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Endometriose no inicio da vida reprodutiva:
laparoscopia sempre?

N os Ultimos anos, tem-se notado significante aumento na incidéncia de endometriose em
adolescentes e em adultos jovens no inicio da vida reprodutiva. O maior conhecimento da
doenga e métodos diagnosticos mais acessiveis participam desse fato, que se reveste de particular
importancia ao se considerar que a endometriose ¢ uma doenga evolutiva que pode, com a reagao
inflamatéria crénica induzida pelas lesGes, levar a importantes alteragdes anatdmicas na pelve,
com aderéncias generalizadas e perda da fun¢do tubarea. Como resultado, dor pélvica e infertili-
dade sdo frequentes. Na populagdo geral, a endometriose incide em cerca de 10% das mulheres
em idade reprodutival. A prevaléncia de endometriose pode chegar a 30-50% em mulheres que
apresentem dor pélvica cronica ou infertilidade!?. Dados do grupo italiano para o estudo da endo-
metriose sugerem que a afec¢do atinje 30% das mulheres com diagndstico de infertilidade, 45%
das mulheres com dor pélvica cronica e 35% das mulheres com diagnéstico de cisto ovariano®.
Outros estudos relatam incidéncia de 22% em mulheres férteis e assintomaticas que se submetem
a esterilizagdo tubdrea’. Em adolescentes, relata-se que até 70% dos jovens com dor pélvica cré-
nica que ndo respondem a medicamentos habituais, podem apresentar endometriose®. A conduta
nessas jovens pacientes deve ser cuidadosa e particularizada. Chama aten¢do o recente relato de
Di Prospero e Micucci®, que descrevem faléncia ovariana prematura em dez pacientes submeti-
das a laparoscopia para tratamento de endometriose ovariana em um periodo de 5 a 24 meses.
Nessas pacientes, foram excluidos fatores comumente associados a tal situagdo, como histéria
familiar, problemas tireoidianos e doenca de Addison. Ressalta-se, também, que a cirurgia para
endometriose pode ser considerada mais citorredutora do que curativa, tendo-se em vista que a
recorréncia situa-se em torno de 21,5% em dois anos e de 40 a 50% em cinco anos, de acordo
com dados apresentados por Guo’. Levando-se em conta o que foi exposto, a conduta pode e
deve ser individualizada para cada paciente, de acordo com as suas queixas, antecedentes pessoais
e familiares, exames ginecoldgicos, exames de imagem e marcadores como o CA-125. O rigoroso
controle da jovem com suspeita de endometriose, realizado por meio de avaliagdo clinica frequen-
te, exames de imagem e laboratoriais em associagdo a terapia supressora da menstruagado como
alternativa a laparoscopia deve ser considerado nesse grupo de pacientes; o objetivo é tentar evitar

procedimentos mais invasivos, que possam comprometer o futuro reprodutivo dessas mulheres.

Mario Cavagna

Reprod Clim. 2009; 24(1): 5-6
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Uso dos marcadores enddcrinos

da reserva ovariana em reproducao assistida
Use of ovarian reserve endocrine markers in assisted reproduction
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Resumo

A avaliacao da reserva folicular ovariana em reproducao assistida surge como uma tentativa de avaliar o potencial reprodutivo da mulher e nortear
protocolos individualizados de estimulacao, garantindo melhor aconselhamento aos casais e amenizando encargos emocionais e financeiros de um
processo cujos resultados ainda se encontram aquém do desejado. Neste artigo, sao abordados aspectos atuais do uso de marcadores enddcrinos
na propedéutica de casais subférteis.

Unitermos: Reserva ovariana; FIV; ICSI; Infertilidade; Reproducao assistida

Abstract

Evaluation of ovarian follicular reserve in assisted reproduction programs appears as a strategy to assess woman's reproductive potential and
permit to establish directions to delineate individualized stimulation protocols, providing adequate counseling to subfertile couples and diminishing
emotional and financial duties in a process which is still far from desired results. In this article, recent aspects of ovarian reserve endocrine markers
during subfertile couples’ evaluation are discussed.

Uniterms: Ovarian reserve; IVF; ICSI; Infertility; Assisted reproduction.

T Médico pos-graduando do Setor de Reproducdo Humana do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP) —
Ribeirdo Preto (SP), Brasil.

2 professor Doutor do Setor de Reproducdo Humana do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP) - Ribeirao
Preto (SP), Brasil.

3 Médico Assistente do Setor de Reproducao Humana do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP) - Ribeirdo
Preto (SP), Brasil.

* Professor Titular do Setor de Reproduc@o Humana do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP) - Ribeirdao
Preto (SP), Brasil.
Endereco para correspondéncia: Ana Carolina Japur de S& Rosa e Silva — Laboratorio de Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Avenida
Bandeirantes, 3.900, 1° andar — Monte Alegre — CEP 14048-900 — Ribeirdo Preto/SP — Fone: (16) 3602-2926 — E-mail: anasars@fmrp.usp.br

Reprod Clim. 2009; 24(1):7-12

izagdo

Atual



Carvalho et al

Introducao

Na segunda metade do século 20, marcada por movimen-
tos de emancipagdo da mulher e pela modificagdo do seu papel
social e econémico, observaram-se a disseminagdo dos méto-
dos contraceptivos hormonais e a consequente dissociagdo dos
conceitos de reprodugdo e sexualidade, antes tradicionalmente
unificados. Em razdo da postergagdo da maternidade e do au-
mento marcante na incidéncia da primeira gestacdo proximo aos
30 anos de idade!, resultantes naturais do processo, tem-se dado
uma atengdo especial as possiveis mudangas na dindmica folicu-
lar ovariana com potencial reducao funcional e caracterizagao de
quadros de subfertilidade.

A perda progressiva da populagdo folicular ovariana apds os
30 anos de idade é conhecida ha mais de meio século e sua esti-
mativa é de 75% ao longo da quarta década de vida’. Entretanto,
apesar da exaustdo folicular, as alteragdes ocorrem conspicua-
mente em ambiente gonadal e a grande maioria das mulheres
subférteis permanece assintomatica, com ciclos menstruais apa-
rentemente normais por varios anos's.

Nesse contexto, nota-se um aumento da procura por servi-
¢os de assisténcia em reprodugdo humana e incita-se a busca
de instrumentos propedéuticos capazes de permitir adequado
aconselhamento ao casal, bem como a identificacdo de menores
chances de gestacdo por técnicas de reproducao assistida (RA).
Sendo assim, a aferi¢do da reserva funcional ovariana carrega a
intengdo de apontar a quantidade e a qualidade do pool de foli-
culos restantes nos ovarios ap6s cada ciclo menstrual, o que tem
sido um grande desafio a medicina reprodutiva.

Inimeros marcadores da reserva ovariana tém sido testados
sem, entretanto, terem-se obtido conclusdes consensuais sobre
a relevancia do uso rotineiro e o potencial na predigdo de bons
resultados, sejam baseados na resposta folicular, no numero de
odcitos recuperados ou na obten¢do de gestagdo apds estimulo
gonadourdfico exdgeno. Suspeita-se, na verdade, que eles pouco
reflitam a complexidade da dindmica folicular ou a populagao de
foliculos primordiais remanescentes nas gonadas, ndo garantin-
do a subsequéncia dos ciclos ou contemplando o real potencial
reprodutivo da mulher em longo prazo*® Dentre esses marca-
dores, sdo comuns as dosagens na fase folicular precoce (basais)
de hormdnios como o estradiol (E2) e a inibina-B, o horménio
foliculo-estimulante (FSH) e, mais recentemente, o horménio
antimiilleriano (AMH), bem como os testes dindmicos de esti-
mulagdo com citrato de clomifeno (TECC), anadlogos do GnRH
(GAST) e FSH exd6geno (EFORT).

Em vista dos dados controversos encontrados na literatura
especializada, procuraremos discutir aqui aspectos atuais da ava-
liagdo endocrina da reserva ovariana, com foco na predigao de

ma resposta em ciclos de RA.

Marcadores basais

Estradiol

Os dados controversos sobre o uso do E2 basal como teste
de reserva ovariana ndo lhe garantem acuracia preditiva e revelam
nao existir um cut off com sensibilidade e especificidade suficien-
temente elevadas para uso como critério de inclusdo ou exclu-
sdo em programas de RA”. Apesar de terem sido demonstrados
maiores taxas de cancelamentos de ciclos e nimeros reduzidos
de odcitos aspirados quando os niveis séricos basais do E2 foram
<20 pg/mL ou >60 a 80 pg/mL?’, estudos recentes nio foram ca-
pazes de reproduzir diferencas significativas entre pacientes mas
e boas respondedoras®®. Mesmo estudos favoraveis ao uso do E2
como marcador de reserva ovariana foram incapazes de demons-
trar correlagdo significativa com o desenvolvimento folicular ob-
servado® ou predizer a ocorréncia de gestagao!'®. Assim, ao E2
basal atribui-se um potencial apenas modesto de prognosticar a
resposta ao estimulo gonadotréfico exdgeno, devendo estar em

segundo plano no aconselhamento inicial do casal subfértil.

Hormonio foliculo-estimulante

O FSH basal ¢ o mais estudado marcador da reserva ovaria-
na'’, mas as controvérsias geradas pelas discrepancias entre os
resultados e a falta de um cur off bem estabelecido mantém in-
cognito seu verdadeiro papel como preditor da resposta gonadal
ao estimulo exégeno. E possivel que seu maior problema para
tal finalidade seja a grande variabilidade entre ciclos menstruais
e até entre diferentes dosagens realizadas em uma mesma amos-
tra, além das alteracbes provocadas por fatores externos, como
o tabagismo®.

Ashrafi et al. associaram niveis séricos basais de FSH >15 Ul/
mL a menor nuimero de o6citos aspirados e maior nimero de ci-
clos de RA cancelados’f, enquanto Watt et al. determinaram que
niveis >11,1 mUI/mL corresponderiam a uma reduzida chance
de gestagao'. Estudos prévios, entretanto, ndo corroboram esses
resultados e ha documentagio de gestagdo em aproximadamen-
te metade das mulheres com elevados valores séricos basais do
ESH?®. Klinkert et al. demonstraram que as taxas de gestagdo po-
dem ser semelhantes entre mulheres com niveis basais normais e
elevados do FSHY e, apesar de outros estudos terem observado
chances reduzidas de gestagdo com niveis superiores a 8 mUI/
mlL, ndo se péde chegar a uma conclusdo quanto aos resultados
de RA com niveis inferiores®.

Por fim, Luna et al. publicaram recentemente taxas superiores
de gravidez em mulheres com menos de 35 anos e FSH basal
elevado quando comparadas as de mulheres mais velhas com

niveis normais®, levantando a questdo acerca da prevaléncia do
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fator idade sobre o perfil gonadotréfico quando se trata do po-
tencial reprodutivo. Assim, é provavel que a acuracia do FSH
basal na predicdo de ma resposta somente seja adequada quando
considerados limiares séricos muito elevados, o que pela baixa

frequéncia reduz seu valor no cotidiano clinico’.

Inibina B basal

O comportamento da inibina B ao longo do ciclo menstrual
denuncia seu papel na moderagdo do desenvolvimento folicular
normal e, assim, embasa a suspeicao de sua eficacia como marca-
dor da funcéo e da reserva folicular ovariana, mas a taxa elevada
de falsos positivos da dosagem rotineira poderia levar a exclu-
sOes desnecessarias de mulheres de programas de RA. Mesmo
utilizando niveis basais muito baixos, a acuracia na predicdo de
ma resposta seria apenas modesta, estando o marcador em pata-
mar semelhante ao E2 na propedéutica de casais subférteis’.

O estudo de Seifer et al. demonstrou que niveis séricos de
inibina B >45 pg/mL, além de apresentarem maior nimero de
o6citos, foram bons preditores de cancelamento®. Reforga-se fa-
voravelmente o uso do marcador como preditor de sucesso em
ciclos de RA, dados que demonstram correlagdo negativa signifi-
cativa entre os niveis séricos de inibina B e FSH, além da também
significativa correlagdo positiva entre inibina B e a contagem ul-
trassonografica de foliculos antrais iniciais em mulheres com até
40 anos de idade®.

