e índice de massa corpórea 

(IMC).

A DM foi analisada em dois momentos: inicial (basal) e 

12 meses após o início do seguimento. As mamografias foram 

analisadas em incidência médio-lateral oblíqua e crânio-caudal, 

perfazendo um total de 160 imagens analisadas. As imagens 

foram realizadas no mesmo Serviço, pela responsabilidade de 

um mesmo técnico de radiologia. A DM foi aferida segundo 

dois métodos qualitativos: Sistema BI-RADS – Breast Imaging 

Reporting and Data System (composição 1: mama lipossubsti-

tuída; 2: mama moderadamente densa; 3: mama heterogenea-

mente densa; 4: mama extremamente densa)22 e Classificação 

de Wolfe5 (Quadro 1). Após 12 meses de seguimento, a DM 

foi classificada de acordo com a sua evolução em: aumentada, 

diminuída e inalterada.

Ao final do seguimento, dois médicos radiologistas avalia-

ram as mamografias das 40 pacientes que concluíram o estudo, 

comparando-as antes e depois de 12 meses, desconhecendo a 

que grupo a paciente em questão pertencia, bem como em qual 

momento (inicial ou ao término do seguimento) o exame havia 

sido realizado. Para tal, as mamografias foram numeradas de 1 

até 40. O controle desta identificação ficou sob guarda dos pes-

quisadores responsáveis pelo projeto.

Para avaliar a concordância entre os achados radiológicos ob-

tidos pelos dois observadores, utilizou-se o teste de kappa23, cujos 

valores são: <0,0=ruim; 0,21-0,40=sofrível; 0,41-0,60=regular; 

0,61-0,80=boa; 0,81-0,99=ótima; >1,00=perfeita). 

Os dados foram tabulados e submetidos à análise estatística 

utilizando o programa Epi-Info, versão 3.2.2. Os valores foram 

apresentados em números inteiros e relativos, médias e desvios 

padrão. Foi utilizado o coeficiente de correlação de Spearman 

para verificar a associação da DM com a idade, duração de mena-

cme e menopausa, idade da menarca e IMC. O teste t de Student 

foi usado para comparar os grupos e o teste de McNemar tam-

bém foi realizado para avaliar se houve diferença estatística na 

DM dentro de cada grupo após o seguimento de um ano. Todos 

os testes foram feitos considerando p<0,05.

Resultados

A Tabela 1 sintetiza as características clínicas gerais dos dois 

grupos estudados, previamente ao início do estudo, potencial-

mente passíveis de interferir com a densidade mamária. Verificou-

se que os grupos foram homogêneos em relação a todas as vari-

áveis estudadas (idade, IMC, idade da menarca e da menopausa, 

duração do menacme, tempo de menopausa e paridade). O IMC 

Quadro 1 - Classificação de Wolfe para DM

Categoria Padrão de densidade mamográfica

N1 Predominantemente adiposo composto quase inteiramente 
por gordura

P1 Fibro-ducto-glandular com ductos proeminentes ocupando até 
um quarto (menor que 25%) do seu volume

P2 Fibro-ducto-glandular com ductos proeminentes ocupando 
mais que um quarto (maior ou igual que 25%) do seu volume

DY Fibro-ducto-glandular ocupando quase toda a mama com 
áreas densas nodulares

Fonte: Wolfe (1976).

N=normal; P=proeminente; DY=displasia/radio-opaca.
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Tabela 2 - Classificação do padrão de DM segundo o Colégio Americano de Radiologia (BIRADS 1, 2, 3, 4) e Wolfe (N1, P1, P2, NY) antes e ao término de 

12 meses de seguimento das pacientes do Grupo Tratado (1 mg de 17 beta estradiol contínuo e 90 mcg de NMG intermitente) e Grupo Controle

Densidade
mamográfica

Grupo Tratado Valor de p Grupo Controle

Valor de pBasal 12 meses Basal 12 meses

n/% n/% n/% n/%

BI-RADS

Composição 1 13/65 10/50

1,00

4/20 6/30

1,00
Composição 2 5/25 7/35 9/45 8/40

Composição 3 2/10 2/10 5/25 6/30

Composição 4 0/0 1/5 2/10 0/0

Classificação de Wolfe

N1 12/60 11/55

0,68

5/25 6/30

0,54
P1 5/25 6/30 8/40 10/50

P2 3/15 3/15 6/30 4/20

DY 0/0 0/0 1/5 0/0

p=teste de McNemar com correção de Yates agrupando-se a classificação BI-RADS em 1 e 2 (não-densas), 3 e 4 (densas); Wolfe, N1-P1 (não-densas), P2-DY (densas).

Tabela 1 - Comparação entre as características clínicas iniciais das 

pacientes do Grupo Tratado (1 mg de 17 beta estradiol contínuo e 90 

mcg de NMG intermitente) e Grupo Controle

Variáveis

Basal

Valor de pGrupo Tratado
(n=20)

Grupo Controle
(n=20)

Idade (anos) 49,05±7,53 52,10±4,59 0,13

IMC (kg/m2) 25,21±4,25 25,11±3,02 0,93

Idade da menarca (anos) 12,35±1,46 12,25±1,71 0,84

Idade da menopausa (anos) 45,5±5,06 47,15±2,66 0,20

Tempo de menopausa (anos) 3,55±3,35 5,45±4,12 0,12

Duração do menacme (anos) 33,15±5,46 34,9±2,9 0,20

Paridade (número de filhos) 2±1,66 2±1,66 1,00

Diferença significativa se p<0,05 (teste t de Student, valores expressos como média± desvio 

padrão); A paridade foi expressa em mediana e desvio padrão.

não se modificou significativamente após 12 meses de segui-

mento nos dois grupos estudados (Grupo Controle: 25,04±2,76 

e Grupo de Estudo: 25,72±4,23).

A DM inicial não apresentou correlação com a duração do 

menacme e menopausa, paridade e IMC nos dois grupos avalia-

dos. Observou-se correlação negativa com a idade.

Previamente ao início do estudo, observou-se que a DM, 

segundo a classificação de BI-RADS, da maioria das pacientes 

do Grupo Tratado (13 de 20 pacientes, 65%), pertenceu à com-

posição 1, ao passo que quase metade das pacientes do Grupo 

Controle (9 de 20 pacientes, 45%), pertenciam à composição 2. 

Após 12 meses de seguimento, não houve alteração estatistica-

mente significante da DM nos dois grupos, ao dividir a DM em 

mamas densas e não-densas (Tabela 1).

Segundo a classificação de Wolfe, 60% (12 de 20 pacientes) 

das pacientes do Grupo Tratado apresentavam um padrão N1, ao 

passo que 40% das mulheres do Grupo Controle apresentavam 

um padrão P1; contudo, não houve diferença estatisticamente 

significante ao agrupar-se a DM em dois grupos (densas – P2/DY 

e não-densas – N1/P1) (Tabela 1). 

Houve um aumento da DM em uma paciente no Grupo 

Tratado e duas pacientes no Grupo Controle durante um ano 

de seguimento, segundo a classificação de BI-RADS. Quanto à 

análise pela classificação de Wolfe, duas pacientes sofreram au-

mento da DM no Grupo Tratado, enquanto três pacientes do 

Grupo Controle apresentaram ganho na DM (Tabela 2).

O valor médio do kappa encontrado para a análise da DM 

pelas classificações de Wolfe e BI-RADS foram, respectivamen-

te, 0,811 e 0,870, significando baixa variabilidade interobserva-

dor. A concordância entre os dois métodos foi considerada boa 

(k=0,765).

Discussão

Neste estudo, foi observado que a utilização de terapia es-

troprogestativa de baixa dose, com o uso intermitente de NMG, 

não alterou a DM de pacientes na pós-menopausa após 12 me-

ses consecutivos de utilização, segundo análise por dois méto-

dos qualitativos (Classificação de BI-RADS e de Wolfe). 

Vários estudos6-16 demonstraram associação positiva en-

tre diferentes esquemas de TH e o aumento da DM de suas 

usuárias. Existem estudos randomizados e controlados evi-

denciando um aumento maior do risco relativo e absoluto de 

câncer de mama entre as usuárias de TH combinada, quando 

comparadas às usuárias de estrogenioterapia isolada16, su-

gerindo um potencial papel dos progestágenos na carcino-

gênese mamária. Há também estudos mostrando que o au-

mento da DM parece ser mais proeminente nas usuárias de 
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esquemas combinados contínuos, quando comparados ao 

uso cíclico24. 

Tais achados despertaram maior atenção para os progestáge-

nos, inicialmente delegados a um segundo plano na TH clássica, 

associados à estrogenioterapia nas pacientes com útero, com o 

objetivo primordial de prevenir a hiperplasia e o carcinoma en-

dometrial. Assim, despertou-se a atenção ao sentido de elabo-

ração de novas formulações de TH, contendo diferentes tipos 

de progestágenos e distintas formas de administração, com o 

objetivo de prevenir ou minimizar os variados efeitos adversos 

associados aos progestágenos. 

Atualmente, recomenda-se, para as mulheres na pós-me-

nopausa com indicação de TH, a utilização de menores doses 

hormonais passíveis de promoverem o alívio sintomático, as 

quais motivam seu uso17. Neste sentido, citamos uma formu-

lação diferenciada de TH, constituída por 30 comprimidos, 

sendo 15 com 1 mg de 17-beta-estradiol e 15 com 1 mg de 

17-beta-estradiol associado a 90 mcg de NMG, habitualmente 

utilizando-se três comprimidos de cada um dos dois esque-

mas, de forma contínua. Este esquema visa promover os be-

nefícios secundários à estrogenioterapia contínua, minimizan-

do aqueles secundários ao uso contínuo dos progestogênios. 

Todavia, até o presente momento, não há estudos avaliando 

as modificações da DM em usuárias deste esquema específico 

de reposição hormonal, utilizando baixa dose de estrogênio 

e administração intermitente de progestagênio (NMG) a cada 

três dias.

Verificou-se que os grupos foram homogêneos em relação a 

todas as variáveis basais estudadas (idade, IMC, idade da menar-

ca e da menopausa, duração do menacme, tempo de menopausa 

e paridade), que, potencialmente, poderiam interferir com a DM, 

e que não houve mudança significativa do IMC durante o estu-

do, minimizando o impacto de variáveis passíveis de introduzir 

vieses na interpretação dos dados obtidos.

A DM inicial não apresentou correlação com a duração do 

menacme e da menopausa, paridade e IMC nos dois grupos ava-

liados. Observou-se correlação negativa com a idade, confirman-

do achados previamente publicados.

Foi verificado nesta pesquisa que, no início do seguimen-

to, a maioria das pacientes de ambos os grupos apresenta-

vam mamas predominantemente adiposas (85% das pacientes 

do Grupo Tratado e 65% das pacientes do Grupo Controle).  

Não foram observadas mudanças significativas após 12 meses 

de seguimento, quando comparadas as variações na DM do 

Grupo Tratado e Controle. No Grupo Tratado, a maioria das 

pacientes permaneceu com DM na composição 1 (segundo 

a classificação BI-RADS; 80% das pacientes) ou na catego-

ria de mamas não-densas (N1 ou P1, segundo Wolfe; 75% 

das pacientes). No Grupo Controle, também não ocorreram 

mudanças significativas na DM ao longo dos 12 meses de 

seguimento. 

Utilizando a classificação de Wolfe, observou-se um au-

mento da DM em três pacientes, sendo uma (5%) no Grupo 

Tratado e duas (10%) no Grupo Controle, sem diferença sig-

nificativa. Segundo a classificação de BI-RADS, detectou-se 

aumento da DM em cinco pacientes estudadas, sendo duas 

(10%) no Grupo Tratado e três (15%) no Grupo Controle, 

sem diferença estatisticamente significante. A percentagem de 

casos que evoluíram com aumento da DM após 12 meses de 

TH, foi similar à descrita por outros autores, utilizando dife-

rentes esquemas de TH. Junkermann et al.15 , comparando os 

efeitos de dois tipos de TH sobre os padrões mamográficos, 

observaram que tanto as usuárias de  TH contínua de baixa 

dose (1 mg de 17ß-E2 e 0,5 mg de acetato de noretisterona), 

como as de esquema sequencial (0,625 mg de estrógenos 

equinos conjugados e 5 mg de acetato de medroxiprogestero-

na), apresentaram aumento de 30% na DM. Após nove meses 

de seguimento, Christodoulakos et al.25, avaliando o efeito de 

três diferentes regimes de TH (Grupo 1: 2 mg de estradiol 

– E2  + 1 mg de acetato de noretisterona – NETA; Grupo 2: 

0,625 mg de estrogênio conjugados equinos – EEC + 5 mg de 

acetato de medroxiprogesterona – AMP; Grupo 3: 1 mg de 

E2 + 0,5 mg de NETA) sobre a DM, observaram aumento da 

DM nos três grupos, após 12 meses de tratamento ( 31,8% no 

Grupo 1, 13,2% no Grupo 2 e 12,2%, respectivamente nos 

Grupos 1, 2 e 3). 

Os dois métodos qualitativos utilizados para a análise da 

DM (Classificação de BI-RADS e de Wolfe) apresentaram boa 

concordância. Contudo, alguns autores defendem a utilização 

de métodos quantitativos, em substituição aos métodos quali-

tativos, entre os quais são citados os dois empregados no pre-

sente estudo, por serem considerados mais subjetivos. 

Os critérios de Wolfe foram inicialmente criados para avaliar 

risco de câncer e não a densidade mamária. Porém, não existem 

critérios universalmente aceitos para a sua análise, e uma forma 

qualitativa de se utilizá-la é usando sua classificação. Um estu-

do recentemente publicado por Silvério et al.26, comparando a 

densidade mamária antes e após seis meses de uso de raloxife-

no, avaliada por um método qualitativo (BI-RADS) e um quan-

titativo (digitalização da imagem), evidenciou um fraco valor de 

concordância (k=0,25) entre a classificação de BI-RADS e a di-

gitalização de imagem. A análise da DM pela digitalização das 

imagens evidenciou uma elevação da DM em quatro pacientes 

do Grupo Tratado e cinco pacientes do Grupo Controle, de um 

total de 40 pacientes por grupo avaliado, o que não foi identifi-

cado pela avaliação da DM pelo método qualitativo, diferente-

mente do que foi observado no presente estudo. Outra limitação 

do estudo é o tamanho amostral, que seria necessário um grupo 
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maior de pacientes para tornar tais conclusões mais confiáveis. 

Dessa forma, são necessários outros estudos com maiores ca-

suísticas para confirmar se realmente os métodos quantitativos 

apresentam melhor acurácia diagnóstica e devam ser mais larga-

mente utilizados. 
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Resumo
Objetivo: investigar o efeito da pré-maturação com o inibidor de maturação nuclear, butirolactona-I (BLI), sobre o fuso meiótico e distribuição 

cromossômica de oócitos bovinos, o que poderia melhorar a qualidade oocitária e embriogênese. Material e métodos: oócitos imaturos, obtidos de 

vacas abatidas em matadouro (n=610), foram subdivididos nos grupos: Controle (n=208), submetidos à maturação in vitro (MIV) em TCM 199, por 24 

horas; BLI 18 horas (n=208) submetidos à pré-maturação com 100 µM de BLI, por 24 horas e posterior indução da MIV em TCM 199, por 18 horas; BLI 

24 horas (n=195), pré-maturados com 100 µM de BLI, por 24 horas, seguida por 24 horas de MIV em TCM 199. Em seguida, os oócitos foram fixados, 

corados por imunofluorescência e avaliados. Resultados: o bloqueio meiótico ocorreu em 88,8% dos oócitos pré-maturados. As taxas de maturação 

foram similares (79,3; 73,5 e 82%, respectivamente, para Controle, BLI 18 horas e BLI 24 horas). Observou-se 82,5% oócitos normais em metáfase II 

no Controle e 80 e 82% nos grupos BLI 18 horas e BLI 24 horas, respectivamente. A incidência de anomalias meióticas não diferiu (17,5; 20 e 18%, 

respectivamente, para Controle, BLI 18 horas e BLI 24 horas) – p<0,05, teste do x2. Conclusões: a BLI bloqueia a meiose sem promover danos ao fuso 

meiótico e distribuição cromossômica oocitária após a MIV.

Unitermos: Meiose; Inibidores; Microtúbulos; Óvulo; Técnicas reprodutivas assistidas.

Abstract
Objective: to investigate the effect of the nuclear maturation inhibitor, butyrolactone-I (BLI), on the meiotic spindle and chromosomal configuration 

of bovine oocytes, which could increase the oocyte quality and embriogenesis. Material and methods: immature oocytes, obtained from cows 

slaughtered in abattoirs (n=610), were subdivided into the groups: Control (n=208), submitted to in vitro maturation (IVM) in TCM 199, for 24 hours; 

Group 2 (n=208), submitted to prematuration with 100 µM of BLI, for 24 hours and further induction of the IVM in TCM 199, for 18 hours; Group 3 

(n=195), prematured with 100 µM of BLI for 24 hours, followed by 24 hours of IVM in TCM 199. Afterwards, the oocytes were fixed, stained using 

immunofluorescence staining and evaluated. Results: the meiotic arrest occurred in 88.8% of prematured oocytes. Maturation rates were similar 

(79.3; 73.5 and 82%, respectively for Control, BLI 18 hours and BLI 24 hours). It was observed 82.5% normal metaphase II oocytes in the Control 

Group and 80 and 82% in the groups BLI 18 hours and BLI 24 hours, respectively. The incidence of meiotic anomalies did not differ (17.5; 20 and 18%, 

respectively, for Control, BLI 18 hours and BLI 24 hours) – p<0,05, x2 test. Conclusions: butyrolactone I arrests meiosis without promoting damage in 

oocyte meiotic spindle and chromosome distribution after IVM.

Uniterms: Meiosis; Inhibitors; Microtubules; Ovum; Reproductive techniques, assisted.
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Introdução

Os programas de fertilização in vitro (FIV) nos laboratórios de 

todo o mundo, frequentemente, utilizam oócitos recuperados no 

estádio de maturidade plena (metáfase II), em detrimento daque-

les recuperados em estádios menos avançados de desenvolvi-

mento (prófase I e/ou metáfase I), para a obtenção dos embriões. 

Isso se explica pelo fato dos oócitos meioticamente competentes 

resultarem em taxas de gravidez superiores, após a fertilização1. 

Entretanto, os oócitos imaturos recuperados durante o proces-

so de captação constituem um pool de gametas que poderiam, 

potencialmente, ser utilizados para aumentar as chances da ob-

tenção de uma gravidez por meio de tecnologias de reprodução 

assistida, após a realização da maturação in vitro (MIV)2. 

É possível utilizar a MIV em oócitos imaturos obtidos em 

ciclos não-estimulados ou em ciclos estimulados com gonado-

trofinas. Em ciclos não-estimulados, a MIV apresenta diversas 

aplicabilidades clínicas, dentre as quais estão a prevenção da 

ocorrência da hiperestimulação ovariana pelo uso de indutores 

da ovulação e a diminuição dos custos do tratamento, pela dimi-

nuição ou abolição do uso de gonadotrofinas, o que facilitaria o 

acesso de casais com baixo poder econômico aos procedimentos 

de reprodução assistida, além de ser uma estratégia para a obten-

ção de oócitos com o objetivo de preservação da fertilidade, em 

pacientes a serem submetidas a procedimentos potencialmente 

esterilizantes. Nos ciclos estimulados com gonadotrofinas, esta 

estratégia poderia ser aplicada especialmente em casos, nos quais 

fossem obtidos predominantemente oócitos imaturos após pun-

ção folicular, na tentativa de se obter oócitos maduros para se-

rem fertilizados in vitro. 

Embora gravidezes e nascimentos terem sido alcançados 

após a maturação e FIV de oócitos humanos recuperados de pe-

quenos folículos antrais3, as taxas de gravidez clínica e implan-

tação embrionária são geralmente mais baixas do que aquelas 

obtidas utilizando-se a FIV convencional4. Acredita-se que as 

causas dos baixos resultados encontrados até o momento sejam 

secundárias à inadequada qualidade oocitária, decorrente, pelo 

menos em parte, da assincronia entre maturação nuclear e ci-

toplasmática, promovida pela retirada dos oócitos do ambien-

te folicular inibitório e por possíveis danos ao fuso meiótico 

oocitário. Sabe-se que, se removidos do ambiente folicular, os 

oócitos de mamíferos retomam a meiose espontaneamente5 e, 

assim, apesar da ocorrência da maturação nuclear in vitro, esses 

oócitos frequentemente não adquirem maturação citoplasmática 

ou diferenciação terminal, pois o ambiente de cultura falha em 

recapitular a complexa sinalização e comunicação entre células 

somáticas e gaméticas, necessárias para que ela ocorra6.

A adaptação de um sistema de cultivo em duas etapas, ou 

seja, uma pré-maturação com um potente inibidor de retomada 

da meiose, como a butirolactona-I (BLI)7, seguida pela indução 

da MIV, poderia aumentar a capacidade de desenvolvimento dos 

oócitos maturados in vitro. Em oócitos bovinos, embora eficazes 

em inibir a quebra da vesícula germinativa (VG) e promoverem a 

obtenção de taxas satisfatórias de produção de embriões in vitro 

até o estádio de blastocisto (30 a 40%), o uso desses inibido-

res não tem superado o percentual de produção dos sistemas 

de MIV convencionais, como seria de se esperar, uma vez que, 

hipoteticamente, tais sistemas favoreceriam a sincronização 

entre a maturação nuclear e citoplasmática8. Nesse contexto, a 

BLI destaca-se, pelo fato de demonstrar um bloqueio efetivo da 

quebra da VG em oócitos bovinos, após a retirada do ambiente 

folicular e cultivo in vitro e promover a formação de embriões 

com um potencial de desenvolvimento satisfatório, por meio da 

maturação, comparado com o controle7. Não se tem, contudo, 

dados conclusivos a respeito dos potenciais efeitos deste inibidor 

sobre o fuso meiótico oocitário.

O fuso meiótico de oócitos humanos em metáfase II é uma 

estrutura temporária e dinâmica, composta pelos microtúbu-

los. Os microtúbulos do fuso estão ligados aos cinetócoros dos 

cromossomos9 e, por isso, participam da segregação durante a 

meiose. Esse aparato meiótico é extremamente sensível a mu-

danças de temperatura10 e a outros tipos de perturbações como, 

manipulação oocitária11 e exposição a agentes químicos presen-

tes no ambiente12. A despolimerização dos microtúbulos pode, 

potencialmente, deter o processo meiótico e levar à ocorrência 

de aneuploidias9. Sendo assim, o uso de inibidores da retomada 

da meiose, como a BLI, poderiam resultar em danos ao fuso mei-

ótico e isso explicaria a razão dos resultados obtidos até o mo-

mento após a utilização do sistema de pré-maturação com essa 

droga não superarem aqueles obtidos na MIV convencional. 

O presente estudo objetivou avaliar os efeitos da pré-matu-

ração de oócitos bovinos com BLI sobre a progressão meiótica, 

a morfologia do fuso meiótico e a configuração cromossômica 

após MIV.

Material e métodos

Foi realizado um estudo experimental com oócitos bovinos. 

Os procedimentos experimentais foram realizados no laborató-

rio de experimentação animal, nas dependências do Laboratório 

de Ginecologia e Obstetrícia do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de 

São Paulo (FMRP-USP). O estudo foi dispensado de aprovação 

pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da FMRP-

USP por não incluir atividades de biotério. Os meios de culti-

vo e reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma Chemical 

Company (St. Louis, MO, USA), exceto quando indicado. 

O inibidor BLI foi preparado como uma solução estoque de 
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50 µM diluída em dimetilsulfóxido (DMSO) e armazenada em 

freezer em 20 ºC até o uso. 

Coleta dos oócitos 

Foram coletados ovários de vacas abatidas em frigorífico lo-

cal, mantidos em solução fisiológica (0,9% NaCl), acrescida de 

0,05 g/L de sulfato de estreptomicina a 35-38,5 °C. No labora-

tório, os ovários foram mergulhados rapidamente em etanol e 

lavados em solução fisiológica pré-aquecida também a 38,5 ºC 

e mantidos nesta mesma solução em banho-maria até o final 

da aspiração13. Os complexos cumulus-oócito (COCs) imaturos 

foram aspirados de folículos de 2 a 8 mm de diâmetro, utilizan-

do agulhas de 18 mm, acopladas a seringas de 20 mL e selecio-

nados, sob estereomicroscópio, em placas de Petri de 100 mm 

contendo o meio de lavagem Talp Hepes14. Para o cultivo in 

vitro, somente os COCs morfologicamente saudáveis foram 

selecionados, ou seja, aqueles com citoplasma homogêneo e 

pelo menos três camadas de células do cumulus-oophorus15. Os 

oócitos foram, então, divididos aleatoriamente, lavados duas 

vezes em meio Talp Hepes e cultivados em sistema de bloqueio 

da maturação ou de MIV. 

Bloqueio meiótico

Os COCs destinados à pré-maturação com BLI, para inibição 

da quebra da VG (Grupos BLI 18 horas e BLI 24 horas), foram 

lavados uma vez em meio de inibição TCM 199 com sais Earle 

e bicarbonato (Invitrogen, Gibco Laboratories Life Techonogies 

Inc., Grand Island, NY), suplementado com 0,2 mM de piruvato, 

100 UI/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de estreptomicina, 3 mg/ mL 

de albumina sérica bovina (BSA) e 100 μM de BLI (Biomol, 

Plymouth Meeting, PA), transferidos para gotas de 0,1 mL do 

mesmo meio, preparadas em placas de Petri 35 mM, cobertas 

com óleo mineral, e cultivados por um período de 24 horas em 

estufa incubadora com 95% de umidade, 5% de CO2 e 38,5 °C. 