Outros estudos, entretanto, ndo foram capazes de reiterar
os resultados favoraveis ao uso da inibina B basal como mar-
cador da reserva ovariana®*?. Faltam na literatura estudos que
confirmem uma possivel associagdo das concentra¢des de inibi-
na B a qualidade oocitaria em ciclos de RA, postulada ha mais

de uma década® 8.

Hormonio antimulleriano

Dados recentes nos levam a crer que o AMH atue como
um modulador do recrutamento folicular®® e do crescimento
folicular FSH-dependente?®, possivelmente pela regulagdo da
expressdo da aromatase e dos receptores de gonadotrofinas na
superficie das células da granulosa até a etapa de foliculo antral
inicial (didametro de 6 mm)®. O uso do AMH como marcador da
reserva folicular ovariana baseia-se, assim, na premissa de que
representaria o estoque de foliculos primordiais restantes nas go-
nadas apés cada ciclo menstrual! 426303356,

Além de representar a populagdo folicular responsavel
pela perpetuacdo dos ciclos menstruais consecutivos, a redu-
zida variabilidade das concentragbes séricas ao longo do ciclo
menstrual®>*® e mesmo entre os ciclos® tem garantido maior

credibilidade e maleabilidade quanto ao momento de dosagem,

com valores médios de 1,4+1,1 ng/mL® a 2,4+1,1 ng/mL¥ em
mulheres normo-ovulatérias.

Em ciclos de RA, a literatura apresenta como resultado a
forte correlagdo entre niveis do AMH e a contagem de folicu-
los antrais®, e sua associagdo significativa com cancelamento ou
aspiracdo de numero reduzido de odcitos®*#*¥4. No estudo de
Figicioglu et al., os niveis séricos basais do AMH foram significa-
tivamente maiores em mulheres com boa resposta em ciclos de
RA e na predi¢do do numero de odcitos aspirados, com sensibi-
lidade e especificidade, e valores significativos'.

A padronizagdo dos niveis normais com boa sensibilidade
e especificidade tem sido a grande lacuna para o fortalecimen-
to do AMH como marcador de reserva ovariana. Enquanto
Muttukrishna et al. apontaram sensibilidade e especificidade de
87 e 64%, respectivamente, para um cut off de 0,2 ng/mL na pre-
dicdo de ma resposta em RA*, La Marca et al. demonstraram
sensibilidade de 80% e especificidade de 93% quando conside-
rado limiar de 0,75 ng/mL* e conclusdes semelhantes tém sido
apresentadas com limiares ainda mais elevados®.

Sendo o AMH um marcador relativamente recente, a escas-
sez de estudos e a falta de padronizagdo de um cut off com altas
sensibilidade e especificidade ainda sdo problemas para seu uso
rotineiro. Mesmo a sua invariabilidade ao longo do ciclo mens-
trual, em principio um atrativo, foi questionada em estudo re-
cente de Wunder et al., que encontraram flutuacdes significativas
do AMH no final de ciclos ovulatérios de mulheres com até 32
anos de idade®.

Com base nos resultados favoraveis apresentados e na de-
monstrada correlagdo significativa com varidveis importantes
como a contagem de foliculos antrais, a quantidade e a maturi-
dade dos odcitos aspirados!®*!, enxerga-se um futuro promissor

para o marcador, mas ainda é cedo para conclusdes definitivas.

Marcadores dinamicos
Teste de estimulo com citrato de clomifeno

O teste de estimulo com citrato de clomifeno (TECC) tem
sido aceito como indicador prognéstico da performance repro-
dutiva em ciclos assistidos. No trabalho original, a predigao de
ma resposta a RA (ocorréncia de gestagdo) foi estipulada para a
soma dos niveis do FSH 226 mUI/mL (basal e apds o décimo dia
do ciclo estimulado*. Alguns anos mais tarde, sugeriu-se que a
ma resposta ocorreria quando a soma dos valores basal e pos-
estimulo fosse superior a 22,5 Ul/mL*.

Apesar de vastamente utilizado, como ocorre com os outros
marcadores, sua real aplicabilidade divide opinides. Em estudo
recente, Kwee et al. avaliaram a predi¢do de ma resposta ova-

riana (<6 odcitos aspirados) pelo TECC e encontraram érea sob
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a curva (ROC-AUC) de 0,88 numa populagdo com idade entre
18 e 39 anos*. Entretanto, considerando-se o desenvolvimento
de pelo menos quatro foliculos como boa resposta em ciclos de
RA, dados do nosso servigo demonstraram que a sensibilidade
do FSH basal isoladamente foi mais expressiva que a do TECC
tanto para os valores estipulados por Navot et al., quanto para
os sugeridos por Loumaye et al.¥. Outros estudos concordam
em demonstrar ndo haver qualquer vantagem do TECC sobre
a dosagem basal do FSH”"%%  principalmente para mulheres
mais jovens. Sendo assim, seu valor torna-se reduzido quando
considerados aspectos como custos e efeitos adversos potenciais
da hiperestimulagdo ovariana, devendo-se individualizar sua in-

dicacao frente & existéncia de testes basais menos invasivos.

Teste de estimulo com A-GNRH

Pelo teste de estimulacao com a-GnRH (GAST) a elevagao
dos niveis sanguineos de estradiol e inibina B 24 horas apds
administracdo da droga seria o reflexo da integridade folicular

ovariana®!, mas também seu valor como marcador da reserva

)
ovariana ndo é consensual.

Scheffer et al. demonstraram que a producdo de estradiol e
inibina B foi significativamente elevada apés estimulo®, refor-
cando o que ja havia sido defendido por outros estudos na ulti-
ma década®® e a impressdo de que superam os niveis hormo-
nais basais quando se objetiva inferir a reserva folicular ovariana.
Ravhon et al. Encontraram, ainda, correlagdo positiva significati-
va entre a resposta ovariana e as variaveis soma dos niveis de ini-
bina B basal e apds estimulo, e aumento do E2 apds estimulo®.

Hendriks et al., entretanto, avaliaram mulheres candidatas a
FIV e, apesar de reconhecerem alguma habilidade do teste como
marcador de reserva gonadal e preditor de gestagdo, defende-
ram ndo haver vantagens sobre a dosagem basal da inibina B ou
mesmo a CFA%. Mantém-se, assim, o questionamento acerca do
emprego do GAST frente aos custos financeiros elevados e aos

riscos de hiperestimula¢do exdgena.

Teste de estimulo com FSH ex0geno

Pelo teste de estimulagdo com FSH exdgeno (EFORT), infere-
se 0 aparato funcional ovariano pelo incremento nos niveis de E2 e
inibina B apds 24 horas da administragdo subcutanea de 300 Ul de

FSH recombinante (FSH-r) no terceiro dia do ciclo menstrual®.

Kwee et al. afirmaram ser o EFORT o melhor preditor do
ndmero de odcitos aspirados apds estimulagdo em RA, enquanto
o TECC em nada se mostrou superior aos valores hormonais
basais*. Num estudo posterior, 0 mesmo grupo encontrou area
sob a curva de 0,86 para predi¢ao de ma resposta®. Dessa forma,
¢ provavel que o EFORT melhore a predigao da resposta ovaria-
na quando comparado aos marcadores basais’. Entretanto, seu
emprego rotineiro também vai de encontro aos elevados custos e
aos efeitos adversos potenciais de uma estimulagao exdgena sem
relacdo direta com tentativa real de se obter uma gestagao, o que
coloca o teste como opgdo para casos individualizados, em que

se pesem os riscos estimados de hiperestimulago.

Consideracoes finais

A busca por prever a reserva funcional da génada femini-
na e, assim, sua resposta a estimulagdo gonadotréfica exdgena
em ciclos de RA permitiria planejamento de protocolos indivi-
dualizados, reducdo de encargos psicolégicos e financeiros, e
de efeitos colaterais potenciais do estimulo ovariano assistido.
Infelizmente, as controvérsias encontradas na literatura nao per-
mitem ainda determinar um marcador isolado ou uma combina-
¢do de marcadores contundentemente capaz de identificar mu-
lheres potencialmente mas respondedoras, até o porque nao se
encontra disponivel critério exclusivo para tal caracterizagao.

O AMH tem ganhado espaco na literatura especializada e
assumido a perspectiva de apontar a reserva funcional ovaria-
na, ndo apenas em sua quantidade, mas também em qualidade.
Ainda que os indicios estejam se tornando progressivamente
maiores, principalmente a sua correlagdo com a resposta folicular
e o numero de odcitos obtidos em ciclos de reprodugao assistida,
¢ cedo para conclusdes em definitivo e ainda ha lacunas do co-
nhecimento a serem preenchidas.

Sendo assim, por ndo determos indicadores para mulheres
cujas chances de gestagdo sejam tao proximas de zero que nao se
justifique submeté-las a tratamento, até mesmo a inclusdo direta
em programa de alta complexidade pode ser estratégia adequa-
da para averiguagdo do aparelho funcional ovariano. Devemos,
entretanto, ressaltar que embora os resultados na literatura sejam
ainda incipientes, a contribuigdo tacita relega aos marcadores de
reserva ovariana atualmente disponiveis a funcdo de subsidiar
o aconselhamento inicial, fundamental na abordagem do casal

subfértil candidato a reproducao assistida.
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A terapia hormonal como causa de
sangramento uterino apos a menopausa:

avaliacao histeroscopica de 469 casos

Hormonal replacement therapy as cause of abnormal uterine bleeding
in postmenopausal women: hysteroscopy evaluation of 469 cases
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Resumo

Objetivo: avaliar por meio de histeroscopia e bidpsia dirigida a influéncia do uso da terapia de reposicao hormonal (TRH) sobre o0 endométrio
de mulheres menopausadas com sangramento uterino. Material e métodos: Foram estudadas 469 pacientes com sangramento uterino na pos-
menopausa e submetidas a histeroscopia no Setor de Histeroscopia da Faculdade de Medicina do ABC (FMABC). As pacientes foram divididas em
grupos: Grupo I, mulheres que faziam uso de TRH ap6s a menopausa ha mais de seis meses (n=174) e Grupo I, mulheres que nunca fizeram TRH
(n=295). Para analise estatistica utilizou-se o teste y2. Resultados: os achados histeroscopicos mais frequententemente encontrados foram polipo
endometrial e endométrio atrofico tanto no Grupo | como no Grupo Il. Nao houve diferenca significativa nos achados malignos, benignos e negativos
nos dois grupos estudados. Conclusdes: A TRH nao influenciou os achados histeroscopicos e de bidpsia de endométrio em mulheres apés a
menopausa.

Unitermos: Histeroscopia; Terapia de reposicdo hormonal; Endométrio.

Abstract

Purpose: to evaluate by hysteroscopy the role of hormonal replacement therapy (HRT) on the endometrial findings in women with postmenopausal
bleeding. Material and methods: a sample of 469 patients with postmenopausal bleeding who underwent hysteroscopy procedure at Hysteroscopy
Section of Faculdade de Medicina do ABC (FMABC). The patients were divided in groups: Group |, the ones with hormonal replacement therapy (HRT)
(n=174) and Group II, the ones without it (1=295). For statistical analysis, the test of y?was used. Results: hysteroscopy revealed in both groups the
same diagnosis: endometrial polyps and endometrial atrophy. No differences were observed in the comparison of results found on the Groups |
and Il for incidence of malignant, benign pathology and even for the endometrium without abnormality. Conclusions: The HRT did not influence the
endometrium hysteroscopic and biopsies findings in postmenopausal women.

Uniterms: Hysteroscopy; Hormonal replacement therapy; Endometrium.
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Introducao

No PBrasil a expectativa de vida em 2003 atingiu 66,7 anos
para homens e 74,2 anos para mulheres’. Alguns dos principais
problemas que surgem com o envelhecimento sdo as alteragdes
morfofuncionais do endométrio e sua principal consequéncia,
o sangramento uterino anormal (SUA). Aproximadamente 70%
das consultas ginecolégicas de mulheres no periodo peri- e pés-
menopausa ocorrem por SUA?, o que demonstra a importancia
da boa anamnese, exame fisico cuidadoso e prudéncia em soli-
citar a propedéutica armada a fim de evitar exames desnecessa-
rios. A terapia hormonal no climatério aumenta, teoricamente, a
possibilidade de sangramento, principalmente pela capacidade
proliferativa do estrogénio®.

A atrofia endometrial que ocorre na menopausa tem como
consequéncia um eco endometrial menor que 4 mm de espes-
sura e um endométrio composto por vasos sanguineos escle-
réticos e glandulas®e é a causa mais comum de sangramento
na pés-menopausa. Dados de ultrassonografias alteradas sdo
as mais frequentes indicagdes de histeroscopia, especialmen-
te quando os achados envolvem espessamentos endometriais.
Admite-se que a espessura do eco endometrial deve estar entre
4 e 7 mm, mas pode ser considerado dentro da normalidade
uma espessura de 8 a 10 mm se a paciente estiver em uso de
terapia hormonal®'.

A curetagem, que por muito tempo representou o método de
escolha para diagnostico de afecgdes endometriais, foi substitu-
ida com vantagem pela histeroscopia com bidpsia, visto que en-
quanto a curetagem permite apenas coleta as cegas de material, a
histeroscopia o faz sob visualizacao direta da cavidade endome-
trial, método considerado padrao-ouro para essa avaliagdo'®6. A
efetividade diagndstica da histeroscopia tem sido comprovada
uniformemente por diversos autores, atingindo especificidade de
95,5 a 100% e sensibilidade acima de 78%'*

O teste de rastreamento para alteragdes do endométrio
mais utilizado na pratica diaria é a ultrassonografia transvaginal
(USGTV), que permite a investigagdo da espessura endometrial.
Admite-se que alteracdes endometriais diagnosticadas por ul-
trassonografia devam ser sempre confirmadas e a histeroscopia
¢ o exame de escolha para avaliar essa alteracdo'®. A terapia hor-
monal no climatério propicia a proliferacdo do endométrio e o
sangramento uterino é um sinal de alerta para investigacao, pois
pode estar agregado a alteragdes anatomicas, miomas uterinos,
polipos endometriais, espessamentos endometriais e mesmo
cancer de endométrio.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar, por
meio da histeroscopia e da bidpsia dirigida, a influéncia do uso
da TRH sobre o endométrio de mulheres menopausadas com

sangramento uterino.

Material e método

Foram estudadas 469 mulheres na pés-menopausa atendi-
das no Setor de Histeroscopia da Faculdade de Medicina do
ABC, cuja indicagdo para a realizagdo de histeroscopia foi o
sangramento uterino.

As pacientes foram divididas em dois grupos:

e Grupo I (GI): pacientes usudrias de terapia hormonal estro-
progestativa ha mais de seis meses (n=174);
e Grupo II (GII): pacientes que jamais receberam terapia hor-

monal estroprogestativa (n=295).

A histeroscopia foi feita com a paciente em posi¢ao de litoto-
mia, introduzindo-se um histeroscépio rigido de 2,9 mm de dia-
metro na cavidade uterina, sem o auxilio da pinga de Pozzi e sem
dilatagdo do canal cervical. A cavidade foi distendida insuflando-se
diéxido de carbono com um fluxo de 30 a 45 mL/minuto, man-
tendo uma pressdo de no maximo 75 mm de Hg; iluminou-se a
cavidade por meio de um cabo de fibra 6tica, uma fonte de luz de
xendnio de 300 W e uma camara acoplada a ética que transmitia,
dessa maneira, a imagem obtida para um monitor de video.

A avaliagdo uterina seguia rotina com observacdo do canal
cervical e da cavidade uterina, seguindo-se a visualizagdo o en-
dométrio e das alteragbes glandulo-vasculares, da espessura e de
possiveis irregularidades do endométrio nas paredes anterior, late-
rais e posterior, além de eventuais altera¢des anatomicas. As areas
sugestivas de alteracdo foram submetidas & bipsia com cureta de
Novak, com instrumental de Betocchi ou com ressectoscépio, de-
pendendo do tipo da alteragdo. Quando o diagnostico histerosco-
pico era de endométrio atréfico, ndo se realizava bidpsia, uma vez
que esse achado é normal em mulheres p6s-menopausa.

Os grupos foram comparados através do teste y*e o nivel de
significancia considerado foi 0,05 (0<0,05). Foram excluidas do
estudo as pacientes com menos de seis meses de TRH e aquelas
nas quais o exame ndo foi realizado por dificuldades técnicas, tais
como a estenose cervical, sinéquias, perfuragao uterina e dor.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Faculdade de Medicina do ABC.

Resultados

Das 469 pacientes submetidas & histeroscopia diagnostica,
174 estavam sob a TRH ha mais de seis meses (GI) e 295 nunca
a haviam utilizado (GII).

Os achados histeroscépicos mais frequentes foram os mes-
mos nos dois grupos: pélipo endometrial e endométrio atréfico.
O pdlipo endometrial foi encontrado em 29,3% (51/174) das
pacientes do Grupo I e em 34,9%(103/295) das pacientes do

Grupo II (p=0,2118). O endométrio atréfico foi encontrado em
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26,4% (46/174) das pacientes do Grupo I e em 29,2% (86/295)
das pacientes do Grupo 1L

Em 60 pacientes do Grupo I e em 20 do Grupo 11, a bidpsia
de endométrio ndo foi realizada ou por conta do achado de
atrofia endometrial ou por material insuficiente para confirma-
¢do diagnostica, totalizando 389 bidpsias: 114 do Grupo L e 275
do Grupo IL.

Os achados benignos foram encontrados em 56,2% (64/114)
pacientes do Grupo I e em 49,5% (136/275) do Grupo II

(p=0,2298). Os achados pré-malignos e malignos estavam pre-

sentes em 7% (8/114) do Grupo I e em 5,1% (14/275) do Grupo
II (p=0,4540) (Tabelas 1 e 2).

Discussao

O sangramento uterino ap6s a menopausa é um sinal de aler-
ta e indica a necessidade de investigagdo das doengas do trato
genital?*?!, como neoplasias. O exame ginecoldgico ndo permite
o diagnéstico adequado, exceto nos casos de sangramentos de

origem cérvico-vaginal. O ultrassom transvaginal é o exame que

Tabela 1 — Achados histeroscopicos e resultados anatomo-patoldgicos no Gl

Diagndstico histeroscépico n Anatomo-patolégico concordante n Anatomo-patolégico discordante n
Polipo de endométrio 51 Polipo de endométrio 45 Endométrio sem atipia 4
Hiperplasia simples de endométrio 2
Endomeétrio atrofico 46 Nao realizado 46 —
Mioma submucoso 13 Leiomioma 1 Polipo de endométrio 1
Hiperplasia simples de endométrio 1
Espessamento focal do endométrio 17 Hiperplasia simples de endométrio 1 Endométrio sem atipia 3
Polipo de endométrio 1 Endométrio atréfico 4
Endometrite aguda 1
Indefinida (suspeita) 4 Adenocarcinoma endometridide 3 —
Hiperplasia atipica do endométrio 1
Neoplasia do endométrio 7 Adenocarcinoma endometrioide 4 Endométrio sem atipia 2
(formacéao vegetante)
Endomeétrio normal 36 Endométrio sem atipia 29 Hiperplasia simples de endométrio 1
Total 174 140 34
Tabela 2 — Achados histeroscopicos e resultados anatomo-patolégicos no Gli
Diagndstico histeroscopico n Anatomo-patolégico concordante n Anatomo-patolégico discordante n
Pdlipo de endométrio 103 Polipo de endométrio 93 Hiperplasia simples 3
Leiomioma 4
Neoplasia moderadamente diferenciada 2
Adenocarcinoma moderadamente 1
diferenciado
Endomeétrio atrofico 86 Nao Realizado 86 —
Mioma submucoso 17 Leiomioma 14 Polipo de endométrio 3
Espessamento focal do endométrio 32 Hiperplasia simples 12 Endométrio sem atipia 2
Polipo de endométrio 2 Endométrio atréfico 2
Adenocarcinoma endometridide 2
Indefinida (suspeita) 11 Adenocarcinoma endometridide 3 Endométrio sem atipias 5
Carcinoma espinocelular 2
Hiperplasia atipica de endométrio 1
Neoplasia de endométrio 7 Carcinoma espinocelular 2 —_—
(formacéo vegetante) Polipo de endomeétrio 2
Adenocarcinoma endometrioide 1
Endométrio normal 39 Endométrio sem atipia 31 Hiperplasia simples 2
Polipo de endométrio 1
Total 295 251 44
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define a necessidade ou ndo de complementagdo terapéutica.
Porém, apesar de sua alta sensibilidade, possui baixa especifi-
cidade, além de depender da qualidade do aparelho e da expe-
riéncia do examinador. Atualmente, a histeroscopia é a técnica
mais precisa para a investigacao da cavidade endometrial’®, pois,
embora seja uma técnica invasiva, gragas a reducdo do calibre
dos histeroscépios, provoca pouco ou nenhum desconforto
a paciente, tendo a vantagem de ser um exame ambulatorial e
que ndo requer anestesia. Além disso, as complicages durante o
exame, como estimulagdo vagal ou perfuragio uterina, sdo raras
desde que realizado por um profissional habilitado.

A terapia hormonal no climatério tem sido responsabilizada
pela proliferacdo endometrial e, consequentemente, por neopla-
sias do endomeétrio. Nagele etal.”? observaram que as pacientes em
TRH apresentaram maior indice de alteragdes endometriais devido
ao estimulo hormonal no endométrio. No entanto, Perrone et al.”
observaram que as alteragbes endometriais foram mais frequentes
nas pacientes que ndo utilizavam TRH, colocando em duvida se
a utilizacdo de horménios na pds-menopausa €, por si s6, capaz
de causar doencas benignas intrauterinas, como os pdlipos e os
miomas, ou se a TRH produz sangramento uterino anormal.

No presente estudo, os achados histeroscépicos e anatomo-
patoldgicos nao apresentaram diferenga significativa nos Grupos [
e Il tanto para os achados malignos quanto para os benignos. O
endométrio atréfico foi encontrado em 28,7% das pacientes do
Grupo I e em 29,5% do Grupo II; como possiveis causas do san-
gramento anormal, é possivel citar congestao vascular passiva,
causada por algum grau de prolapso uterino, endometrite croni-
ca ou degeneragao esclerética dos vasos do endométrio?.

Apbs a menopausa, o surgimento de pélipos endometriais
ndo esta associado a altos niveis de estrégenos, pois o endomé-
trio adjacente é atréfico. Os receptores de estrogenos e progeste-
rona estao presentes em quantidade maior no epitélio glandular
dos pélipos do que no endométrio adjacente, o que ndo ocorre
da mesma maneira em seu estroma, no qual existe menor quan-
tidade de receptores da progesterona, sugerindo que esses re-
ceptores representam um importante papel na fisiopatologia dos
pélipos endometriais na pés-menopausa®.

Além da hiperplasia simples, que é em esséncia parte do epi-

télio glandular de muitos pdlipos endometriais, eles raramente
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Inseminacao intrauterina: uma alternativa

realista em reproducao assistida
Intrauterine insemination: a realistic alternative in assisted reproduction
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Resumo

Objetivo: o0 proposito deste estudo é determinar se a probabilidade de gravidez aumenta com a utilizacao da inseminacao intrauterina associada
a hiperestimulacé@o ovariana controlada. Material e Métodos: este estudo prospectivo incluiu 51 mulheres submetidas a 64 ciclos de inseminacao
intraovariana. Trés protocolos de estimulacdo ovariana foram utilizados: citrato de clomifeno mais gonadotrofina menopausal humana, gonadotrofina
menopausal humana ou hormbnio recombinante foliculo estimulante isolados. As pacientes foram monitoradas por meio de ultrassonografia
transvaginal e determinacdes séricas dos niveis de hormonio luteinizante e hormonio foliculo estimulante. Foram, ainda, separadas por idade em
dois grupos: Grupo 1 (<35 anos) e Grupo 2 (>35 anos). Resultados: observou-se uma taxa de 18,7% de gravidez por ciclo e de 23,5% de gravidez
por paciente. As taxas de gravidez foram trés vezes maiores no Grupo 1 em comparacao ao Grupo 2 (24,3 e 8,7%, respectivamente). Nao foram
observadas diferencas em relagdo aos pardmetros de hormonio foliculo estimulante, espessura do endométrio, niumero de foliculos >16 mm,
concentracao espermatica, total de espermatozoides maéveis e taxa de gravidez nos diferentes protocolos de estimulacao ovariana. Conclusoes: 0s
achados do presente estudo ddo suporte a utilizagdo da inseminacao intrauterina no tratamento para casais inférteis.