A dose de 100 μM de BLI foi escolhida de acordo com curva de 

dose-reposta descrita previamente16,17.

Avaliação do status nuclear após inibição

Para a avaliação do estádio da meiose após pré-tratamento 

por 24 horas com BLI, ou seja, a porcentagem de inibição da 

quebra da VG após cultivo em presença da droga, os oócitos 

foram desnudados (completa retirada das células do cumulus-

oophorus) enzimaticamente com 2,5 µg/mL de hialuronidase 

por dois minutos e mecanicamente com vórtex, em tubos de 

2,5 mL com 0,3 mL de Talp Hepes, suplementado com 1% de 

soro fetal bovino (SFB), por quatro minutos15. Em seguida, os 

oócitos foram colocados entre lâmina e lamínula, apoiada em 

cola de silicone, fixados em etanol-ácido acético 3:1 (Merck, 

Rio de Janeiro, Brasil) por 24 horas e corados com aceto-orceína 

a 2%. Os oócitos foram analisados em microscópio de contras-

te de fase e classificados em: VG com presença de lâmina nucle-

ar, refletindo o bloqueio meiótico exercido pela droga; estádios 

intermediários (metáfase I, anáfase I e telófase I); e metáfase 

II com presença de um corpúsculo polar e um fuso meiótico, 

identificado pela disposição cromossômica alinhada, caracterís-

tica da placa metafásica). 

Reversão da inibição 

Após o período de inibição, os oócitos foram lavados cinco 

vezes em meio de maturação padrão TCM 199 com sais Earle 

e bicarbonato (Invitrogen, Gibco Laboratories Life Techonogies 

Inc., Grand Island, NY), suplementado com 0,2 mm de piruvato, 

100 UI/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de estreptomicina, 0,5 µg/ mL 

de hormônio folículo estimulante (FSH), 5,0 µg/mL de hormônio 

luteinizante (LH) e 10% de SFB, para a completa retirada do ini-

bidor. Eles também foram transferidos para gotas de 0,1 mL do 

mesmo meio, preparadas em placas de Petri 35 mm, cobertas com 

óleo mineral e cultivados por um período de 18 ou 24 horas em 

estufa incubadora com 95% de umidade, 5% de CO2, 38,5 °C, de 

acordo com a curva de maturação descrita previamente7,15. 

Fixação e coloração por imunofluorescência 
para visualização de microtúbulos e 
cromossomos

Ao final da MIV, os oócitos foram desnudados, fixados e cora-

dos para microscopia de fluorescência como descrito previamen-

te18. Após o desnudamento, os oócitos foram fixados no fixador 

MTSB XF, composto por 1X de tampão estabilizador (0,1 M de 

Pipes, 5 mm de MgCl2 e 2,5 mm de ethylene glicol (b- aminoe-

thyl) – EGTA), 50% de óxido de deutério, 0,01% de apronitina 

de pulmão bovino, 1 mm de dithiothreitol (DTT), 1 μM de taxol, 

0,5% de triton-X, 2% de formaldeído e água de MilliQ, aqueci-

do previamente por 30 minutos em estufa a 38,5 °C. Após esse 

período, foram acondicionados a 4 °C até a realização da reação 

de imunofluorescência. Em seguida, os oócitos foram lavados 

em solução tampão composta por 0,02% de NaN3, 0,01% de 

triton-X, 0,2% de leite desnatado, 2% de soro normal de cabra, 

0,1 M de glicina, 2% de BSA(V) e phosphate buffer solution  

(PBS), no qual permaneciam a 4 °C durante a noite.

Após esse período, os oócitos foram incubados com o an-

ticorpo primário anti-beta-tubulina de camundongo (diluição 

1:1.000), a 4 °C durante a noite, e secundário imunoglobuli-

na de cabra anticamundongo conjugada com FITC (Zymed 
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Laboratories, Invitrogen Corporation, Calsbad, CA, USA, dilui-

ção 1:200) por duas horas a 38,5 °C. Os cromossomos e croma-

tina de DNA foram corados com Hoechst 33342 (10 µg/mL) em 

meio de montagem composto por 50% de glicerol e 25 mg/mL 

de NaN3 durante dez minutos à temperatura ambiente, monta-

dos entre lâmina e lamínula. As lâminas foram estocadas a 4 °C 

até observação em microscópio de fluorescência (Zeiss Axiovert 

40, Carl Zeiss Optical, Inc., Chester, VA).

Classificação dos oócitos quanto à morfologia 
do fuso meiótico e configuração cromossômica

Os oócitos foram classificados, como previamente descrito19, 

em: metáfase I, anáfase I, telófase I, metáfase II. Para uma maior 

acurácia das análises, os oócitos em metáfase II foram subdividi-

dos em analisáveis, quando apresentavam-se em visão lateral ou 

sagital20, possibilitando uma avaliação global do fuso meiótico; 

e não-analisáveis, quando apresentavam-se em visão polar20, im-

possibilitando a avaliação global do fuso, apenas da disposição 

cromossômica. Os oócitos foram considerados normais quando 

apresentavam um fuso meiótico em forma de barril, com cro-

mossomos alinhados na placa metafásica e um corpúsculo polar; 

e anormais, quando apresentavam fuso e/ou configuração cro-

mossômica alterados.

Desenho experimental

Experimento 1 : bloqueio meiótico com BLI
Esse experimento foi desenhado para avaliar as porcentagens 

de inibição da quebra da VG pelo inibidor farmacológico BLI em 

oócitos bovinos cultivados por 24 horas na presença da droga. 

Os oócitos foram subdivididos em dois grupos: Controle, oóci-

tos cultivados por 24 horas em meio de maturação padrão; BLI 

24 horas, oócitos cultivados por 24 horas em meio de cultivo 

contendo 100 µM de BLI, de acordo com curva de dose-resposta 

descrita previamente16,17. A avaliação foi feita por meio da técnica 

de coloração com aceto-orceína e a observação, em microscópio 

de contraste de fase. Considerou-se sob bloqueio meiótico, oóci-

tos que apresentavam envelope nuclear intacto, isto é, mantidos 

em estádio de VG após cultivo em presença de BLI. O experi-

mento foi realizado em duas replicatas.

Experimento 2 : reversibilidade do uso de BLI e 

avaliação do fuso meiótico após MIV
Nesse experimento, foi testada a reversibilidade da inibição 

da retomada meiótica pela BLI (porcentagem de oócitos que 

atingiram metáfase II após pré-maturação com o inibidor) e a 

porcentagem de normalidade e anormalidade do fuso meiótico, 

após a MIV, nos oócitos cultivados previamente na presença da 

droga. Os oócitos foram subdivididos em três grupos: Controle, 

oócitos submetidos à MIV  por 24 horas em meio de cultura pa-

drão, imediatamente após a aspiração folicular, fixados e corados 

pela técnica de imunofluorescência e avaliados em microscópio 

de fluorescência; BLI 18 horas, oócitos cultivados por 24 horas na 

presença do inibidor (BLI) e, posteriormente, maturados in vitro 

por 18 horas, fixados e corados para microscopia de fluorescên-

cia; BLI 24 horas, oócitos pré-maturados com BLI por 24 horas 

e, posteriormente, maturados in vitro por 24 horas, fixados e co-

rados para microscopia de fluorescência. O grupo BLI 18 horas 

foi incluído para avaliar se há, efetivamente, um envelhecimento 

oocitário após 24 horas de MIV, em resposta à aceleração do pro-

cesso meiótico após inibição7.

Análise estatística

Para a análise dos resultados, foi utilizado o software Graph 

Pad Prisma 3.0. O efeito da BLI sobre a maturação meiótica 

(proporção de oócitos normais e anormais em metáfase II e em 

outros estádios da meiose) após 18 ou 24 horas de MIV foram 

avaliados pelo teste do χ2. Um valor de p menor do que 0,05 foi 

considerado estatisticamente significativo.

Resultados

A eficácia do inibidor de retomada prematura da meiose, BLI, 

foi confirmada pelo bloqueio meiótico no estádio de VG em 46 

(90,1%) dos 51 oócitos cultivados por 24 horas na presença da 

droga (Figura 1 A,B), enquanto no Controle, nenhum oócito per-

maneceu em VG e 57 (79,1%) dos 72 oócitos cultivados, progre-

diram até o estádio de MII. Tais resultados foram obtidos após 

duas replicatas.

Como evidenciado na Tabela 1, a reversibilidade do uso da 

droga foi demonstrada em 73,5 e 82% dos oócitos após a in-

dução da MIV por 18 e 24 horas, respectivamente, nos grupos 

cultivados no sistema de pré-maturação em presença de BLI. 

No Grupo Controle, 79,3% dos oócitos alcançaram o estádio 

de metáfase II. Não houve diferença estatística significativa com 

relação ao número de oócitos em metáfase II e em outros está-

dios de desenvolvimento, entre os Grupos Tratados BLI 18 horas 

e BLI 24 horas quando comparados com o Controle (Tabela 1) 

(p>0,05). Somente o número de oócitos em outros estádios de 

desenvolvimento (VG, metáfase I, anáfase I, telófase I), inclusive 

os que sofreram ativação partenogenética espontânea (Figura 2A) 

e degeneração, diferiu em relação aos que atingiram metáfase II 

(Tabela 1). No Grupo Controle, 20,7% dos oócitos estavam em 

outros estádios de desenvolvimento, enquanto nos Grupos 18 e 

24 horas, 26,5% e 18%, respectivamente, dos oócitos estavam 

em outros estádios.
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Foram avaliados nos Grupos Controle, BLI 18 horas e BLI 

24 horas, respectivamente, 208, 208 e 195 oócitos em metáfase 

II. Esses oócitos foram, então, classificados em analisáveis e 

não-analisáveis, de acordo com a posição de visualização do 

fuso meiótico. Portanto, como mostra a Tabela 2, nos grupos 

tratados com BLI e maturados por 18 e 24 horas, as porcen-

tagens de oócitos analisáveis foram 75,2 e 76,2%, respectiva-

mente, enquanto no Controle, 76,3% dos oócitos foram classi-

ficados como passíveis de análise. Dentre os oócitos analisáveis 

nos grupos tratados, BLI 18 horas e BLI 24 horas, 80 e 82%, 

respectivamente, apresentavam fuso normal (Figura  2 B,C). 

Consequentemente, as porcentagens de anormalidade nos dois 

grupos foram 20 e 18%, respectivamente. No Controle, a por-

centagem de normalidade foi de 82,5% e anormalidade 17,5% 

(Figura 2D). Não houve diferença estatística significativa entre 

as porcentagens de oócitos analisáveis, normais e anormais en-

tre os grupos (p>0,05).

Discussão

Nesse estudo, foi demonstrado que o potente inibidor far-

macológico de retomada prematura da meiose, BLI, bloqueou 

efetivamente a progressão meiótica em cerca de 90% dos oócitos 

bovinos, utilizados como modelo experimental, cultivados por 

24 horas na presença da droga. Tal comportamento corrobora 

os achados de Kubelka et al.16, Hashimoto et al.7 e Adona e Lima 

Verde Leal15, que obtiveram porcentagens de inibição de 89, 87 e 

98%, respectivamente, ao utilizar a BLI na mesma concentração 

(100 µM) empregada no presente estudo. A reversão da inibi-

ção ou indução da MIV pós-inibição, para a obtenção de oócitos 

Total de oócitos n
Estádios do desenvolvimento

VG MI AI TI MII AP Degenerados

Controle 208 2(0,9%)a 26(12,5%)b 0(0,0%) 5(2,4%)a 165(79,3%)c 5(2,4%)a 5(2,4%)a

BLI 18 horas 208 0(0,0%)a 20(9,6%)b 2(0,9%)a 20(9,6%)a 153(73,5%)c 3(1,4%)a 10(4,8%)a

BLI 24 horas 195 1(0,5%)a 15(7,7%)b 2(1%)a 8(4,1%)a 160(82%)c 5(2,6%)a 4(2%)a

Tabela 1 - Porcentagens de oócitos bovinos normais em diferentes estádios do desenvolvimento após pré-maturação por 24 horas em BLI e, 

posteriormente induzidos à MIV por 18 e 24 horas

Os oócitos do Grupo Controle não foram submetidos ao pré-tratamento com BLI. MI: metáfase I; AI: anáfase I; TI: telófase I; MII: metáfase II; AP: ativação partenogenética espontânea. Resultados de 

cinco replicatas; a-c: diferentes letras dentro da mesma linha indicam diferença significativa (p<0,05).

Total de oócitos n
MII*

Total MII n (%) Analisáveis n (%) Normal n (%) Anormal n (%)

Controle 208 165/208 (79,3%)a 126/165 (76,3%)a 104/126 (82,5%)a 22/126 (17,5%)b

BLI 18 horas 208 153/208 (73,5%)a 115/153 (75,2%)a 92/115 (80%)a 23/115 (20%)b

BLI 24 horas 195 160/195 (82%)a 122/160 (76,2%)a 100/122 (82%)a 22/122 (18%)b

Tabela 2. Efeitos da pré-maturação com BLI por 24 horas e posterior indução da MIV por 18 e 24 horas sobre a morfologia do fuso meiótico e 

distribuição cromossômica de oócitos bovinos

*Resultados obtidos de cinco replicatas. MII: metáfase II; a,b: letras iguais na mesma coluna indicam que não houve diferença significativa; p>0,05.

Figura 1 - Oócito em estádio de VG, após 24 horas de inibição em meio TCM 199, na presença de BLI; (A) VG (aumento 200x); (B) detalhe da VG em 

maior aumento (400x), no qual se observa a cromatina descondensada circundada pela lâmina nuclear (pontos tracejados).

BA

400x200x

VG

VG
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meioticamente competentes (em metáfase II), também apresen-

tou resultados similares aos encontrados por esses autores. 

No grupo de oócitos maturados por 24 horas após a inibi-

ção, a porcentagem de oócitos que atingiram MII (79,3%) esteve 

próxima à encontrada por Kubelka et al.16 (90,1%). Os oócitos 

cultivados por 18 horas em meio de MIV após a retirada do am-

biente de inibição, no entanto, apresentaram resultados inferio-

res (73,5%) em relação aos encontrados por Adona e Lima Verde 

Leal15 (94%). É possível que esse fato se deva a diferenças bioquí-

micas espécie-específicas entre os oócitos, como consequência 

do aporte nutricional oferecido aos animais por seus tratadores.

As pesquisas que envolvem o estudo do fuso meiótico após 

o uso de inibidores farmacológicos, nesse contexto, a BLI, são 

muito escassos e se restringem, em sua maioria, à avaliação da 

cinética da MIV após a pré-maturação. Apenas um único estudo 

publicado, até o momento, abordou o aspecto da integridade do 

aparato meiótico depois de utilizada essa metodologia. Sendo 

assim, comparou-se a porcentagem de normalidade do fuso 

meiótico e da distribuição cromossômica nos grupos com os 

resultados obtidos no referido estudo e foi observado que essa 

porcentagem não diferiu entre os três grupos do estudo (82,5, 80 

e 82% para Controle, 18 horas e 24 horas, respectivamente) e, 

embora um pouco menor, foi semelhante aos dados encontrados 

por Adona et al.21, que observaram 100% oócitos normais e ape-

nas um oócito com fuso anormal após 24 horas de MIV. 

Além disso, também é possível comparar os resultados aos 

encontrados em estudos de morfologia do fuso, após bloqueio 

meiótico com outro inibidor da retomada prematura da meiose, 

roscovitina, que possui ação semelhante à da BLI, de impedir a 

formação do fator promotor de metáfase (MPF) e, consequen-

temente, a quebra da VG. Albarracín et al.22 avaliaram oócitos 

de bezerras tratados com 50 µM de roscovitina e observaram 

que não houve diferença significativa entre os oócitos tratados 

(75,8%) e o Grupo Controle (82,1%), quanto à normalidade do 

fuso e distribuição cromossômica, o que é confirmado pelos re-

sultados aqui encontrados.

Figura 2 - Oócitos submetidos à inibição com BLI e posteriormente MIV por 18 ou 24 horas. No Grupo Controle, os oócitos foram submetidos apenas 

à MIV por 24 horas. (A) oócito com dois fusos meióticos (FM), ativação partenogenética espontânea (aumento 200x, barra de escala 5 µm); (B) oócito 

com FM normal em MII Grupo BLI 18 horas (aumento 400x, barra de escala 5 µm); (C) oócito com FM  normal em MII grupo BLI 24 horas (aumento 

400x, barra de escala 5 µm); (D) oócito anormal em MI com fuso multipolar Grupo Controle (aumento 200x, barra de escala 5 µm); verde: tubulina 

(microtúbulos); azul: cromatina (DNA).
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Há vários relatos na literatura da ocorrência de uma acele-

ração da cinética da maturação após o bloqueio da meiose7,23, 

que poderia levar a um envelhecimento oocitário pelo tempo de 

cultivo24. Neste estudo, o cultivo dos oócitos por um período 

de 24 horas não mostrou diferença significativa, com relação à 

normalidade do aparato meiótico, quando comparado com o 

grupo em que os oócitos foram cultivados apenas por 18 horas. 

Dessa forma, a possibilidade de que o envelhecimento oocitário 

pós-inibição estivesse promovendo efeitos deletérios sobre fuso 

meiótico, em decorrência de um prolongado período de exposi-

ção às condições de cultura, no processo de aquisição de compe-

tência meiótica foi afastada.

Os achados representam um dos primeiros relatos de avalia-

ção da morfologia do aparato meiótico após o bloqueio da meio-

se (sistemas de cultivo em duas etapas ou de pré-maturação) e 

confirmam a eficácia da BLI em inibir, de maneira reversível, a 

quebra da VG. As observações aqui apresentadas sugerem que, 

em nível de fuso meiótico, não há alterações morfológicas ex-

pressivas que expliquem as razões pelas quais os resultados rela-

tivos ao desenvolvimento embrionário após o bloqueio com BLI 

não tenham superado aqueles obtidos nos protocolos de MIV 

convencionais, como seria de se esperar, uma vez que a inibição 

da maturação nuclear forneceria tempo suficiente para que o ci-

toplasma do oócito acumulasse RNAm e proteínas, que serão 

utilizadas posteriormente no momento da ativação do genoma 

embrionário15,25. Não havendo diferenças significativas quanto à 

morfologia do fuso entre os Grupos Tratados (BLI 18 horas e BLI 

24 horas) e o Controle, é possível inferir que outros mecanismos 

ainda não totalmente esclarecidos, que atuam durante o período 

de MIV, estão interferindo no processo de capacitação oocitária, 

quando são utilizados sistemas de pré-maturação com BLI.

Um dos fatores que podem estar envolvidos é o fato de que, 

como os meios de inibição utilizados nos estudos, inclusive 

neste, são considerados relativamente pobres, isto é, acrescidos 

apenas com BSA15,16, SFB7 ou hormônios, supõe-se que esse sis-

tema de pré-maturação não seja ainda capaz de mimetizar as 

condições em que o oócito está inserido no ambiente folicular e, 

dessa forma, a reprogramação molecular, que ocorre no período 

de maturação oocitária e dá suporte à embriogênese inicial, per-

maneça deficiente.

Embora os resultados das pesquisas envolvendo o uso da BLI 

em sistemas de pré-maturação de oócitos bovinos sejam satis-

fatórios e ainda promissores, é prematuro pensar na utilização 

dessa droga em protocolos de MIV de oócitos humanos, apesar 

de já existirem estudos envolvendo o uso de sistemas de pré-ma-

turação em oócitos humanos, nos quais inibidores farmacológi-

cos, como o inibidor da fosfodiesterase-3, foram utilizados para 

bloquear a retomada da meiose por interferir na via da adenosina 

monofosfato cíclico (AMPc)23. 

Assim, novos estudos devem ser conduzidos no sentido de 

investigar os efeitos de uma possível toxicidade da BLI sobre a 

qualidade de oócitos humanos após a MIV e embriões produzi-

dos a partir dessa técnica e preencher, também, as lacunas ainda 

existentes na pesquisa experimental, para que seja possível pen-

sar em uma transferência de tecnologia, com o aprimoramento e 

implantação da técnica de MIV nas rotinas de FIV, em reprodu-

ção assistida humana. 

No presente estudo, demonstrou-se que o pré-tratamento de 

oócitos bovinos com o inibidor da retomada meiótica, BLI, não 

comprometeu a MIV oocitária subsequente e não promoveu au-

mento da incidência de anomalias meióticas. Dessa forma, sugere-

se que outros fatores, que não danos ao fuso meiótico e anomalias 

cromossômicas, estejam interferindo na aquisição de competência 

para o desenvolvimento, após bloqueio meiótico com BLI.
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Resumo
O emprego de plantas para indução da menstruação e do aborto é amplamente difundido, e há uma grande diversidade de espécies vegetais 

utilizadas. Este trabalho revisa a literatura sobre o uso popular de plantas como emenagogas e abortivas, visando a contribuir com a divulgação 

de informações etnofolclóricas e dados experimentais a respeito das espécies vegetais mais utilizadas. Foram apresentados os dados sobre: 

“carrapichinho” (Acanthospermum hispidum), “cipó-mil-homens” (Aristolochia triangularis), “losna” (Arthemisia absinthium), “erva-de-santa-maria” 

(Chenopodium ambrosioides), “buchinha-do-norte” (Luffa operculata), “pariparoba” (Piper sp.) e “arruda” (Ruta graveolens). A ação das plantas 

deve-se à presença de substâncias estrogênicas, citotóxicas e/ou que estimulem a contratilidade uterina. Se o aborto não ocorrer, anomalias ou 

malformações podem ser produzidas. O uso de plantas para indução do aborto é prática comum, apesar dos riscos de intoxicação. Essa conduta 

deveria ser desestimulada por programas de saúde comunitária, com esclarecimento sobre os riscos à saúde da mulher e do feto e com acesso a 

métodos contraceptivos. Por outro lado, os produtos de origem vegetal devem ser considerados pela indústria farmacêutica como importante fonte 

na busca de agentes interceptivos e de medicamentos para o tratamento das desordens menstruais. 

Unitermos: Plantas medicinais; Abortivos; Gestação. 

Abstract
The use of plants to induce menstruation and abortion is widespread and there is a diversity of species used. This paper reviews the literature on 

the use of plants as emmenagogue or abortifacient, aiming at contributing to the dissemination of ethnofolkloric information and experimental data 

about the plant species’ most used. The plants cited are: “carrapichinho” (Acanthospermum hispidum), “cipó-mil-homens” (Aristolochia triangularis), 

“losna” (Arthemisia absinthium), “erva- de-santa-maria” (Chenopodium ambrosioides), “buchinha-do-norte” (Luffa operculata), “pariparoba” (Piper 

sp.) and “arruda” (Ruta graveolens). The plants might act due to the presence of estrogenic, cytotoxic and/or that stimulate uterine contractility 

substances. If abortion does not occur, anomalies or malformations might be produced. The use of plants for induction of abortion is of common 

practice, despite the risk of intoxication. This conduct should be avoided by community health programs, with information on the risks to the health 

of women and fetus, and with access to contraceptive methods. Moreover, the products of herb origin should be considered by the pharmaceutical 

industry as an important source in the search for interceptive agents and drugs for the treatment of menstrual disorders.

Uniterms: Plants,medicinal; Abortifacient agent; Pregnancy.
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Introdução

O emprego de plantas para o controle da fertilidade é uma 

prática antiga de diferentes civilizações. Os indígenas da América 

do Norte e do Sul, povos da Europa e de outros continentes reali-

zavam preparados com uma ampla variedade de espécies vegetais 

para contracepção ou indução do aborto ou da menstruação.

Atualmente o uso de plantas medicinais não é restrito às 

poucas tribos indígenas existentes. Grande parte das populações 

das zonas rural e urbana serve-se delas como substituto aos me-

dicamentos e receitas com plantas para provocar o aborto ou a 

menstruação.

Neste artigo, será apresentada uma revisão sobre o tema, in-

cluindo informações sobre as espécies vegetais mais usadas.    

Material e métodos

A revisão bibliográfica foi elaborada a partir de levantamen-

to nas bases de dados Medline, Biological Abstract, Chemical 

Abstract, Life Sciences, Index Medicus e Pubmed, utilizando, 

além do nome científico das plantas, diferentes termos de consul-

ta (incluindo sua tradução em inglês), como plantas medicinais, 

reguladores da fertilidade, agentes abortivos e contracepção. Não 

houve restrição de período. Além dos artigos científicos, também 

foram usados como fonte de informações publicações sobre 

plantas medicinais e da área de Farmacologia e Teratogênese.

Resultados

Várias revisões sobre plantas ditas reguladoras da fertilidade 

estão disponíveis na literatura1-13 e muitas destas incluem resulta-

dos experimentais, buscando apresentar uma visão mais científi-

ca das informações folclóricas1,4,9,10,12,13. Entretanto, contrastando 

com as extensas compilações de espécies usadas, pouco se fez 

para verificar a real eficácia destas plantas e conhecer o seu me-

canismo de ação.

As investigações fitoquímicas relacionadas com a caracte-

rização de agentes abortivos iniciaram-se com a descoberta de 

que certas pastagens tornavam o gado infértil. O isolamento e 

a purificação de muitos desses compostos, associados à experi-

mentação em animais de laboratório, têm mostrado que a grande 

maioria apresenta uma significativa atividade estrogênica12,14.