Unitermos: Infertilidade; Inseminacao; Estimulacao ovariana.

Abstract

Objective: the purpose of this study was to determine whether pregnancy outcomes are improved by intrauterine insemination combined with
controlled ovarian hyperstimulation. Material and methods: this prospective study included 51 women who underwent 64 cycles of intrauterine
insemination. Three ovarian stimulation protocols were applied: clomiphene citrate plus human menopausal gonadotropin, human menopausal
gonadotropin or recombinant follicle stimulating hormone. Patients were monitored by transvaginal ultrasonography and serum luteinising hormone
and follicle stimulating hormone levels. The patients were divided by age into two groups: Group 1 (<35 years) and Group 2 (>35 years). Results: we
observed 18.7% of pregnancy per cycle and 23.5% of pregnancy per woman. Pregnancy rates were three times higher in Group 1 in comparison
to Grupo 2 (24.3 and 8.7%, respectively). No differences were observed among the protocols in terms of follicle stimulating hormone parameters,
endometrial size, number of ovarian follicles >16mm, sperm concentration, number of motile spermatozoa and pregnancy rates. Conclusions: The
findings of this study support the use of intrauterine insemination as treatment for infertile couples.

Uniterms: Infertility; Insemination; Ovarian induction.
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Introducao

A infertilidade sem causa aparente é um diagnéstico co-
mum em 30% dos casais inférteis e é estabelecido quando
as investiga¢Oes clinicas (andlise seminal, analise tubaria e
verificacdo da ovulacdo) ndo detectam anormalidades'. O
prognostico é pior quando a duragdo da infertilidade excede
trés anos ou quando a idade da mulher é superior a 35 anos®.
Quando ndo se obtém sucesso com o tratamento convencio-
nal desses casais, a escolha seguinte recai em tecnologias mais
sofisticadas em reproducdo assistida, como a inseminacio
intrauterina®.

A inseminagdo intrauterina (IUI) é frequentemente usada na
abordagem de casais inférteis ndo s6 para o tratamento da in-
fertilidade sem causa aparente, mas também para varias outras
causas de infertilidade, incluindo fator cervical, disfuncao ovu-
latéria, endometriose, causas imunoldgicas e fator masculino®.
Além disso, é também usada como tratamento para problemas
ejaculatérios e coitais’.

Isoladamente, a IUI pode elevar potencialmente a taxa de
gravidez por auxiliar o espermatozoide a ultrapassar a barreira
cervical. Os dados da literatura mostram, entretanto, que a taxa
de gravidez é maior quando a IUI estd associada a protocolos
de estimulacdo ovarianal®’. Tais protocolos incluem antiestro-
génios (como o citrato de clomifeno) e gonadotrofinas com e
sem GnRH agonistas/antagonistas, o que resulta em um nimero
maior de évulos que podem ser fecundados e consequente ele-
vacdo nas taxas de gravidez!®.

Embora o citrato de clomifeno seja barato e requeira pou-
co monitoramento clinico, ha relatos de que a droga aumenta
em 10% o risco de gravidez multipla® além de ter sido descrito
um risco potencial para o cancer ovariano®’. As gonadotrofinas
podem causar hiperestimula¢do ovariana e gravidez multipla.
Assim, a utilizacao de estimulacio ovariana deve levar em conta
os riscos e beneficios pretendidos!®!!.

Pelo fato de ser uma técnica mais simples, de menor custo
e menos invasiva que outras técnicas de reprodugdo assistida, a
IUI é considerada uma etapa intermedidria, de baixa para mo-
derada, complexidade antes da aplicagdo de tecnologias mais
sofisticadas em reproducdo assistida, como a fertilizagao i vitro
(FIV) com ou sem a injecdo intracitoplasmatica de espermato-
zoides (ICST)*'2.

A taxa de sucesso da IUI permanece controversa e depen-
de de varios fatores; no entanto, de 10 a 20% de gravidez clini-
ca por ciclo é uma margem aceitavel para todas as etiologias®.
Combinada a estimulacio ovariana no tratamento da infertilida-
de sem causa aparente, a IUI pode ter taxa cumulativa de gravi-
dez aproximada a obtida pela FIV!4%® que varia entre 13 e 28%

por ciclo’® com um custo quatro vezes menor®.

A proposta deste artigo é avaliar a eficicia da inseminacdo
intrauterina com estimulagdo ovariana na produgado de gravidez

em casais inférteis.

Material e métodos

Estudo retrospectivo, comparativo, realizado entre julho de
2007 e abril de 2008, no qual foram analisados sessenta e qua-
tro ciclos de inseminacao intrauterina na Conceber — Clinica de
Medicina Reprodutiva, em Curitiba, Parand. Antes do tratamen-
to, cada casal foi submetido a uma investigagao de infertilidade
que inclufa andlise seminal bésica, avaliagdo da ovulagdo, histe-
rossalpingografia e ultrassonografia transvaginal.

As pacientes foram divididas em dois grupos: Grupo 1 (<35
anos) e Grupo 2 (>35 anos).

Trés protocolos de estimulagdo foram utilizados: citrato de
clomifeno (Clomid, Medley) + hMG (Merional, Meizler), hMG
ou rFSH (Gonal, Serono) isolado. A monitoracio ovariana foi
conduzida por meio de ultrassonografia transvaginal e determi-
nagdes séricas de estradiol e LH. Em todas as pacientes, uma
resposta aceitavel seria pelo menos um foliculo 216 mm (dia-
metro médio).

As pacientes eram inseminadas entre 34 e 40 horas apds
a administragdo do hCG (Choriomon 5000UI, Meizler) com
0,5 mL de sémen preparado, depositado no fundo uterino por
meio de um cateter de CCD (12040 AM) acoplado a uma se-
ringa de 1 mL.

O suporte da fase lutea foi realizado com progesterona vagi-
nal 300 mg/dia (Utrogestan, Farmoquimica), com administragdo
iniciada trés dias apds a inseminagdo. A gravidez foi diagnostica-
da com B-hCG e confirmada pela presenca de saco gestacional
tépico com embrido apresentado batimento cardiaco em ultras-

sonografia, realizada 28 dias apés a inseminagao.

Preparo seminal

A coleta seminal foi realizada por masturbagdo em frasco es-
téril. Depois foi liquefeita em até uma hora apés a coleta e, entao,
avaliada e preparada para a inseminagdo. A qualidade seminal foi
avaliada a fresco e p6s-preparo.

O preparo do sémen foi feito realizando lavado ou gradiente
descontinuo de densidade (Isolate, Irvine). Para as amostras com
presenca superior a 1x10%mL de células redondas, realizava-se
gradiente de densidade.

Para as amostras com valores inferiores a 1x10%/mL de células
redondas, a técnica de sperm wash foi aplicada em quantidades
iguais de meio de cultura tamponado e sémen em um tubo coni-
co para centrifuga de 15 mL (Corning). Esse material foi centrifu-

gado a 1600 rpm durante dez minutos.
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Apbs a centrifugacdo, retirou-se o sobrenadante com uma pi-
peta pasteur e o sedimento, ressuspendido com 0,5 mL de meio
tamponado (G-Mops Plus, Vitrolife).

Ja as amostras com presenca superior a 1x10%mL de células
redondas foram submetidas ao gradiente de densidade (Isolate,
Irvine), feito em tubo conico para centrifuga de 15 mL (Corning).
As camadas de Isolate eram relativas ao volume de amostra e sua
concentragdo, feitas lentamente para que nio se misturassem e,
preservando uma interface estavel entre as duas camadas, iniciava-
se pelo Lower Layer, depois o Upper Layer e, por ultimo, o sémen.

A primeira centrifugacao foi realizada com 20 minutos a 1600
rpm, retirando-se o sobrenadante, ressuspendendo o sedimento
com 1 mL de meio de cultura tamponado e aplicando-se a técni-

ca de sperm wash descrita anteriormente.

Analise estatistica

Foram utilizados os testes ndo-paramétrico, ndo-pareado, bicau-
dal (Teste de Mann-Whitney) ou y* quando apropriado, com o au-
xilio do software GraphPad InStat, versao 3.0 (GraphPad Software
Inc., San Diego, EUA) para que se comparassem as variaveis estu-
dadas. Os dados sdo apresentados como média * erro padrdo. Foi

estabelecido como nivel de significancia estatistica p<0,05.

Resultados

Cinquenta e uma pacientes foram submetidas a 64 ciclos de
IUL A taxa global de gravidez por ciclo foi 18,7 e 23,5% por
paciente. A distribuicdo dos protocolos de estimulagdo ovariana
foram os seguintes: citrato de clomifeno (CC) + gonadotrofina
menopausal humana (hMG), utilizado em 17 ciclos; hMG isola-
da em 22 ciclos; e hormonio recombinante foliculo estimulante
(rESH), utilizado isoladamente em 25 ciclos.

As pacientes do estudo foram divididas por faixa etaria em
dois grupos: Grupo 1 (<35 anos) e Grupo 2 (>35 anos). Verificou-
se que a taxa de gravidez foi quase trés vezes maior no Grupo
1 em comparagdo ao Grupo 2 (24,3 e 8,7%, respectivamente),
como pode ser observado na Tabela 1.

ATabela 2 compara os achados em relagdo aos ciclos com ou
sem obtencao de gravidez, onde ndo foram observadas diferen-
cas em relagdo aos parametros de FSH, espessura do endométrio,
numero de foliculos >16mm, concentragdo espermatica, total de
espermatozoides moveis e taxa de gravidez nos diferentes proto-

colos de estimulagio ovariana utilizados.

Discussao

A inseminacdo intrauterina cria atalhos em algumas barreiras

do trato genital feminino para o transporte espermatico, com o

intuito de colocar maior quantidade de espermatozoides préxi-
mos ao local da fertilizagdo, o que poderia aumentar a chance
de gravidez.

Na IUI, o sémen é preparado para inseminagdo com a retira-
da de alguns componentes seminais indesejados, o que, embora
seja desconfortavel e cause dor a paciente, pode recuperar o ma-
ximo possivel de espermatozoides com boa qualidade existente.
Outro beneficio adicional seria que a preparagao dos espermato-
zoides para a IU] inicia a capacitagdo espermatica, como indica-
do pela hiperativagdo observada ap6s essa preparagio’.

Embora a IUI seja um tratamento menos invasivo e de menor
custo, sua eficacia permanece controversa. Alguns autores a con-
sideram uma modalidade de tratamento muito Gtil e com boa re-
lagao custo-efetividade para algumas etiologias de infertilidade®?,
enquanto outros consideram que os resultados obtidos nao dife-
rem daqueles alcancados sem tratamento!#1810,

Alguns estudos associam uma maior eficacia da IUI quando
associada a protocolos de hiperestimulagdo ovariana'®'?, embora
em casais com etiologia de infertilidade ligada ao fator masculi-
no, a taxa de gravidez por ciclo permaneca baixa e aparentemente
nao afetada pela utilizagdo da estimulagdo ovariana®. Entretanto,
uma revisdo recente atestou que grande parte dos estudos ndo
encontrou diferengas em relagdo a obtengio de gravidez com a

utilizacdo da IUI ou IUI associada a protocolos de estimulagao®.

Tabela 1 - Distribuicao por faixa etaria dos resultados obtidos em
pacientes submetidas a inseminacéo intrauterina com a utilizacao de
diferentes protocolos de estimulacdo ovariana

<35anos >35anos

Resultados (n=41) (n=23)

|dade 31,5+0,3  40,2+0,7 <0,05
FSH (mUl/mL) 6,7+0,8 9,5+1,7 NS
Endomeétrio (mm) 8,5+0,3 8,1+0,3 NS
Foliculos >16 mm 1,8+0,1 2,0£0,2 NS
Concentracao espermatica (x10¢/mL) 41,4+4,4  34,5+5,6 NS
Total de espermatozoides moéveis (x109)  15,8+1,6  12,2+2,0 NS

Taxa de gravidez (%) 24,3 8,7 NS

NS: ndo significativo

Tabela 2 - Resultados quanto & obtencéo da gravidez nas pacientes
submetidas a inseminacéo intrauterina com diferentes protocolos em
relacdo aos diversos parametros estudados

Resultados ?;i\qgf Né&ifg)ida

Idade 34,1£1,0 34,8+0,7 NS
FSH (mUl/mL) 5,7£0,9 9,0+1,2 NS
Endomeétrio (mm) 8,6+0,3 8,3+0,2 NS
Foliculos >16 mm 1,9+0,3 1,9£0,1 NS
Concentra¢do espermatica (x10¢/mL) 40,0100  38,7+3,7 NS
Total de espermatozoides méveis (x109) ~ 15,1+3,5 14,4+1,4 NS

NS: néo significativo
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Alguns autores apontam, ainda, que a utilizagdo daIUI associa-
da a protocolos de estimulagdo ovariana pode aumentar o risco de
gravidez multipla, aborto, gravidez ectdpica e cancer ovariano®®0.
Entretanto, nenhuma dessas intercorréncias foi observada neste
estudo, além de nao terem sido encontradas diferengas na taxa de
gravidez em relacdo aos diferentes protocolos utilizados.