Substâncias estimuladoras de contrações uterinas podem 

também estar presentes nas plantas, o que explicaria o uso co-

mum de muitas espécies como abortivas e emenagogas8,15. A 

ação abortiva também pode ser consequência de efeito citotóxi-

co, embriotóxico ou teratogênico.

Países de alto índice demográfico, como a China e a Índia, 

com um especial interesse pelo controle populacional, são os 

que mais pesquisam nesta área, concentrando seus esforços no 

estudo da flora local. O Brasil, apesar da riqueza de sua flora e 

de sua cultura indígena e popular, ainda tem uma contribuição 

científica pequena sobre o tema16-28.

A seguir é apresentada uma compilação das informações et-

nofolclóricas e dos dados experimentais sobre as espécies vege-

tais mais comumente usadas como emenagogas e/ou abortivas.

Acanthospermum hispidum DC (Asteraceae)

É usada como contraceptiva no nordeste da Argentina11. No 

Brasil, o decocto de “carrapichinho” com folhas de Cajanus ca-

jan (L.) Millsp (“feijão-guandu”) é tomado para promover abor-

to. Esse preparado, dado a ratas em doses de 150, 300 e 600 

mg/kg/dia, durante o período organogênico, não causou dife-

rença significativa no número de reabsorções e de fetos vivos, 

mas aumentou a incidência de anomalias internas e malforma-

ções externas20.

Aristolochia triangularis Cham. (Aristolochiaceae)

Preparados obtidos com a decocção ou a infusão do caule 

e dos ramos ou das folhas de “cipó-mil-homens” são tomados 

para induzir a menstruação e o aborto no Brasil, no Paraguai e 

na Argentina2,6,11,29. Outras espécies desse gênero são usadas para 

esses fins. As sementes de Aristolochia clematitis L. são consumi-

das como contraceptivas e emenagogas na Hungria1. Aristolochia 

indica L. é empregada para contracepção e abortamento na Índia4. 

O extrato clorofórmico das raízes de A. indica, administrado a 

camundongos fêmeas no sexto ou no sétimo dia após o coito, 

demonstrou efeito abortivo12. A ação dessas espécies pode estar 

relacionada à presença de ácido aristolóquico, que é citotóxico. 

Devido ao potencial mutagênico e carcinogênico, este compo-

nente também é responsável pela toxicidade da planta, envol-

vendo inclusive dano renal severo5,29.

Artemisia absinthium L. (Asteraceae)

A “losna” é usada como emenagoga e/ou abortiva na América 

Central e na América do Sul2,4,9,11,29. As mulheres paraguaias inge-

rem o decocto, a infusão ou o macerado frio preparado com as 

folhas e os ramos de Artemisia absinthium, podendo acrescentar 

Achantospermum australe (Loefl.) O. Kuntze e A. triangularis2.

O extrato hidroalcoólico das folhas de Artemisia absinthium, 

ao ser administrado a ratas entre o primeiro e o sétimo dia de 

gestação, por via oral, numa dose de 200 mg/kg, provocou um 

efeito de anti-implantação de 66%, isto é, não houve sítios de 

implantação em quatro das seis fêmeas acasaladas. A interferên-

cia com a implantação não se deve à supressão dos hormônios 
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ovarianos ou a um aumento da contratilidade uterina, já que o 

extrato não alterou o ciclo estral, nem provocou contrações do 

músculo uterino isolado. Este extrato, quando administrado en-

tre o 11º e o 13º dia de gestação, diminuiu o número de fetos18.

Além de Artemisia absinthium, várias outras espécies de 

Artemisia L. são utilizadas como reguladoras da fertilidade4,8,10,13. 

Seu efeito sobre a reprodução pode estar relacionado com a 

presença de substâncias com atividade estrogênica, como o 

β-sitosterol, os quais afetam o balanço hormonal adequado para 

a gestação; de compostos que estimulam a contratilidade uteri-

na, como rutina, quercetina e betaína, ou ainda de substâncias 

que prejudicam o desenvolvimento do embrião, como lactonas 

sesquiterpênicas, que são citotóxicas, e tujona, uma cetona ter-

pênica, a qual é neurotóxica30.

A tujona também pode ser responsável pela intoxicação cau-

sada pelo consumo de Artemisia absinthium, cujos sinais incluem 

distúrbios visuais, alterações de personalidade, convulsões e to-

xicidade hepática29.

Chenopodium ambrosioides L. (Chenopodiaceae)

No seu uso medicinal, a “erva-de-santa-maria” é contrain-

dicada para gestantes. O ascaridol, o principal componente do 

óleo volátil, exerce efeitos tóxicos sobre o sistema nervoso, o 

fígado e os rins29,31. Por outro lado, o decocto das folhas ou da 

planta inteira é tomado com o objetivo de abortar, e pequenos 

supositórios feitos com as folhas são aplicados para induzir a 

menstruação4,8,29.

Para regular a fertilidade, Chenopodium santaeclarae Johow 

é empregada no Chile32. Chenopodium album L. é usada como 

contraceptiva na Hungria e abortiva na Argentina. O pó dessa 

planta, misturado com a dieta numa concentração de 25 a 50%, 

suprimiu o estro de ratas1,11.

Outras espécies de Chenopodium são usadas na Etiópia. 

Em trabalhos experimentais, os extratos aquoso e etanólico 

das folhas não demonstraram efeito sobre a implantação, nem 

atividade uterotônica. A fração n-butanólica do extrato etanó-

lico, no entanto, reduziu o número de sítios de implantação 

em mais de 60%, quando administrada em ratas entre o 1º e 

o 10º dia de gestação13.   

Cinnamomum zeylanicum Ness (Lauraceae)

O decocto das folhas e o óleo volátil da “canela” são to-

mados para induzir a menstruação4,21. Esta planta demonstrou 

atividade estrogênica5. Em trabalho experimental, o decocto 

e o extrato em clorofórmio das folhas foram administrados a 

ratas durante toda a gestação, na dose de 70 mg/kg (equiva-

lente à dose humana), por via oral e promoveram um aumento 

significativo no número de reabsorções embrionárias. Foram 

encontrados fetos mortos no grupo tratado com o extrato em 

clorofórmio, porém este número não era significativo. O nú-

mero de malformações e de anomalias presentes nos grupos 

tratados também não era significativo21.

Luffa operculata (L.) Cogn. Cucurbitaceae

O decocto concentrado do fruto seco da “buchinha-do-nor-

te” é tomado para induzir aborto em várias regiões do Brasil com 

registro de casos de intoxicação29,33-34. Investigação experimental 

demonstrou um efeito inibitório significativo da implantação dos 

embriões. Os fetos gerados por camundongos fêmeas que rece-

beram o decocto no período da implantação apresentaram um 

retardo no crescimento ósseo28.

Várias espécies dessa família são usadas como abortivas em 

outros países, tendo sido estudadas quanto à sua eficácia e ação 

e isolados os princípios ativos para uso na clínica, como, por 

exemplo, para a expulsão de mola hidatiforme. Elas agem provo-

cando contrações da musculatura uterina, diminuição dos níveis 

de progesterona, supressão da resposta decidual, necrose placen-

tária e efeitos citotóxico, embriotóxico e teratogênico35-42.

Piper sp. (Piperaceae)

No sul do Brasil, efeitos abortivos no gado têm sido atri-

buídos a Piper sp., popularmente chamada de “pariparoba”. O 

extrato aquoso de suas folhas e dos seus galhos, administrado 

a ratas, numa dose de 300 mg/kg/dia, entre o 9º e o 21º dia de 

gestação, não provocou diferença significativa entre os animais 

tratados e os controles ao que se refere aos índices de implanta-

ção e de reabsorção, ao número e peso dos fetos e à presença de 

malformações19.

“Pariparoba” é também usada pelas mulheres para abortar, 

sendo denominadas com esse nome popular duas espécies: Piper 

mikanianum (Kunth) Steudel e Potomorphe umbellata (L.) Miq., 

ambas da família Piperaceae29.  

Várias espécies de Piper são empregadas como emenagogas, 

contraceptivas e/ou abortivas na Ásia, especialmente na Índia: 

Piper aurantiacum Wall., Piper betle L., Piper leptostachyum Wall., 

Piper longum L. e Piper nigrum L.4,43-46.

 A suspensão das raízes de Piper longum L., administrada a 

ratas entre o primeiro e o terceiro dia de gestação, o quarto e o 

sétimo dia de gestação e o primeiro e o sétimo dia de gestação, 

por via oral, numa dose de 100 mg/kg, reduziu a taxa de prenhez 

e diminuiu o número de sítios de implantação. Entre o sexto e o 

nono dia de gestação, seu efeito foi mais severo, reduzindo em 

80% a taxa de prenhez e promovendo a reabsorção dos poucos 

sítios de implantação ocorridos43.
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A piperina, o principal alcalóide presente em várias espécies 

desta família, inibiu a implantação em 91,7 e 71,4%, quando ad-

ministrada a camundongos fêmeas por via intraperitoneal e oral, 

respectivamente, entre o segundo e o quinto dia após o coito, 

na dose de 12,5 mg/kg, duas vezes ao dia. Um efeito abortivo 

foi observado quando administrada entre o 8º e o 12º dia após o 

coito. Quando administrada após o 15º dia de gestação, ela atra-

sou a data do parto em um dia, aumentou a taxa de mortalidade 

fetal e reduziu o peso dos fetos. Ela não teve efeito estrogênico 

ou antiestrogênico, mas inibiu as contrações uterinas44.

Administração crônica do extrato de Piper betle L. diminuiu 

o peso do útero e dos ovários e produziu alteração morfológi-

ca desses órgãos. As fêmeas apresentaram diestro prolongado e 

tornaram-se inférteis (60 a 100%) pela supressão da esteroidogê-

nese ovariana. As fêmeas que ficaram prenhas tiveram uma di-

minuição no número de sítios de implantação e, em altas doses, 

malformações nos fetos45,46.

Ruta graveolens L. (Rutaceae)

A “arruda” é possivelmente a planta mais empregada com o 

intuito de provocar o aborto. É usada como emenagoga e abor-

tiva na Europa, no Vietnã, no Paquistão, na China, na Índia, na 

Etiópia, na África do Sul, nos Estados Unidos, no México, na 

Guatemala, no Peru, no Paraguai, na Argentina, no Uruguai e no 

Brasil. Entretanto, o consumo na tentativa de abortar implica em 

risco à saúde da mulher, podendo ocorrer falência múltipla dos 

órgãos e morte1,2,8,29,47-49. 

As suspensões aquosas das raízes e das partes aéreas e o ex-

trato seco obtido pela infusão das partes aéreas moídas reduzi-

ram significativamente o número de ratas prenhes, quando ad-

ministrados em doses de 4 ou 8 g/kg, por via oral, entre o 1º e o 

10º dia de gestação. A suspensão aquosa das partes aéreas, admi-

nistradas entre o primeiro e o terceiro dia de gestação, o quarto e 

o sexto dia de gestação ou o sétimo e o nono dia de gestação, por 

via oral, reduziu o número de fêmeas prenhes em 60%48.  

O extrato hidroalcoólico das folhas de R. graveolens, admi-

nistrado a ratas entre o primeiro e o sétimo dia de gestação, na 

dose de 125 mg/kg/dia, por via oral, não teve efeito significativo 

sobre a implantação, mas quando administrado entre o 11º e o 

13º dia de gestação teve um efeito abortivo (66%), evidenciado 

pelo sangramento vaginal no 14º dia de gestação em três dos 

seis animais tratados e pela ausência de fetos em quatro dos seis 

animais. O extrato não alterou o ciclo estral, mas teve um forte 

efeito estimulante da musculatura uterina18.

Experimentos com administração em diferentes períodos 

da primeira metade da gestação foram realizados para melhor 

compreender a ação de R. graveolens. O extrato hidroalcoólico 

das partes aéreas foi administrado oralmente a camundongos 

fêmeas, na dose de 1.000 mg/kg/dia, do primeiro ao terceiro dia 

de gestação (período pré-implantação), do quarto ao sexto dia de 

gestação (período em que ocorre a implantação) e do sétimo ao 

nono dia de gestação (quando inicia a placentação e a organo-

gênese). O extrato não causou perda embrionária antes da im-

plantação, nem afetou esse processo. A presença de quatro fetos 

mortos em uma fêmea que recebeu o extrato quando a organo-

gênese iniciava sugere fetotoxicidade por R. graveolens. Atividade 

estrogênica não foi identificada no bioensaio do peso uterino de 

camundongos fêmeas imaturas sexualmente27.

Discussão

O emprego de plantas para indução da menstruação e do 

aborto é amplamente difundido, e há uma grande diversida-

de de espécies vegetais utilizadas. Algumas, como a “arru-

da” (Ruta graveolens), são consumidas em vários países com 

esse intuito. Há, ainda, aquelas que pertencem a gêneros e/

ou famílias botânicas com vários representantes emprega-

dos como emenagogos ou abortivos, como o “carrapichinho” 

(Acanthospermum hispidum) e a “losna” (Arthemisia absinthium) 

da família Asteraceae, o “cipó-mil-homens” (Aristolochia trian-

gularis) da família Aristolochiaceae, a “erva-de-santa-maria” 

(Chenopodium ambrosioides L.) da família Chenopodiaceae, a 

“buchinha-do-norte” (Luffa operculata) da família Cucurbitaceae 

e a “pariparoba” (Piper sp.) da família Piperaceae. Essas situa-

ções já indicam atividade por parte dessas plantas.

Contudo, vale ressaltar que o índice de sucesso de aborto 

com plantas é baixo. É estimado em cerca de 30% entre as usu-

árias do decocto das raízes do “algodoeiro” (Gossypium thurberi) 

em um levantamento realizado no Novo México8. O risco de 

intoxicação talvez seja maior: há relatos de toxicidade provocada 

pelo consumo de preparados com “arruda”, “cipó-mil-homens”, 

“erva-de-santa-maria”, “losna” e “buchinha-do-norte” na tentati-

va de abortar.

As plantas podem induzir a menstruação ou o aborto devi-

do à presença de substâncias estrogênicas, que desequilibram o 

balanço hormonal, ou de compostos que estimulam a contrati-

lidade uterina. Ainda, podem promover o aborto por meio de 

citotoxicidade e embriotoxicidade. Entretanto, se o aborto não 

ocorrer, anomalias ou malformações podem ser produzidas. 

A prática de induzir o aborto por meio dos preparados com 

plantas deveria ser desestimulada por programas de saúde comu-

nitária, com esclarecimento sobre os riscos à saúde da mulher e 

do feto e com acesso a métodos contraceptivos. Por outro lado, 

os produtos de origem vegetal devem ser considerados pela in-

dústria farmacêutica como importante fonte na busca de agentes 

interceptivos, ou seja, que evitem a implantação de medicamen-

tos para o tratamento das desordens menstruais. 
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Resumo
Objetivo: avaliar a existência da associação entre os parâmetros da análise seminal básica e a porcentagem de apoptose e peroxidação lipídica antes 

e após criopreservação. Material e métodos: foram avaliados ejaculados de 16 homens portadores de infertilidade primária atendidos no Laboratório 

de Andrologia do Jones Institute for Reproductive Medicine nos Estados Unidos. A porcentagem de apoptose foi avaliada pela aderência à anexina V, a 

peroxidação lipídica espontânea por meio de análise espectrofotométrica e os parâmetros da motilidade por meio da análise computadorizada. Resultados: 

antes do congelamento, houve maior porcentagem de espermatozoides apoptóticos (41,4%) e menor porcentagem de espermatozoides vivos (49,7%) 

em homens com menor concentração espermática (p<0,05). Após criopreservação, a porcentagem de espermatozoides vivos foi menor nos sujeitos 

com menor concentração espermática (42,6%; p=0,06). Não houve diferenças significativas da morfologia e motilidade antes e após criopreservação. 

Antes do congelamento, houve correlação entre espermatozoides vivos e sua concentração (p<0,05); uma correlação negativa entre a concentração 

de espermatozoides e apoptose (p<0,05); e uma correlação entre motilidade e apoptose (p<0,05). Conclusões: antes e após criopreservação, houve 

maior proporção de espermatozoides apópticos em homens com menor concentração espermática; não foi encontrada associação entre a motilidade e 

morfologia com a apoptose e a peroxidação lipídica não apresentou associação com qualquer parâmetro da análise seminal básica.

Unitermos: Espermograma; Criopreservação; Apoptose; Peroxidação lipídica (de lipídeos). 

Abstract
Objective: to check whether or not a correlation between sperm concentration; motility, morphology and apoptosis percentage; and lipid peroxidation 

before and after cryopreservation. Material and methods: samples of 16 men undergoing evaluation for infertility at the Andrology Laboratory of the 

Jones Institute for Reproductive Medicine in USA were analyzed. Apoptosis level was assessed by annexin V binding, spontaneous lipid peroxidation 

by spectrophotometric assay and motion parameters by computer assisted semen analyzer. Results: in terms of sperm concentration, before freezing 

there was a higher percentage of apoptotic sperm (41.4%) and less live sperm percentage (49.7%) in patients with less sperm concentration (p<0.05). 

After the cryopreservation, the percentage of live sperm was less in patients with less sperm concentration (42.6%; p=0.06). No differences were 

observed between either motility or sperm morphology before freezing or after thawing. Before freezing it was observed a negative correlation between 

sperm concentration and apoptosis (p<0.05) and a positive correlation between sperm motility and apoptosis (p<0.05). Conclusions: there was higher 

proportion of spermatozoa showing apoptosis before and after cryopreservation in men with less concentration of sperm. No association was observed 

between motility and morphology with apoptosis, and lipid peroxidation did not show association to any of the basic semen analysis parameters.

Uniterms: Sperm count; Cryopreservation; Apoptosis; Lipid peroxidation.
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Introdução

A análise seminal básica tem um valor clínico limitado em 

predizer a fertilidade, sendo assim vários outros testes de ava-

liação e de função espermática humana têm sido desenvolvi-

dos. Entre estes, estão a morfologia de espermatozoides normal 

(critério estrito), avaliação da motilidade assistida por compu-

tador, teste hipo-osmótico, análise de anticorpos antiesperma-

tozoides pela reação mista de aglutinina (MAR), teste para ma-

turidade nuclear de espermatozoides, penetração de oócito de 

hamster livre de zona pelúcida e aderência do espermatozoide 

na zona pelúcida de oócitos humanos1,2. Apesar desses testes 

fornecerem uma informação adicional valiosa que pode ajudar 

no diagnóstico de normalidade masculina para a fertilidade, 

não existe um teste único de função espermática que possa fa-

zer esta afirmação com acurácia3.

Na abordagem da reprodução humana, frequentemente 

é necessário o congelamento do sêmen do homem por vários 

motivos. Com isso, torna-se desejável conhecer os fatores que 

possam interferir no resultado do sêmen criopreservado. 

A criopreservação pode causar danos estruturais e modifi-

cações funcionais dos espermatozoides. Danos na viabilidade, 

motilidade, velocidade e potencial de fertilização dos esperma-

tozoides são parcialmente devidos a distúrbios da integridade da 

membrana plasmática e a outros fatores ainda não-definidos3-7.

Durante as fases iniciais de distúrbios da função da membra-

na, a assimetria de fosfolipídios dessa estrutura ocorre antes de 

um dano progressivo em sua integridade. Sob diferentes cenários 

biológicos, distúrbios da função da membrana estão associados 

com a translocação da fosfatidilserina do folheto interno para o 

externo da membrana7,8. Essa translocação pode ser identificada 

pela aderência da fosfatidilserina à anexina V, que é um método 

amplamente aceito como uma determinação precoce de rompi-

mento da integridade da membrana em células danificadas3,7,8. 

Essa alteração de membrana é um dos eventos mais precoces de 

morte celular programada, o qual é denominado apoptose8,9. 

Foi relatado que a anexina V é mais sensível em detectar 

uma deterioração de função de membrana do que a coloração 

com iodeto de propídio em amostra de sêmen criopreservado/

descongelado e pode ser usado para detectar a integridade des-

sa estrutura10,11. 

 Estudos relataram que a enzima transferase aminofosfo-

lipídica intermedeia especificamente uma rápida translocação 

de aminofosfolipídio do folheto externo para o folheto interno 

da membrana plasmática, dependente de trifosfato de adeno-

sina (ATP) em espermatozoides de carneiro12 e de porco13. Em 

espermatozoides congelados de carneiro, o sequestro de fos-

fatidilserina para o folheto interno da membrana plasmática é 

mantido íntegro em células intactas, mas não nas com algum 

comprometimento12. Se a atividade dessa enzima é inibida em 

espermatozoide humano criopreservado, espera-se que haja uma 

externalização de fosfatidilserina aumentada.

Foi relatada uma correlação significativa entre a ligação com 

a anexina V e a porcentagem de espermatozoides linearmente 

móveis e a velocidade direta linear desses gametas10, levando à 

hipótese de que possa haver uma relação entre a estrutura da 

membrana e a motilidade dos espermatozoides. Outros autores 

encontraram uma associação entre perda da motilidade de es-

permatozoides humanos selecionados, com alta motilidade, e a 

externalização da fosfatidilserina quando incubados por um pe-

ríodo de até 24 horas14. A integridade da membrana plasmática 

pela externalização da fosfatidilserina é usada para determinar a 

porcentagem de apoptose.

O conteúdo fosfolipídico da membrana diminui após crio-

preservação, sendo mais pronunciadas as perdas da fosfatidil-

colina e fosfatidiletanolamina. Os fosfolipídios, que normal-

mente se localizam na porção interna da membrana plasmática, 

movem-se para a porção externa durante a criopreservação/

descongelamento10,15,16. A difusão lipídica através da membrana 

plasmática está bastante comprometida em espermatozoides 

humanos congelados/descongelados quando comparados com 

espermatozoides a fresco15. 

O espermatozoide humano tem alta concentração de áci-

dos graxos poli-insaturados em sua membrana e pouca prote-

ção adequada com antioxidante. Ácidos graxos poli-insaturados 

são necessários para eventos de fusão da membrana associados 

à fertilização17; no entanto, a presença deles acarreta uma vul-

nerabilidade para os danos peroxidativos. Sob várias condições 

de tensão oxidativa, o início da cascata da peroxidação lipídica 

resulta em perda da fluidez e prejuízo da função espermática18. O 

estresse da membrana contribui mais que a peroxidação lipídica 

para o criodano subletal em espermatozoides19.

Em estudos realizados para acessar a integridade do esper-

matozoide humano por meio de avaliação da membrana plas-

mática (anexina V) e do DNA (TUNEL) em amostras criopre-

servadas/descongeladas e outras incubadas por vários períodos 

de tempo a 37 oC19, verificou-se que os espermatozoides de 

homens doadores de sêmen sempre apresentavam melhores 

resultados, em relação a homens subférteis, com respeito a es-

ses marcadores de funcionalidade da membrana plasmática e 

integridade de DNA15,20-22.

A Sociedade Americana para Medicina Reprodutiva publi-

cou critérios para que se obtenha maior sucesso na seleção de 

doadores de sêmen com melhores taxas de criosobrevivência 

de espermatozoides. As características da análise seminal bási-

ca, como número de espermatozoides móveis >50 x 106/mL e 

movimentação ativa propulsiva >60%, são alguns parâmetros 

que podem predizer um maior sucesso com o congelamento de 
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sêmen23. No entanto, não se conhece o mecanismo específico 

pelo qual essas características do espermograma resultariam em 

melhor criosobrevivência. 

Este estudo foi feito para avaliar a associação entre as carac-

terísticas do espermograma, a translocação da fosfatidilserina e 

a aferição da peroxidação lipídica com o objetivo de avaliar a 

existência de associação com os parâmetros da análise seminal 

básica antes e após criopreservação do sêmen. Além disso, é 

possível ainda propor a necessidade de outra abordagem para 

a criopreservação/descongelamento em determinados pacientes.

Material e métodos

Este é um estudo coorte, prospectivo, analítico e transversal. 

Foram avaliados ejaculados de 16 homens portadores de inferti-

lidade primária que se submeteram à avaliação no Laboratório 

de Andrologia do Jones Institute for Reproductive Medicine, 

na Eastern Virginia Medical School em Norfolk, EUA. Em cada 

amostra foram avaliados cerca de 200 espermatozoides. Os crité-

rios de inclusão foram: homens submetidos à avaliação durante 

investigação de infertilidade, com período de abstinência sexual 

de dois a quatro dias; contagem leucocitária no espermograma 

menor que 1 x 106/mL, avaliados pela técnica de peroxidase; 

teste de anticorpo antiespermatozoide negativos no sêmen; es-

permograma com concentração de espermatozoides maior que 

20 x 106/mL, com intuito de fornecer número suficiente de cé-

lulas para as diversas análises. Foram considerados critérios de 

exclusão: pacientes fumantes, indivíduos com volume testicular 

reduzido, ginecomastia, e/ou varicocele. 

A concentração dos espermatozoides e motilidade espermá-

tica foi objetivamente avaliada usando um Hamilton-Thorne®, 

analisador computadorizado assistido de sêmen (computer as-

sisted semen analyzer – CASA) IVOS versão 10.8 (Hamilton 

Thorne Research, Beverly, Massachussets, MA, EUA). As me-

didas eram duplicadas e manualmente monitorizadas. A avalia-

ção da morfologia foi feita colocando-se 5 µL sobre uma lâmina 

de microscópio e espalhando a gota com uma segunda lâmina. 