A literatura aponta uma grande diversidade na taxa de ob-
tencao de gravidez com a utilizagdo do método que varia de 5 a
70%*1°. No entanto, uma taxa entre 10 e 20% é considerada acei-
tavel™®. No presente estudo, essa taxa variou entre 15,8 e 28%, o
que esta de acordo com a literatura citada.

Na IUI com ou sem hiperestimulagdo ovariana, o prognosti-
co de obtencdo de gravidez é mais reservado quando a mulher
tem idade superior a 35 anos®. Essa informagdo coincide com os
resultados deste estudo que mostrou taxas de gravidez trés vezes

maiores nas mulheres com menos de 35 anos.

Referéncias bibliograficas

conclusoes

A utilizagdo da IUI com ou sem hiperestimula¢do ovaria-
na para a obtencdo da gravidez, embora de menor custo em
relagdo a outros métodos utilizados na reproducdo assistida,
permanece controverso. A revisdo da literatura mostra que a
maioria dos estudos possui amostras pequenas e falham na
abordagem dos fatores intervenientes na infertilidade, como a
idade da mulher, a duragdo da infertilidade ou a existéncia de
gravidez prévia.

De modo geral, os resultados obtidos neste estudo indi-
cam que a inseminagdo intrauterina combinada a hiperestimu-
lagdo ovariana ndo deve ser excluida como tratamento para
infertilidade. Entretanto, sdo necessarios estudos multicéntri-
cos e com amostras maiores para que se dé suporte definitivo

ao método.

1. Bhattacharya S, Harrild K, Mollison J, Wordsworth S, Tay C, Harrold
A, et al. Clomifene citrate or unstimulated intrauterine insemination
compared with expectant management for unexplained infertility:
pragmatic randomised controlled trial. Br Med J. 2008;337:a716.

2. Collins JA, Burrows EA, Wilan AR. The prognosis for live birth among
untreated infertile couples. Fertil Steril.1995;64(1):22-8.

3. Collins J. Stimulated intra-uterine insemination is not a natural
choice for the treatment of unexplained subfertility. Current best
evidence for the advanced treatment of unexplained subfertility.
Hum Reprod. 2003;18(5):907-12.

4. Bensdorp AJ, Cohlen BJ, Heineman MJ, Vandekerckhove P Intra-
uterine insemination for male subfertility. Cochrane Database Syst
Rev. 2007;(3):CD000360.

5. Duran HE, Morshedi, M, Kruger T, Oehninger S. Intrauterine
insemination: a systematic review on determinants of success.
Hum Reprod Update. 2002;8(4):373-84.

6. Cantineau AEP, Cohlen BJ, Heineman MJ. Ovarian stimulation
protocols (anti-oestrogens, gonadotrophins with and without GnRH
agonists/antagonists) for intrauterine insemination (IUl) in women
with subfertility. Cochrane Database Syst Rev. 2007;(2):CD005356

7. Cantineau AEP Heineman MJ, Cohlen BJ. Single versus double
intrauterine insemination (IUl) in stimulated cycles for subfertile
couples. Cochrane Database Syst Rev. 2003;(1):CD003854.

8. Hughes E, Brown J, Collins J, Vandekerckhove P. Clomiphene citrate
for unexplained subfertility in women. Cochrane Database Syst
Rev. 1995;(2): CDO00057.

9. RCOG - Royal College of Obstetricians and Gynaecologists. The
management of infertility in secondary care: evidence-based
guidelines, n. 3. London: RCOG; 1998.

10. Steures P, van der Steeg JW, Hompes PG, Bossuyt PM, van der Veen
F Habbema ID, et al. Intra-uterine insemination with controlled
ovarian hyperstimulation compared to an expectant managementin
coupleswith unexplained subfertility and an intermediate prognosis:
a randomised study. Ned Tijdschr Geneeskd. 2008;152:1525-31.

11. NICE - National Institute for Clinical Excellence. Fertility: assessment
and treatment for people with fertility problems. London: NICE; 2004.

12. Oehninger S. Place of intracytoplasmic sperm injection in
management of male infertility. Lancet. 2001;357(9274):2068-9.

13. Ombelet W, Puttemans P. Bosmans E. Intrauterine insemination: a
first-step procedure in the algorithm of male subfertility treatment.
Hum Reprod. 1995;10(Suppl 1):90-102.

14. Goverde AJ, McDonnell J, Vermeiden JP, Schats R, Rutten FF,
Schoemaker J. Intrauterine insemination or in-vitro fertilisation in
idiopathic subfertility and male subfertility: a randomised trial and
cost-effectiveness analysis. Lancet 2000;355(9197):13-8.

15. Hughes EG.The effectiveness of ovulation induction and intrauterine
insemination in the treatment of persistent infertility: a meta-
analysis. Hum Reprod. 1997,12(9):1865-72.

16. Pandian Z, Bhattacharya S, Nikolaou D, Vale L, Templeton A. In vitro
fertilisation for unexplained subfertility. Cochrane Database Syst
Rev. 2002;(2):CD003357.

17. Moohan JM, Lindsay KS. Spermatozoa selected by a discontinuous
Percoll density gradient exhibit better motion characteristics, more
hyperactivation, and longer survival than direct swim-up. Fertil
Steril. 1995,64(1):160-5.

18. Steures P, van der Steeg JW, Hompes PG. Collaborative effort on
the clinical evaluation in reproductive medicine. Intrauterine
insemination with controlled ovarian hyperstimulation versus

Reprod Clim. 2009; 24(1):18-22




Schuffner et al

expectant management for couples with unexplained infertility. gonadotropin treatment: a prospective, randomized, crossover
Lancet. 2006;368(9531):216-21. study during intrauterine insemination cycles. Fertil Steril.
1994.61(2):314-8.
19. Practice Committee of the American Society for Reproductive
Medicine. Effectiveness and treatment for unexplained infertility.
Fertil Steril. 2006;86(5 Suppl):S111-4.

20. Arici A, Byrd W, Bradshaw K, Kutteh WH, Marshburn P, Carr Recebido em: 08/10/2008
BR. Evaluation of clomiphene citrate and human chorionic Aprovado para publicacdo: 18/02/2009

Reprod Clim. 2009; 24(1):18-22




Acao do estrogénio na resisténcia vascular
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Resumo

Objetivo: este trabalho objetivou analisar a resisténcia vascular das artérias centrais da retina por meio do indice de pulsatilidade, medido pela
doplerfluxometria, em mulheres saudaveis na pods-menopausa, antes e apds estrogenioterapia. Material e métodos: Foi realizado um estudo
prospectivo, randomizado, triplo-cego, placebo controlado, que analisou 55 mulheres saudaveis na pds-menopausa. Participaram 51 mulheres
menopausadas (FSH>40 UI/L) com idade média de 53,6+4,8 anos. As participantes foram aleatoriamente divididas em dois grupos: Placebo, n=23,
e Estrogénio (estrogeno conjugado equino 0,625 mg), n=28. Realizou-se ultrassonografia ocular com Doppler colorido pela técnica usual antes e 30
dias apos o inicio do uso dos medicamentos. Ambos 0s olhos foram insonados em posicao assentada e deitada, com trés ondas analisadas para cada
pardmetro. Foi utilizado o teste t de Student para amostras nao-pareadas e pareadas. Resultados: Nao foi identificada diferenca significativa entre
0s indices obtidos em ambos 0s olhos, sendo utilizada a média dos valores para 0s calculos estatisticos. O indice de pulsatilidade da artéria central
da retina diminuiu significativamente no grupo que recebeu estrogénio, sendo detectavel ao exame em posicao assentada. Em posicao deitada,
0s valores pré- e pos-tratamento foram basicamente 0s mesmos em ambos 0s grupos. Conclusdes: o estrogénio diminui a resisténcia vascular na
artéria central da retina em mulheres na pds-menopausa, provavelmente por acao vasodilatadora.

Unitermos: Estrogénio; Resisténcia vascular; Artéria retiniana.

Abstract

Objective: the purpose of this study was to analyse the effects of estrogen replacement therapy on the vascular resistance of the central retinal
artery by means of Doppler color flow analysis. Material and methods: we performed a prospective, randomized, triple-blinded placebo controlled
study. A total of 55 healthy post-menopausal women were analysed. Fifty-one post-menopausal women (FSH >40 UI/L), with a mean (+SD) age of
53.6+4.8 years were studied. The participants were randomly divided into two groups: Placebo (n=23) and Estrogen (0,625 mg conjugated estrogen,
n=28). Orbital color flow Doppler ultrasonography was performed before and 30 days after the participants had started using the medicines. Both
eyes were examined in two different positions: supine and seated. Three waveforms were analyzed and the mean value was considered for each
parameter. The pulsatility index of the central retinal arteries were similar in both eyes and, therefore, the mean value was used. The unpaired and
paired t-Student tests were used for statistical analysis. All the results were significant when p<0,05. Results: the pulsatility index of the central
retinal arteries showed a significant decrease in the Estrogen Group, associated with the seated position. In the supine position the values pre- and
post-treatment were basically the same in both groups. Conclusion: estrogen therapy reduces vascular resistance of the central retinal artery in
post-menopausal women, probably because of a vasodilatatory action.

Uniterms: Estrogen; Vascular resistance; Retinal artery.
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Introducao

Dentre os efeitos estrogénicos sistémicos conhecidos, os vas-
culares sdo, provavelmente, os mais continuamente estudados,
podendo ser destacada a sua agdo no ténus vasomotor e a produ-
¢ao de substancias vasoativas pelas células vasculares. A presenga
de receptores para estrogénios nas culturas de células endoteliais
demonstra que eles desempenham papel primordial no controle
da circulagdo regional'. O efeito vasodilatador, uma das consequ-
éncias do estimulo a atividade da ciclooxigenase e da prostaciclina,
estimula o endotélio a produgao de fatores de relaxamento, princi-
palmente o ¢xido nitrico?. O éxido nitrico inibe o crescimento das
células do musculo liso e a agregacdo plaquetdria , sendo também
um importante fator de relaxamento do musculo liso. Além disso,
reverte a agao da endotelina I, que representa o principal fator de
contragao vascular, com agdo hipertensiva de longa duragao”.

Muito j4 se sabe sobre os efeitos vasculares do estrogénio
nos vasos de grande calibre, principalmente pela facilidade de
acesso aos mesmos. As artérias uterinas e ovarianas foram as pri-
meiras a ser avaliadas com o objetivo de se estudarem os efeitos
hormonais sobre a resisténcia vascular’. O uso de estrogénios
exogenos em mulheres climatéricas saudaveis determinara uma
redugdo de 50% no indice de pulsatilidade (IP) nas artérias uteri-
nas segundo estudo realizado por Bourne et al.5. A investigagao
da influéncia do estrogénio no ténus vascular da artéria carétida
interna mostrou um aumento significativo da resisténcia vascular
medida pelo calculo do IP na presenga dos niveis mais baixos
de estradiol, sugerindo que o horménio tem efeito sistémico no
compartimento arterial’. A andlise do fluxo sanguineo adrtico
apOs terapia de reposi¢do hormonal (TRH) demonstrou que os
estrogénios levaram a um aumento do volume de ejegao e da ve-
locidade do fluxo, sendo que esta Ultima provavelmente refletiu
um efeito inotrépico positivo do estrégeno e vasodilatagao®. Um
aumento significativo da resisténcia vascular, medida pelo calcu-
lo do IP na presenca dos niveis mais baixos de estradiol quando
comparados ao momento de valores de estradiol maximo, foram
observados na andlise da artéria cerebral media por Shamma et
al.”. Perregaux et al.'’ desenvolveram um estudo ultrassonografi-
co no qual compararam mulheres jovens a mulheres na p6s-me-
nopausa apos compressao da artéria braquial. A resposta vasodi-
latadora endotélio-dependente da artéria braquial foi muito mais
evidente no grupo que provavelmente apresentava niveis mais
elevados de estrogénio (mulheres jovens e pds-menopausadas
em TRH).

O foco dos estudos tem sido, nos dltimos tempos, a micro-
vascularizagdo, objetivando-se a busca de maior conhecimento
especifico. A resisténcia vascular cerebral é alvo importante para
a prevengdo de eventos inesperados, como o acidente vascular

encefalico (AVE) e déficit da funcdo cognitiva. Segundo Krejza et

al.", apés avaliagdo que correlacionou IP da carétida interna e
concentragdo de estradiol, foi possivel verificar que a resisténcia
vascular cerebral em mulheres jovens é modulada pelas concen-
tragdes de 17B estradiol durante o ciclo menstrual. Ao investi-
gar os efeitos das variagoes fisiologicas induzidas pelo estradiol
sérico na hemodindmica cerebral, Diomedi et al.'? avaliaram a
reatividade cérebro-vascular em estado de hipercapnia induzida
por meio da ultrassonografia com Doppler da artéria cerebral
meédia direita de mulheres jovens durante o periodo menstrual
e ovulatdrio. A vasoatividade arterial foi significativamente mais
elevada em mulheres no periodo ovulatério do que no periodo
menstrual, o que sugere uma interferéncia do estrogénio na ca-
pacidade de adaptacdo do sistema cérebral-vascular.

O desenvolvimento da doplerfluxometria colorida transcra-
niana e, mais recentemente, da orbital, tem permitido estudos
in vivo da velocidade do fluxo sanguineo cerebral. Exames da
artéria oftalmica, artéria e veia central da retina podem trazer in-
formagdes valiosas sobre o comportamento dos vasos cerebrais,
por serem anatomico-funcionalmente semelhantes aos tltimos.
Belfort et al.¥® compararam a resisténcia vascular na artéria re-
tiniana central e nas artérias oftalmicas de mulheres saudaveis
gravidas, ndo-gravidas e climatéricas, mostrando, no grupo das
climatéricas, uma significativa redugdo do indice de resisténcia
da artéria central da retina apds estrogenioterapia.

Exames doplerfluxométricos em pequenas e grandes artérias
retrobulbares de mulheres climatéricas com e sem estrogenio-
terapia e de mulheres jovens mostraram uma diminui¢do nos
indices de resisténcia vascular da artéria oftalmica no grupo das
mulheres em terapia estrogénica e nas jovens. Com isso, conta-
tou-se que o estrogénio na pés-menopausa parece reduzir a re-
sisténcia vascular em areas distais a artéria oftalmica, equiparan-
do-a aquela encontrada no menacme'. Viana et al."” avaliaram o
efeito das diferentes fases do ciclo menstrual sobre a resisténcia
vascular da artéria central da retina, medida por meio da dopler-
fluxometria. Os autores concluiram que a resisténcia vascular da
artéria central da retina varia de acordo com as diferentes fases
do ciclo menstrual, sendo inferior nas fases de elevados indices
estrogénicos. Isso sugere que o estradiol teria efeitos benéficos
sobre a hemodinamica ocular, refletindo automaticamente na
hemodindmica cerebral.

Este estudo teve o objetivo de avaliar o efeito dos estro-
génios conjugados equinos na resisténcia vascular da artéria
central da retina em mulheres na pés-menopausa por meio de

ultrassom transorbital com doplerfluxometria.

Material e métodos

Foi realizado um estudo longitudinal, prospectivo, triplo-

cego, randomizado e placebo controlado, que contou com a
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participacdo de 55 mulheres no climatério apds lerem e assinarem
o consentimento pos-informado de pesquisa em seres humanos.
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (UEMG).

Foram incluidas no estudo mulheres saudaveis com idade
inferior a 65 anos, em menopausa ha 12 meses e FSH>40 UI/L,
ndo-usuarias de TRH nos tltimos seis meses, sem uso prévio
de medicamento com potencial efeito vascular e com indice de
massa corpérea (IMC) menor ou igual a 28. Foram excluidas do
estudo as mulheres com histérico de hipertensdo arterial sistémi-
ca (HAS), em tratamento de diabetes mellitus, histérico de neopla-
sia maligna, histérico de coronariopatia, insuficiéncia hepatica ou
renal, doengas oftalmoldgicas graves, histdrico de tromboflebite
ou disturbio tromboembdlico e de doencas vasculares.

Todas as participantes selecionadas foram submetidas a exa-
me clinico e ginecoldgico e a avaliagdo propedéutica complemen-
tar de acordo com a rotina do servigo de climatério do Hospital
das Clinicas da UFMG. As mulheres foram divididas em dois
grupos de forma aleatéria e a randomizagdo foi feita com en-
velope lacrado. As integrantes do Grupo de Estudo utilizaram
0 estrogénio equino conjugado (Premarin®, Fontoura Wyeth) na
dose de 0,625 mg/dia durante 30 dias; as integrantes do Grupo
Controle usaram placebo durante o mesmo periodo.

Ap6s a avaliagdo clinica, as participantes eram encaminhadas
para o primeiro exame de determinagio do indice de pulsatilidade
(IP) das artérias centrais da retina por meio do estudo doplerflu-
xomeétrico (exame pré-tratamento). Nesse dia, iniciava-se o uso
da medicagdo por um periodo de 30 dias; de um a trés dias antes
do uso do dltimo comprimido, as participantes eram submetidas
a uma nova avaliagdo doplerfluxométrica para determinagdo do

IP das artérias centrais da retina (exame pos-tratamento).

Estudo doplerfluxométrico

Todos os exames foram realizados no mesmo horario, isto
¢, 8 e 10 horas da manh3, para evitar que os efeitos do ritmo cir-
cadiano pudessem interferir como viés no resultado. Os exames
foram realizados com a participante na posi¢ao assentada e na
posigdo deitada, nessa ordem, de forma a evitar que os possiveis
efeitos posturais pudessem interferir nos resultados. Foram inso-
nados os dois globos oculares para avaliagao de ambas as artérias
centrais da retina. O ambiente era mantido na penumbra, com
temperatura constante em torno de 20 °C.

Para a realizagdo do exame de doplerfluxometria ocular, ini-
cialmente, as pacientes ficavam assentadas confortavelmente,
com os olhos fechados. Aplicava-se uma fina camada de gel
hidrossoluvel sobre a palpebra superior, onde a sonda era po-
sicionada. Apéds a identificagdo da artéria central da retina, cal-

cularam-se os valores do IP, das velocidades minimas, maximas

e médias de cada onda, sendo cada medida obtida trés vezes
em cada artéria. Em seguida, as pacientes foram colocadas em
decubito dorsal e, apds cinco minutos de repouso, todos esses

passos foram repetidos.

Analise estatistica

A comparagao entre os IP obtidos nos dois grupos foi fei-
ta por meio do teste ¢ de Student para amostras independentes.
As comparagdes entre os 1P obtidos nos periodos pré- e pds-
tratamento e lado direito e esquerdo de um mesmo grupo foram
feitas pelo teste 1 de Student para amostras pareadas.

Todos os resultados foram considerados significativos num
nivel de significancia de 5% (p<0,05), apresentando, portanto,

pelo menos 95% de confiabilidade.

Resultados

O estudo foi composto por uma amostra de 55 mulheres que
participaram voluntariamente, sendo que quatro foram retiradas.
Duas apresentaram sintomas adversos durante o uso do medica-
mento (ambas do Grupo Placebo): uma queixou-se de cefaleia e
a outra de mal-estar inespecifico. As outras duas foram retiradas
por ndo terem comparecido ao segundo exame no tempo reco-
mendado. Assim, foram avaliados os resultados de 51 partici-
pantes alocadas aleatoriamente em ambos os grupos, sendo 28
(54,9%) no Grupo de Estudo (estrogénio) e 23 (45,1%) no Grupo
Controle (placebo). A idade média das componentes do Grupo
de Estudo foi de 52,9+2,5 (variagao de 48 a 59 anos) e do Grupo
Controle de 53,6+4,8 (variagdo de 46 a 64 anos), sem diferenca
significativa (p=0,563).

Quando se compararam os resultados dos IP das artérias
direita e esquerda de todas participantes, em ambas as posi¢des
do estudo e antes do uso do medicamento, nao foram identifi-
cadas diferencas entre os resultados obtidos. Assim, as analises
foram feitas considerando-se a média obtida dos IP de ambos
os olhos (Tabela 1).

Aanalise dos indices obtidos nas distintas posigdes (assentada

e deitada) em todas as participantes, no periodo pré-tratamento

Tabela 1 — Comparacdo entre as medidas do IP da artéria central
da retina de ambos 0s olhos no periodo pré-tratamento dos Grupos
Estrogénio e Placebo, nas posices assentada e deitada

Grupo Olho direito  Olho esquerdo p*

Estrogénio — assentada 1,74+0,32 1,72+0,41 0,866
Estrogénio — deitada 1,47+0,35 1,49+0,28 0,743
Placebo - assentada 1,70+0,54 1,77+0,52 0,557
Placebo - deitada 1,46+0,32 1,69+0,69 0,104

*o valor de p refere-se ao teste t de Student para amostras pareadas; valores s&o média+desvio
padréo
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apresentou [P médio de 1,723+0,34 (variacdo de 0,96 a 2,77) na
posigdo assentada e 1,169+0,73 (variagao de 1,01 a 2,96) na posi-
¢ao deitada. A comparagdo dos resultados demonstrou diferenca
estatisticamente significativa (p<0,001). Dessa maneira, as anali-
ses foram feitas de maneira separada, levando-se em considera-
¢a0 a posigao relativa.

Com o objetivo de avaliar se os grupos iniciaram o estudo
de forma homogénea, compararam-se os IP obtidos em ambos
os grupos, em ambas as posi¢des examinadas, no periodo pré-
tratamento. Os resultados verificados apds o estudo realizado
com as participantes em ambas as posi¢oes demonstraram indi-
ces semelhantes para ambos os grupos (Tabela 2).

A comparagdo feita entre os IP obtidos no pré- e pos-trata-
mento, com as participantes na posigao assentada no grupo que
usou estrogénio (Grupo de Estudo), demonstrou redugao signi-
ficativa (p<0,001) nos resultados. No grupo que usou placebo
(Grupo Controle), ndo foram observadas diferengas entre os IP
obtidos no pré- e pos-tratamento, isto é, ndo houve reducio do
IP apés uso do placebo (Tabela 3).

A mesma comparacao realizada com os dados obtidos a par-
tir do exame feito com as participantes na posigdo deitada ndo
demonstrou alteragdo significativa em nenhum dos grupos, ou
seja, as mulheres que usaram estrogénio ou placebo apresenta-
ram o mesmo IP antes e depois do uso da medicacdo quando

medidos na posigao deitada (Tabela 4).

Tabela 2 - Comparacao entre as medidas do IP da artéria central da
retina, de acordo com o grupo de estudo, no periodo pré-tratamento
nas posicdes assentada ou deitada

Posicao Estrogénio Placebo p*
Assentada 1,73+0,29 1,74+0,43 0,975
Deitada 1,48+0,29 1,58+0,44 0,587

*0o valor de p refere-se ao teste t de Student para amostras pareadas; valores sdo média+desvio
padrao

Tabela 3 — Comparacédo entre as medidas do IP da artéria central
da retina dos Grupos Estrogénio e Placebo, no periodo pré- e pos-
tratamento, na posigao assentada

Grupo Pré-tratamento  Pos-tratamento p*
Estrogénio 1,73+0,29 1,50+0,23 <0,001
Placebo 1,74+0,43 1,67+0,25 0,467

*0 valor p refere-se ao teste t de Student para amostras pareadas; valores s&o média+desvio
padrao

Tabela 4 — Comparacédo entre as medidas do IP da artéria central
da retina dos Grupos Estrogénio e Placebo, no periodo pré- e pos-
tratamento, na posigao deitada

Grupo Pré-tratamento  Pos-tratamento p*
Estrogénio 1,48+0,29 1,42+0,20 0,281
Placebo 1,58+0,44 1,58+0,30 0,927

*0 valor p refere-se ao teste t de Student para amostras pareadas; valores s&o média+desvio
padrao

Discussao

Este estudo demonstrou que o uso de estrogénios equinos
conjugados determina a diminuigdo na resisténcia vascular da
artéria central da retina. Ao que parece, esse é o primeiro estudo
triplo-cego, randomizado, placebo controlado que utilizou estro-
génios equinos conjugados na avaliagdo da resisténcia vascular
das artérias retinianas centrais de mulheres saudaveis na meno-
pausa por meio do Doppler ocular.