As lâminas eram secas a 37 °C. Esfregaços secos eram corados 

com o corante Diff-Quik (Dade Behring AG, Düdingen, Suíça). 

Foram analisados pelo menos 200 espermatozoides por dois 

diferentes observadores.

Para cada amostra, a fração com espermatozoides com alta 

motilidade foi isolada por meio do gradiente descontínuo (cama-

das 90 e 45%) usando Percoll® (Sigma Chemical Co., Saint Louis, 

EUA). O Percoll® isotônico foi preparado misturando Percoll® 

com meio de cultura Human Tubal Fluid (HTF – fluido tubá-

rio humano, Irvine Scientific, Santa Ana, EUA) concentrado 10X 

numa razão 1:10. A mistura resultante foi usada com Percoll® iso-

tônico 100%. Percoll® isotônico 90% foi preparado adicionando 

o meio HTF numa razão 1:10. O Percoll® isotônico 45% foi pre-

parado pela diluição 1:2 do Percoll® isotônico 90% com o meio 

HTF. A separação dos gradientes foi preparada colocando 1 mL 

do Percoll® isotônico 45% sobre 1 mL do Percoll® isotônico 90% 

em um tubo de centrifugação cônico de 15 mL (Fisher Scientific, 

EUA). Um máximo de 2 mL de sêmen era cuidadosamente colo-

cado no topo do gradiente (Percoll® 90%). Amostras com mais 

de 2 mL eram divididas em quantidades iguais em vários tubos 

de centrifugação.

A centrifugação foi realizada a 546 xg por 20 minutos. A po-

pulação de células no sedimento, na base do Percoll® 90% foi 

coletada e lavada com HTF a 425 xg por dez minutos. O sobre-

nadante foi removido e descartado e o pellet ressuspenso em 

HTF. Nenhuma albumina humana ou outra fonte de proteína foi 

utilizada para evitar fatores de confusão na aferição da peroxida-

ção lipídica.

A translocação da fosfatidilserina para o folheto externo da 

membrana plasmática foi avaliada pela ligação da anexina V a ela 

e essa externalização foi quantificada. Para isso, foi usado o kit 

annexin V – Cy3.18 (Apoptosis Detection Kit, Annexin V-Cy3; 

Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA), com o objetivo da 

diferenciação entre células com ou sem translocação da fosfati-

dilserina e células necróticas, e foi usado diacetato de 6-carboxi-

fluorosceína (6-CFDA) em combinação com anexina V-Cy3.18. 

A não-fluorescente 6-CFDA entra na célula e é convertida para 

um componente fluorescente, ou seja, o 6-carboxifluorosceína 

(6-CF). Essa conversão é uma função das estearases presentes 

somente em células vivas. Dessa forma, nenhuma fluorescência 

seria observada em células necróticas.

Na microscopia fluorescente, 6-CF é observada como flu-

orescência verde e anexina V-Cy3.18 como vermelha. São três 

os padrões de fluorescência observados: células normais vivas 

que se coram somente com 6-CF (verde) (Figura 1); células vi-

vas com translocação da fosfatidilserina, corando-se, portanto 

com 6-CF (verde) e com anexina V-Cy3.18 (vermelho) (Figura 

2); e células necróticas que se coram somente com anexina 

V-Cy3.18 (vermelho) (Figura 3). 

A suspensão de espermatozoides da fração com alta motili-

dade era lavada com HTF (Irvine Scientific) suplementado com 

0,3% de albumina humana sérica (Human Serum Albumin – 

HSA, Irvine) e a concentração ajustada para 10 x 106/mL. Este 

valor foi estabelecido após estudo piloto para determinar qual 

concentração ideal para se conseguir uma boa leitura com o mi-

croscópio de imunofluorescência utilizando esta técnica (anexina 

V) e, sem que fosse preciso uma concentração inicial no esper-

mograma muito elevada. 

Duplicadas de 25 µL da suspensão com espermatozoides fo-

ram colocadas em uma lâmina com camada de poli-L-lisina e 

coradas com solução 6-CFDA e annexine V-Cy3 na presença de 
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Figura 1 - Padrão de fluorescência observado em células normais vivas.

Figura 2 - Padrão de fluorescência observado em células vivas com 

translocação da fosfatidilserina.

Figura 3 - Padrão de fluorescência observado em células necróticas.

cálcio. Depois de uma incubação no escuro por dez minutos, la-

vou-se essa suspensão já na lâmina, apenas para melhorar o fun-

do, duas vezes num intervalo de dez minutos. A seguir, adicio-

nou-se 3 µL de uma solução antidescolorimento para minimizar 

a perda de fluorescência. Depois disso, a lâmina era coberta com 

uma lamínula 24 versus 50 mm e imediatamente lida por dois 

investigadores usando um microscópio de fluorescência (Eclipse 

600, Nikon, New York, EUA) num aumento de 600 vezes com 

filtro ultravioleta de excitação/barreira (450 a 490 nm/515 nm). 

Pelo menos 200 espermatozoides foram contados por lâmina. 

As frações de espermatozoides purificados com alta moti-

lidade numa concentração de 20x106/ml foram avaliadas para 

peroxidação lipídica (LPO), pré-congelamento e pós-desconge-

lamento usando o kit ensaio LPO-586 (LPO-586 Byotech SA, 

Portland, OR, EUA) de acordo com instruções do fabricante. 

O ensaio envolve um “endpoint” espectrofotométrico e é capaz 

de detectar tanto malonaldeído (MA) quanto 4-hidroxialquenal 

(4HA). A quantidade de LPO nas amostras pré-congelamento 

era avaliada em alíquota com ou sem o meio de criopreserva-

ção (TYB-G). Isso foi feito devido aos experimentos preliminares 

nos quais foi observado LPO sob incubação por 30 minutos com 

TYB-G em temperatura ambiente (dado não mostrado). A ava-

liação das amostras pós-descongelamento era realizada seguindo 

duas lavadas a 380 xg por dez minutos com o intuito de remover 

o TYB-G.

Suspensões de espermatozoides eram misturadas vagarosa-

mente, 100 µL a cada minuto, agitando-se gentilmente após cada 

adição do meio de congelamento, TEST-Yolk Buffer (tampão de 

gema de ovo) contendo 12% de glicerol (Freezing medium, Irvine 

Scientific, cat # 9971) até que uma razão de volume 1:1 fosse atin-

gida. Essa mistura era transferida para um criofrasco de 2.0 mL 

(Corning, cat # 430488) num volume de 0.4 mL por frasco, numa 

bandeja com altura regulável (Taylor-Wharton, EUA) e refrigerado 

(4 °C) por uma hora. Depois era congelado a 5 cm acima do nível 

superior do nitrogênio (~-78 °C) por 20 minutos, pela colocação 

da bandeja, que se acopla à abertura do botijão de nitrogênio lí-

quido. Então, os frascos eram carregados nos racks e posterior-

mente imersos no nitrogênio líquido a -196 °C. Os espécimes 

eram descongelados em banho-maria a 42 °C por quatro minutos 

após no mínimo 24 horas de armazenamento congelado.

A análise estatística foi realizada com o emprego do teste 

não-paramétrico e não-pareado de Mann-Whitney para as vari-

áveis quantitativas contínuas e análise por regressão linear múl-

tipla para cada uma das variáveis dependentes. Os dados são 

apresentados com média±erro padrão (EP). O nível de significân-

cia foi estabelecido como p<0,05. 

Todos os experimentos desse estudo foram aprovados pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa (Institutional Review Board – IRB) da 

Eastern Virginia Medical School, sob o número IRB 07-06-94-0292. 
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Resultados

A concentração média de espermatozoides foi de 81,6±20,5 

x 106/mL, motilidade média de 73,4±6,8% e morfologia normal 

de 9±2,2%.

A porcentagem média de espermatozoides vivos, apoptóticos 

e mortos antes do congelamento foi de 61,6±8,1%, 32,5±7,0% 

e 6,0±4,1%, respectivamente. Após o congelamento/desconge-

lamento, estas médias foram respectivamente de 49,4±8,9%, 

42,9±6,8% e 7,7±4,6%.

Verificou-se que o valor médio de MA+4HA antes do congela-

mento e após o congelamento/descongelamento foi de 0,63±0,39 

e 4,11±1,8 µmol/L/106 espermatozoide, respectivamente.

Antes do congelamento, no grupo com concentração esper-

mática acima de 60 x 106/mL, quase 3/4 dos espermatozoides 

estavam vivos, menos de 25% eram apoptóticos e apenas 3% 

estavam mortos. No grupo com concentração espermática de 20 

a 60 x 106/mL, 50% estavam vivos, mais de 40% eram apoptóti-

cos e menos de 10% estavam mortos (Tabela 1).

Houve diferenças não-significativas na proporção de es-

permatozoides vivos (58,3±7,0% e 64,9±6,2%), apoptóticos 

(32,6±4,1% e 32,4±6,0%) e mortos (9,3±3,9% e 2,7±1,2%) entre 

os grupos com motilidade ≤75% e >75, respectivamente. A pro-

porção de espermatozoides mortos foi quatro vezes maior no 

grupo com menos motilidade, porém esta diferença não chegou 

a atingir significação estatística (p=0,08).

Não houve diferença significante na aderência à anexina V, 

segundo a morfologia dos espermatozoides na avaliação realiza-

da pré-congelamento, vivos (61,1±8,5% e 62,0±4,3%), apoptóti-

cos (31,7±5,6% e 33,3±4,6%) e mortos (7,1±4,3% e 4,9±1,2%), 

respectivamente entre os grupos com morfologia ≤8 e >8.

A peroxidação lipídica, antes do congelamento, foi 100% 

maior no grupo com concentração de espermatozoides acima 

de 60x106/mL (0,82±0,25 µmol/L/106 espermatozoide) quan-

do comparado com o grupo entre 20 a 60x106/mL (0,40±0,31 

µmol/L/106 espermatozoide) mas, no entanto esta diferença não 

foi significante (p=0,08).

Não houve diferença na peroxidação lipídica segundo a mo-

tilidade dos espermatozoides na avaliação realizada pré-congela-

mento (Tabela 2).

A mensuração da peroxidação lipídica antes do congelamen-

to foi quase 100% maior no grupo com a morfologia espermática 

normal ≤8% do total de espermatozoides quando comparado 

com o grupo de melhor morfologia (>8%), mas a diferença não 

foi estatisticamente significante (Tabela 3).

A proporção de espermatozoides vivos pós-congelamento 

foi 14 pontos percentuais maior no grupo com concentração 

acima de 60 x 106/mL, que no grupo com menor concentração, 

mas essa diferença não atingiu significação estatística (p=0,07), 

conforme Tabela 4.

Houve apenas pequenas diferenças segundo motilidade 

na proporção de espermatozoides vivos, apoptóticos e mor-

tos na avaliação realizada pós-congelamento/descongelamento 

(Tabela 5). Não houve diferenças na aderência à anexina V se-

gundo a morfologia dos espermatozoides na avaliação realizada 

pós-congelamento (Tabela 6).

Após o congelamento/descongelamento dos espermato-

zóides, a peroxidação lipídica foi duas vezes maior no grupo 

com menor concentração espermática (20 a 60 x 106/mL), no 

Tabela 4 - Valores médios da proporção de espermatozoides vivos, 

apoptóticos e mortos ligados à anexina V segundo a concentração, 

após o congelamento/descongelamento

Concentração de espermatozoides (x 106/mL)

Ligação à anexina V 20-60
(n=8)

Média (EP)
(%)

>60
(n=8)

Média (EP)
(%)

p*

Vivos 42,6 (6,2) 56,1 (6,8) 0,063

Apoptóticos 46,4 (3,4) 39,4 (6,6) 0,200

Mortos 11,0 (4,7)   4,4 (1,0) 0,274

*Teste não-paramétrico de Mann-Whitney.

Tabela 1 - Valores médios da proporção de espermatozoides vivos, 

apoptóticos e mortos ligados à anexina V segundo a concentração, 

antes do congelamento

Ligação à anexina V Concentração de espermatozoides (x 106/mL)

20-60
(n=8)

Média (EP)

> 60
(n=8)

Média (EP)
p*

Vivos 49,7 (5,8) 73,4 (3,2) 0,004

Apoptóticos 41,4 (4,0) 23,6 (3,1) 0,013

Mortos 8,9 (4,0) 3,1 (1,2) 0,177

*Teste não-paramétrico de Mann-Whitney; EP: erro padrão.

Tabela 2 - Valores médios da peroxidação lipídica segundo a motilidade 

espermática, antes do congelamento

Peroxidação lipídica
MA + 4HA (µmol/L/106 espermatozoide)

Motilidade de espermatozoides (%)

≤75 >75

Média 0,74 0,54

EP 0,32 0,24

n 8 8

p* 0,635

*Teste não-paramétrico de Mann-Whitney.