O estudo foi realizado com mulheres climatéricas para afas-
tar o efeito dos esteroides enddgenos ovarianos sobre os vasos
sanguineos estudados, limitando os efeitos observados apenas
as agdes dos horménios analisados. Utilizaram-se os estrogénios
equinos conjugados por serem 0s compostos estrogénicos mais
usados para avaliagdo dos seus efeitos em mulheres no climaté-
rio, conferindo protegdo cardiaca e cerebral, porém ha poucos
dados sobre os efeitos vasculares diretos induzidos por eles**. O
estrogeénio foi utilizado por um periodo de 30 dias devido a sua
rapida agdo, apresentando concentragdes séricas maximas apos
cinco horas da ingestao'®.

A exclusao de mulheres com IMC >28,0 visou a eliminar
fontes endégenas de estrogénio que pudessem interferir nos re-
sultados, uma vez que existe uma nitida e significativa relagdo
entre peso corporal e conversdo de androstenediona em estro-
na'. Excluiram-se também as mulheres com niveis presséricos
elevados para evitar que as possiveis interferéncias sobre a vas-
cularizacdo ocular pudessem influir nos resultados obtidos, pro-
vavelmente por acréscimo na perfusdo do olho durante a sistole
naquelas pacientes com pressdo sistdlica elevada e consequente
elevagdo no pico da velocidade sistdlica nas artérias'®. Também
foi critério de exclusdo o uso prévio de horménios e medica-
mentos com efeito vascular, a fim de se evitar interferéncia dos
mesmos sobre a resisténcia vascular e a presenca de doencas of-
talmoldgicas graves, pelo possivel comprometimento do exame.

A artéria oftdlmica é ramo direto da artéria carétida interna,
enquanto a artéria central da retina é um dos ramos da artéria
oftalmica. Sabe-se que as artérias oftdlmica e central da retina
tém similaridades embrioldgicas, anatémicas e funcionais com
as artérias cerebrais intracranianas de pequeno calibre inacessi-
veis até 0 momento, aos exames de imagem ndo invasivos'®. A
escolha da artéria central da retina para modelo do estudo baseia-
se no fato de ser vaso anatomica e funcionalmente comparavel
a outras artérias cerebrais de didmetro similar, sendo, portanto,
adequada para a avaliacdo da resisténcia vascular cerebral?®?!.
Ademais, sua acessibilidade ao uso do ultrassom transorbital
permite uma andlise da microcirculagdo cerebral de forma nao
invasiva e, portanto, mais facil.

O fato de os exames terem sido feitos por dois profissionais

diferentes nao interferiu nos resultados do estudo, uma vez que
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nao houve diferenca entre os indices obtidos pelos exames rea-
lizados por ambos os examinadores em todos os grupos e posi-
¢oes antes do inicio do tratamento. Esse achado esta de acordo
com o demonstrado por outros autores, que verificaram que o
efeito interobservador tinha influéncia desprezivel quanto a re-
produtibilidade do método?. Todos os exames foram realizados
no mesmo periodo do dia com o objetivo de evitar um possivel
viés causado pela variagdo do ritmo cicardiano, conforme de-
monstrado previamente®.

Os indices mais empregados para proporcionar uma descri¢do
numérica dos sinais do fluxo Doppler sdo o IP e o IR. Ambos refle-
tem a resisténcia da parede vascular jusante ao vaso estudado. O
IP foi escolhido por representar o reflexo mais acurado das varia-
¢Oes da persisténcia periférica, particularmente quando a variagdo
Doppler, no final da diastole, cai além do filtro de frequéncia.

Foram identificados IP mais elevados quando as mulheres fo-
ram examinadas na posigao assentada. Tal achado coincide com
o de Viana et al.’>, que observou IP significativamente superior
naquela posicdo em todos os periodos analisados do ciclo mens-
trual. Essa diferenca entre os resultados obtidos em ambas as
posi¢des pode ser decorrente do efeito dos varios barorrecepto-
res. Considerando-se a possivel variagdo na pressao arterial sist6-
lica sistémica em posicao deitada e assentada, supde-se que um
possivel fator de corregdo dos niveis presséricos agindo sobre
os vasos do sistema nervosos central para reduzir a resisténcia
vascular e melhorar o fluxo sanguineo nesse sistema possa ser o
causador das diferencas observadas.

Quando comparados os resultados obtidos no pds- e pré-
tratamento, observou-se que a resisténcia vascular da artéria reti-
niana central apresentou redugao significativa somente no grupo
das participantes que receberam estrogénio e quando o exame
foi realizado na posicao assentada. Esse decréscimo ocorreu pro-
vavelmente pela agdo vasodilatadora do esteroide, uma vez que
foi o Unico agente que interferiu nesse grupo. No grupo que usou
placebo ndo houve mudanga.

Efeitos do estrogénio sobre a microvascularizacdo cerebral
foram descritos com resultados semelhantes aos observados no
presente trabalho. Belfort et al.'® identificaram uma significati-
va reducdo no indice de resisténcia da artéria retiniana central
apés estrogenioterapia. Neste estudo, porém, apenas dez mu-
lheres foram avaliadas, em posigdo deitada, sem Grupo Controle
e utilizando 17p estradiol. Posteriormente, Battaglia et al.?’ ana-
lisaram os efeitos da TRH na resisténcia da artéria oftdlmica de

mulheres na pés-menopausa e observaram uma redugao no IP. O

estudo ndo apresentou Grupo Controle e as 57 mulheres na pés-
menopausa receberam esquema de TRH com estradiol transdér-
mico continuo associado ao acetato de medroxiprogesterona.
Van Baal et al.*! identificaram reducdo no IP da artéria central da
retina de mulheres na menopausa em uso de terapia de reposigao
hormonal, comparado ao Grupo Controle. O estudo foi realiza-
do de forma randomizada, mas com TRH combinada sequencial
em 30 mulheres.

Altintas et al.?* analisaram os efeitos da menopausa e da TRH
em 44 mulheres com e sem hormonioterapia. Apds dois meses,
os autores observaram decréscimo da resisténcia vascular da ar-
téria central da retina, apesar de terem utilizado progestagenos
associados. Viana et al.’®, avaliando a resisténcia vascular da ar-
téria central da retina durante o ciclo menstrual ovulatério, de-
monstrou que a resisténcia vascular nessa artéria varia de acordo
com as diferentes fases do ciclo menstrual, sendo inferior nas
fases com elevados indices estrogénicos. Esses resultados sdo
semelhantes aos observados no presente estudo, porém sem a
utilizacdo de estrogénio exdgeno.

Resultados contrarios aos observados na presente pesquisa
foram descritos por Harris-Yitzhak et al.'*, que ndo identifica-
ram alteracoes na resisténcia vascular da artéria central da reti-
na quando avaliaram 32 mulheres na menopausa, divididas em
Grupo Estudo e Grupo Placebo. Os autores, porém, avaliaram
o IR, o que pode ter sido o fator de viés do estudo, e consta-
taram, ainda, que na artéria oftalmica ocorreu diminuigdo da
resisténcia vascular nas mulheres em terapia estrogénica. Atilla
et al.?, da mesma forma, ndo verificaram diferencas na resis-
téncia vascular das artérias central da retina e oftdlmica quando
compararam 40 mulheres menopausadas em TRH e sem TRH.
Essa diferenca pode ser explicada pela associagdo dos progesta-
genos aos estrogénios, que poderiam, contrariamente, elevar a
resisténcia vascular.

E interessante notar que os resultados aqui observados para
vasos intracranianos de pequeno calibre sdo semelhantes aos
encontrados em artérias de grande calibre: artérias uterinas e
ovarianas®%22%; artérias aorta, cerebral média, cardtidas, oftal-
mica, braquial, poplitea”!*2027 Tal achado demonstra homo-
geneidade da resposta vascular independentemente do calibre
do vaso sanguineo.

Assim, podemos concluir que a resisténcia vascular da artéria
retiniana central diminui apés o uso de estrogénios conjugados
equinos e tal efeito é detectavel ao exame de Doppler ocular em

posicao assentada.
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In vitro embryo development after pre- and/or
postnhatal exposure of five-month-old Swiss

Albino female mice to particulate air pollution

Desenvolvimento embrionario in vitro apos a exposicao pré e/ou
pos-natal de fémeas de camundongo da linhagem Swiss Albino
com cinco meses de idade a poluicao ambiental particulada
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Mariangela Maluf formou-se na Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (USP) em 1984 e completou sua residéncia
médica no Departamento de Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas da FMUSP trés anos depois, em Sao Paulo. Desde
1988, ¢ diretora clinica do Centro Especializado em Reproducao Humana (CEERH). Seu interesse em pesquisa é focado nos
possiveis efeitos de poluentes ambientes sobre a satde reprodutiva feminina. Com sua pesquisa experimental “Efeitos da
exposicao cronica a poluicdo ambiental particulada sobre o desenvolvimento embrionario pré-implantacional”, obteve o titulo
de doutora em ciéncias pelo Departamento de Patologia da FMUSP em julho de 2008.

Abstract

Objective: to evaluate the effects of pre- and/or postnatal exposure to particulate air pollution on fertilization, embryo development, and cell lineage
segregation in preimplantation blastocysts during late-life reproductive period, using the in vitro fertilization (IVF) mouse model. Materials and methods:
five-month-old mice underwent superovulation and were pre- and/or postnatally exposed to filtered air (FA-FA), filtered-ambient air (FA-AA), or ambient air
(AA-AA) in exposure chambers, 24 hours per day, during six months. Results: ovarian response was not affected by the exposure protocol. A multivariate
effect for pre- and/or postnatal exposure to ambient air on blastocyst differential staining, but not on IVF and embryo development, was found. Cell counts
in inner cell mass (ICM) and ICM/trophectoderm ratios in blastocysts produced in FA-FA protocol were significantly higher than in blastocysts produced in
FA-AA and AA-AA protocols. Conclusions: our study suggests that the exposure to particulate air pollution of a large urban center does not affect ovarian
function but may negatively affect the female reproductive health in the late-life period by disrupting the lineage specification at the blastocyst stage.

Uniterms: Air pollution; Particulate matter; Fertilization in vitro, Embryonic development; Blastocyst; Blastocyst inner cell mass; Staining and labeling;
Reproduction; Mice.

Resumo

Objetivo: avaliar os efeitos da exposicao pré e/ou pos-natal ao ar ambiente no final da vida reprodutiva sobre a fertilizacao, desenvolvimento embrionario
e segregacao das linhagens celulares em blastocistos pré-implantacionais, utilizando o modelo de fertilizacao in vitro (FIV) de camundongo. Material e
métodos: fémeas de camundongo com idade de cinco meses tiveram a ovulagdo estimulada e, no periodo pré e/ou pos-natal, foram expostas ao ar
filtrado (AF-AF), ar filtrado-ar ambiente (AF-AA) ou ar ambiente-ar ambiente (AA-AA) em camaras de exposicao, 24 horas por dia durante seis meses.
Resultados: a resposta ovariana nao foi afetada pelo protocolo de exposicdo. Um efeito multivariavel para a exposicao pré e/ou pés-natal ao material
particulado fino ambiente sobre coloracdo diferencial dos blastocistos, mas ndo sobre a FIV e 0 desenvolvimento embrionario, foi observado. A contagem
celular na massa celular interna (MCI) e a razao MCI/trofoectoderma dos blastocistos produzidos no protocolo AF-AF foram significativamente maiores
do que aguelas em blastocistos produzidos nos protocolos FA-AA e AA-AA. Conclusdes: nosso estudo sugere que a exposicao a poluicdo ambiental
particulada de um grande centro urbano nao altera a funcao ovariana, mas pode afetar negativamente a salde reprodutiva feminina no periodo final do
menacme, em razao da alteracao da especificacao das linhagens celulares do embriao no estégio de blastocisto.