Tabela 3 - Valores médios da peroxidação lipídica, segundo a morfologia 

dos espermatozóides antes do congelamento

Peroxidação lipídica
MA + 4HA (µmol/L/106 espermatozoide)

Morfologia de espermatozoides
(% normal)

≤8 >8

Média 0,81 0,46

EP 0,31 0,24

n 8 8

p* 0,398

*Teste não-paramétrico de Mann-Whitney.
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entanto esta diferença não foi significante (p=0,07), de acordo 

com a Tabela 7.

Não houve diferença na peroxidação lipídica segundo a mo-

tilidade espermática na avaliação realizada pós-congelamento/

descongelamento (Tabela 8). A Tabela 9 mostra que não hou-

ve diferença na peroxidação lipídica segundo a morfologia dos 

espermatozoides na avaliação realizada pós-congelamento/

descongelamento.

Houve uma correlação entre espermatozoides vivos e sua 

concentração  antes do congelamento (p=0,015), conforme a 

Tabela 10. Também ocorreu uma correlação negativa entre a 

concentração de espermatozoides e sua aderência à anexina V 

(apoptóticos) antes do congelamento. Ocorreu ainda uma corre-

lação entre a motilidade e a presença de espermatozoides apop-

tóticos no ejaculado.

Nesse estudo, encontrou-se uma associação entre a con-

centração de espermatozoides e a aderência à anexina V antes 

do congelamento. No entanto, não foi encontrada associa-

ção da motilidade e morfologia com a aderência à anexina V. 

Adicionalmente, não foi encontrada associação entre qualquer 

parâmetro da análise seminal básica com peroxidação lipídica es-

pontânea. A presença de espermatozoides vivos (anexina V ne-

gativa) foi 50% maior, antes do congelamento, naqueles pacien-

tes com concentração maior que 60 x 106/mL que entre aqueles 

Tabela 5 - Valores médios da proporção de espermatozoides vivos, 

apoptóticos e mortos ligados à anexina V segundo a motilidade, após o 

congelamento-descongelamento.

Motilidade de espermatozoides (%)

Ligação à anexina V ≤75
(n=8)

Média (EP)
(%)

>75
(n=8)

Média (EP)
(%)

p*

Vivos 46,7 (6,4) 52,0 (7,5) 0,564

Apoptóticos 43,9 (4,5) 42,0 (6,1) 0,848

Mortos 9,4 (4,4) 6,0 (2,5) 0,440

*Teste não-paramétrico de Mann-Whitney.

Tabela 6 - Valores médios da proporção de espermatozoides vivos, 

apoptóticos e mortos ligados à anexina V segundo a morfologia dos 

espermatozoides, após o congelamento-descongelamento

Morfologia 

Ligação à anexina V ≤8
 (n=8)

Média (EP)
(%)

>8
(n=8)

Média (EP)
(%)

p*

Vivos 52,4 (7,3) 46,3 (6,5) 0,701

Apoptóticos 38,9 (4,9) 47,0 (5,4) 0,481

Mortos   8,7 (4,5) 6,7 (2,4) 0,949

*Teste não-paramétrico de Mann-Whitney.

Tabela 7 - Valores médios da peroxidação lipídica segundo a concentração 

de espermatozoides, após o congelamento-descongelamento

Concentração de 
espermatozoides (x106/mL)

Peroxidação lipídica
MA + 4HA (µmol/L/106 espermatozoide)

20-60 >60

Média 5,72 2,87

EP 1,42 0,94

N 7 9

p* 0,101

*Teste não-paramétrico de Mann-Whitney.

Tabela 8 - Valores médios da peroxidação lipídica segundo a motilidade 

espermática, após o congelamento-descongelamento

Peroxidação lipídica
MA + 4HA (µmol/L/106 espermatozoide)

Motilidade (%)

≤75 >75

Média 4,41 3,83

EP 1,22 1,32

n 8 8

p* 0,674

*Teste não-paramétrico de Mann-Whitney.

Tabela 9 - Valores médios da peroxidação lipídica segundo a morfologia 

dos espermatozoides, após o congelamento-descongelamento

Morfologia 

Peroxidação Lipídica
MA + 4HA (µmol/L/106 espermatozoide)

≤8 >8

Média 3,00 5,24

EP 0,90 1,44

n 8 8

p* 0,208

*Teste não-paramétrico de Mann-Whitney.

Tabela 10 - Variáveis associadas à proporção média de espermatozoides 

vivos, apoptóticos e mortos antes do congelamento – regressão linear 

múltipla (n=16) 

Ligação à anexina V/
análise seminal básica

Coeficiente EP coeficiente p r

Vivos 0,64

Concentração de 
espermatozoides

0,25 0,09 0,015

Constante 40,71 8,18 <0,001

Apoptóticos 0,98

Concentração de 
espermatozoides

-0,28 0,05 <0,001

Motilidade de  
espermatozoides

0,76 0,07 <0,001

Mortos

Sem variáveis  
associadas

r: coeficiente de correlação.
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com concentrações menores. Já a presença de células apoptóticas 

(anexina V positiva) foi 57% maior no grupo com menor con-

centração espermática. A proporção de espermatozoides mortos 

foi três vezes maior no grupo com menor motilidade antes do 

congelamento, mas o valor de p foi >0,05 <0,10. O baixo poder 

estatístico do tamanho amostral não permite descartar que essa 

associação possa existir.

Por outro lado, houve uma tendência à associação entre a 

concentração de espermatozoide antes do congelamento e a ade-

rência à anexina V após o congelamento. A perda da motilidade 

foi maior em pacientes com menor concentração de espermato-

zoides antes do congelamento. No pós-congelamento/descon-

gelamento houve essa diferença, mas menos pronunciada, não 

atingindo significância estatística.

Discussão

Tem sido mostrado que a aderência à anexina V, combinado 

com iodeto de propídio é mais sensível para detectar a deteriora-

ção das funções da membrana do que o corante vital iodeto de 

propídio isolado10. A membrana é normalmente impermeável ao 

iodeto de propídio. No entanto, células mortas perdem sua ca-

pacidade de resistir ao influxo do propídio resultando numa co-

loração intracelular. Nesse estudo, foi usado anexina V em com-

binação com 6-CFDA, sendo que este componente é convertido 

para 6-CF por meio da enzima estearase nas células vivas, o qual 

permite clara distinção sob microscópio epifluorescente células 

vivas normais, células vivas com membrana alterada (aqui apre-

sentando translocação da fosfatitidilserina) e células necróticas 

(mortas). Foi observado que a anexina V cora o espermatozoide 

como um todo (cabeça, peça intermediária e flagelo) em mais de 

90% das células anexina V+ numa lâmina15. Dessa forma postula-

se que a fosfatidilserina é translocada para o folheto externo da 

membrana celular. Em outros sistemas celulares, esse fenômeno 

é considerado um sinal precoce da morte celular programada9.

Foi relatado que pacientes com parâmetros anormais do es-

permograma eram mais suscetíveis ao dano do congelamento/

descongelamento, o que poderia explicar a maior aderência à 

anexina V encontrada nesta pesquisa. Outros estudos não en-

contraram correlação entre a qualidade seminal e apoptose em 

espermatozoides humanos7,8,24.

Em estudos utilizando espermatozoides humanos15,20-22 foi 

evidenciada uma diminuição mais acentuada na porcentagem de 

espermatozoides vivos, após congelamento/descongelamento 

em pacientes masculinos de casais inférteis quando comparados 

com doadores. A concentração de espermatozoides era maior 

em doadores do que em pacientes subférteis, apesar de estarem 

ambos os grupos dentro dos limites da normalidade. É possível 

postular que possa existir uma relação entre aspectos da análise 

seminal básica e maior suscetibilidade ao criodano da membra-

na plasmática medido por meio da aderência à anexina V. Esta 

hipótese está de acordo com os achados desta pesquisa, na qual 

observou-se uma menor porcentagem de espermatozoides vivos 

após congelamento/descongelamento naqueles homens subfér-

teis com menor concentração espermática no ejaculado. Outros 

autores relataram haver um menor dano no DNA de homens 

voluntários, com análise seminal normal, quando comparados 

com homens sendo examinados por infertilidade, explicando 

sua subfertilidade3,25.

A literatura registra a medida do MA e 4-hidroxialkenal, indi-

cadores de peroxidação lipídica cumulativa5,26. A combinação do 

sulfato de ferro e ascorbato de sódio tem sido utilizada para in-

duzir a peroxidação lipídica, assim como promover a divisão dos 

peróxidos de lipídios em alquenois menores como o MA, desse 

modo sensibilizando o sistema de detecção da LPO1. Níveis de 

MA podem variar em até dez vezes entre doadores de sêmen, e 

variações consideráveis ocorrem em diferentes ejaculados de um 

mesmo indivíduo. 

A ausência de associação entre peroxidação lipídica e pa-

râmetros do espermograma encontrada neste estudo, está de 

acordo com evidências já publicadas na literatura. O uso do kit 

LPO-586 em espermatozoides móveis é o método mais sensível 

e confiável para avaliar LPO, incluindo a falta de dependência na 

remoção de leucócitos contaminantes26. Existem evidências de 

que o estresse da membrana plasmática pode contribuir mais do 

que peroxidação lipídica para o criodano subletal do esperma-

tozoide humano. A contribuição peroxidativa é negligível, mas 

a contribuição de transições de fases da membrana, tornando-a 

mais susceptível a fraturas durante a criopreservação, é substan-

cial5, o que vem ao encontro ao relatado nesse estudo, no qual 

não se observou um incremento da peroxidação lipídica relacio-

nado a qualquer característica seminal básica em espermatozoi-

des humanos congelados/descongelados.

Alguns autores não encontraram correlação significativa en-

tre morfologia pré-congelamento ou LPO e perda da motilidade 

pós-descongelamento2,3-5. Esses achados poderiam justificar a 

ausência de associação entre LPO e parâmetros da análise semi-

nal básica encontrada nesse estudo. 

Alguns estudos encontraram uma correlação negativa entre 

a motilidade e LPO em espermatozoides humanos frescos, atri-

buindo o decréscimo na motilidade ao acréscimo da LPO. Em 

outros sistemas celulares (células neurais e gliais), a mudança 

da composição lipídica não previne mudanças na estrutura da 

membrana induzidas pelas baixas temperaturas. Ao contrário, 

elas podem permitir a reversibilidade dessas mudanças e neutra-

lizar o efeito deletério potencial27.  

Esse é o primeiro estudo, até onde chega ao conhecimento, em 

que se comparou parâmetros da análise seminal básica (concentração 
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de espermatozoides, motilidade, morfologia), com a aderência à 

anexina V e peroxidação lipídica espontânea relacionados ao conge-

lamento/descongelamento em espermatozoides humanos.

Aqui há um pequeno tamanho amostral, que se justifica pelo 

alto custo do material utilizado e por tratar-se do primeiro estu-

do sobre o tema. Por outra parte, considerando que para cada 

análise da aderência à anexina V eram contados de 200 a 400 

espermatozoides, pode-se considerar que o valor deste estudo 

está longe de ser desprezível. 

Por meio de uma melhor análise, pode ser fornecido um me-

lhor aconselhamento quanto ao dano de membrana plasmáti-

ca aos homens subférteis que se submetem ao congelamento/

descongelamento.

Pacientes com menor concentração de espermatozoides têm 

maior probabilidade de criodano medido pela anexina V. A ne-

cessidade de estabelecer um limite de concentração que indicaria 

ou não o congelamento deve ser motivo de estudos futuros.

Do ponto de vista prático, este estudo sugere fortemen-

te que os limites inferiores de normalidade do espermograma 

podem não ser válidos quando o que se propõe é conservar os 

espermatozoides por meio de congelamento para posterior uti-

lização. Pelo pequeno número de casos, não foi possível neste 

estudo precisar um limite de concentração, abaixo do qual não 

se justificaria a criopreservação. Os resultados aqui apresentados 

justificam, no entanto, um chamado de alerta ao uso deste proce-

dimento no caso de indivíduos com ejaculados com concentra-

ções baixas, próximas ao limite inferior da normalidade.

A observação de que homens com menor concentração de 

espermatozoides no ejaculado apresentam maior percentagem 

de espermatozoides com apoptose antes e após o congelamento 

levanta a questão de que esses poderiam ter maior dano durante 

o processo de criopreservação. Outros estudos são necessários 

para se determinar qual seria o ponto de corte na concentração 

espermática que determinaria um prejuízo importante da função 

espermática após a criopreservação. Este estudo abre também 

uma nova linha de pesquisa que é avaliar o efeito destas altera-

ções de exposição de fosfatidilserina da membrana plasmática 

no potencial do espermatozoide em sofrer a reação acrossômica 

espontânea ou induzida, avaliando desta forma o potencial re-

produtivo destes homens.
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