Unitermos: Poluicdo do ar; Material particulado; Fertilizacdo in vitro; Desenvolvimento embrionario; Blastocisto, Massa celular interna do blastocisto;
Coloracao e rotulagem; Reproducdo; Camundongos.
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Introduction

Exposure to environmental contaminants present in the ambi-
entair of many urban areas, such as carbon monoxide (CO), sulfur
dioxide (SO,), nitrogen dioxide (NO,), benzene, formaldehyde,
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), and suspended particu-
late matter (PM), cannot be easily avoided. These contaminants
are known to cause harmful effects on human health, including
cardiovascular diseases, immunosuppression, cancer, or loss of
fertility'*. However, the influence of air contamination, specifi-
cally on female reproduction, is not yet well established, and very
few studies on this area have been conducted®¢. The difficulty to
substantiate a clear correlation between air pollution and fertility
impairment could be related to the multitude of factors involved
not only on the reproductive competence, including age, hor-
monal and nutritional status, patency of the reproductive tract,
gamete reserve and production, heredity, genetic polymorphism,
and behavior, but also on the methodological challenges found in
the laboratory to measure and determine this correlation.

The potential effects of chronic exposure to daily variations in
air pollution on female fertility during the reproductive lifespan
may go unacknowledged for years due to the possible cumula-
tive or synergistic nature of these effects. This may represent a
major cause of concern to the female reproductive health, mainly
when the ovarian tissue, composed of non-renewing cells like
oocytes, is the target, and the early onset of menopause, the
only clinical expression of these effects. Although the mecha-
nisms involved in the detrimental reproductive effect of smoking
were not the same as those from exposure to air pollution, they
may share similar pathways. A large body of research exists sug-
gesting that female smokers undergo premature ovarian failure
about three to five years earlier than the general population™.
This negative effect is more evident in older women approach-
ing the end of their reproductive life, suggesting an accelerated
decrease in the size of the oocyte pool in this specific popula-
tion'®. Furthermore, toxic chemicals found in cigarette smoke
may disrupt normal ovarian function, impairing the production
of steroid hormones, the process of oocyte-cumulus complex
expansion, and oocyte nuclear maturation''*2. The outcome of
in vitro fertilization (IVF) was compared between smokers and
nonsmokers in various studies, revealing either clinical (poorer
ovarian response, increased gonadotrophin consumption, lower
peak estradiol levels, higher cancellation rate, increased sponta-
neous miscarriage rate) or laboratory (fewer oocytes retrieved,
reduced oocyte maturation, higher risk of fertilization failure,
lower implantation rate) poorer results in the former group'®®.
However, recent studies were unable to show any effect of expo-
sure to cigarette smoking either on in vitro embryo development

or on IVF outcome!¢.

Previous experiments conducted in our laboratory have pro-
vided evidence that chronic exposure to ambient air of a large
urban center has a significant impact on female reproductive
function affecting pre- and post-implantation embryonic devel-
opment. Exposure to fine PM (diameter <2.5 pym, PM, ) pres-
ent in ambient air was implicated in disruption of the first two
cell lineages allocation pattern at the blastocyst stage without
interfering in the fertilization or early development of mouse
embryos?. Defective post-implantation embryonic development
resulted in an increase in the number of implantation failures,
decreased number of viable fetuses, higher rates of miscarriage,
and intrauterine mortality®?.

Therefore, this study was designed to evaluate the effect of
pre- and/or postnatal exposure of female mice to particulate air
pollution at the end of their reproductive lifespan on breeding,
ovarian response to superovulation, fertilization, embryo deve-
lopment, and cell lineage segregation in preimplantation blas-
tocysts using the IVF mouse model, based on the hypothesis that
chronic exposure to air pollution would worsen the detrimental
effect that naturally occurs with the aging process on the ovarian

reserve and on the gamete and/or embryo quality.

Materials and methods

Animals

Random-bred Swiss Albino mice (Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, FMUSP, Sao Paulo, Brazil) were used
for the study. Mice were housed in polycarbonate cages with
wood shavings on the floor in a room under controlled environ-
mental conditions of 12-hour light/dark cycles, relative humidity
of 50+10% and temperature of 24+1°C for the breeding proto-
col, and under ambient conditions (temperature, humidity and
photoperiod), 24 hours per day, seven days per week, during the
entire experiment for pre- and postnatal exposure to filtered air
(FA) and/or ambient air (AA) protocols. Cage cleaning and bed-
ding changes were done inside the experimental environment
every other day. Animals received a supply of balanced commer-
cial food (Nuvital Nutrients Ltda.; Colombo, Parana, Brazil) and
fresh water ad libitum. Protocols used in the present study were
approved by the ethics committee of the FMUSP, and followed
the Principles of Laboratory Animal Care published by the U.S.
National Institutes of Health?.

Exposure setting and inhalation chambers

A detailed description of the exposure system used in this
study was published in previous studies from our laboratory®*.

The exposure chambers were set up in the gardens of the
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EMUSP, in S&o Paulo downtown, near heavily trafficked streets.
The system’s concept is based on the principle of creating PM
level gradient by filtering ambient air sampled from the sur-
roundings. The exposure chambers, assembled side-by-side,
are cylindrical aluminum structures measuring 2.0 m in diam-
eter and 2.15 m high, covered by plastic ultraviolet (UV) film.
The air intake and distribution occur in the base of the cylinder
for uniform dispersion throughout the chamber. Ambient air
is forced into the chamber by large fans and exits at the top
through a wide opening. Both chambers received ambient air at
20 m¥min. making this essentially a normobaric system: pres-
sure inside did not exceed that of the outside by more than 3
cm H,O. In the FA chamber, three stages of filters in hermeti-
cally sealed boxes are lined up immediately after the fans. The
first stage filter (model TB; Purafil Inc., Sdo Paulo, Sdo Paulo,
Brazil) eliminates large particles and the second (model JFL-90;
Purafil Inc., Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil) and third (HEPA fil-
ter; Purafil Inc., Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil) trap fine particles.
Gaseous pollutants were not retained by the filtering system,
thus concentrations of NO,, SO, and carbon monoxide (CO)

were assumed to be similar in both chambers.

Air pollution monitoring

Inside the exposure chambers the 24-hour concentration
of PM, . was determined gravimetrically®, by collecting par-
ticles from polycarbonate filters using Harvard impactors (Air
Diagnostics, Harrison, ME, USA) at a flow rate of 10 LPM ev-

ery other day and results were expressed as pg/m®. The mean

(+SD) concentrations of PM, , for FA and AA exposure cham-
bers were 11.32+7.93 pg/m3and 29.71+£13.55 pg/m?® during the
prenatal period and 7.58+4.92 pg/m® and 20.16+9.87 pg/m?
during the postnatal period. Prenatal PM, . mean concentra-
tions were significantly higher than postnatal concentrations

for each exposure chamber.

Experimental design

Figure 1 depicts the study’s experimental design. Natural
cycling 6- to 8-week-old virgin females (n=30) were placed with
proven 10-week-old breeder males (n=10) to mate naturally in
the proportion of three females to each male. Mating was con-
firmed the following morning, by the presence of a vaginal plug
(gestation day O=day of postcoital plug) and the females were
separated from the males. For prenatal exposure, the pregnant
mice (n=18) were randomly placed into either FA (n=11) or AA
(n=7) chambers, housed four per cage. As soon as females dis-
played visual evidence of pregnancy, they were checked dai-
ly until parturition. Within the first 24 hours after parturition,
gestation length, litter size, litter birth weight, live birth index
(number of live offspring/number of offspring delivered), and
sex of the offspring (determined by anogenital distance) were
recorded. At this time, five females and offspring from the FA
chamber were randomly selected and transferred to the AA ex-
posure chamber (postnatal exposure). The remaining 13 fema-
les and offspring were kept in their original location. After we-
aning, the animals were separated, and only female born under

the experiment conditions continued in the chambers, housed
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Figure 1 - Experimental design (boxed values represent the number of female mice). GD: gestation day; SO: superovulation; IVF: in vitro fertilization;

D: day; IVC: in vitro culture.
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four per cage. The study comprises three different experimen-
tal groups: 1. pre- and postnatal exposure to filtered air (FA-FA
Group, n=24); 2. prenatal exposure to filtered air and postnatal
exposure to ambient air (FA-AA Group, n=31); 3. pre- and pos-
tnatal exposure to ambient air (AA-AA Group, n=27). After five
months of postnatal exposure, all females were superovulated,
as described below, and killed by cervical dislocation immedia-

tely before oocyte collection.

Preparation of culture media

Different culture media were used for each IVF step:

1. collection medium: used for the collection of oocytes from ovi-
ducts and for the isolation of the cauda epididymis and vas
deferens, modified human tubal fluid (mHTF no. 90126; Irvine
Scientific, Santa Ana, CA, USA) prewarmed to 37 °C. The mean
pH value of this medium was 7.3420.04 in ambient air;

2. insemination medium : used for sperm capacitation and IVE
human tubal fluid (HTF no. 90125; Irvine Scientific, Santa
Ana, CA, USA), containing 10% serum substitute supple-
ment (SSS no. 99193; Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA).
The mean pH value of this medium was 7.29+0.05 in a hu-
midified atmosphere of 5% CO, in air at 37 °C;

3. embryo culture medium: used for embryo culture up to the
blastocyst stage, potassium-enriched simplex optimized
medium (KSOM) with glucose and amino acids (KSOM
with amino acids no. MR-107; Specialty Media, Chemicon,
Phillipsburg, NJ, USA) supplemented with 5 mg/mL of hu-
man serum albumin (HSA-solution no. 10064; Vitrolife AB,
Gothenburg, Sweden). The mean pH value of KSOM** me-
dium was 7.28+0.03 in a humidified atmosphere of 5% CO,
in air at 37 °C. Insemination and embryo culture media were
overlayered with embryo-tested mineral oil (Oil for Embryo
Culture no. 9305; Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA) and
equilibrated overnight in a humidified atmosphere of 5%
CQO, in air at 37 °C. The same batch of each culture medium

was used in all experiments.

Gonadotrophin stimulation and oocyte collection

Females from each postnatal exposure group were supero-
vulated at five months of age by intraperitoneal injection of 10
1U of equine chorionic gonadotrophin (eCG, Folligon 1,000 IU;
Intervet International, Sdo Paulo, Sao Paulo, Brazil) followed 48
hours later by an intraperitoneal injection of 10 IU of human
chorionic gonadotrophin (hCG, Choragon 5,000 IU; Ferring, Sdo
Paulo, Sao Paulo, Brazil). The oviducts were removed between
14 and 16 hours after hCG administration and were placed in

prewarmed collection medium. Cumulus-oocyte complexes

were released from the ampullar oviduct at the site of the cumu-
lus bulge by tearing it with a 30-gauge needle. All intact cumulus
masses of each female were washed through two drops of inse-
mination medium to remove debris and blood, after which they
were transferred to a 100-pL drop of the same medium over-
layered with embryo-tested mineral oil in 35-mm culture dishes
(Falcon no. 3001; Becton Dickinson Labware, Lincoln Park, NJ,
USA) before fertilization in vitro.

Sperm retrieval and capacitation

Ten proven 10-week-old breeder males of the same strain
were killed 12-13 hours after the females were injected with
hCG. After exposure of the peritoneal cavity, the cauda epi-
didymis and vas deferens were removed from each testis,
washed immediately in prewarmed collection medium, and
transferred to a 400-pL drop of insemination medium in a 35-
mm culture dish equilibrated overnight under embryo-tested
mineral oil in a humidified atmosphere of 5% CO, in air at 37
°C. Spermatozoa were gently squeezed out of the epididymis
using a watchmaker’s forceps, and the residual caudal tissue
was discarded. The spermatozoa retrieved from the mice were
mixed together, and capacitation was allowed to proceed for 60
to 90 minutes, at 37 °C, in 5% CO,. Sperm concentration was

assessed using a Makler chamber.

IVF and embryo culture

IVF and embryo culture were performed according to pro-
cedures described by Perin et al.?*. Briefly, the IVF and embryo
culture procedures were performed in HEPA-VOC filtration
system incubators (Series II Water Jacketed Incubator, Model
3110; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The IVF
procedure was carried out in 100-pL drops of insemination
medium under mineral oil. The capacitated sperm suspension
was gently added to the drops containing cumulus-oocyte
complexes to yield a final motile sperm concentration of 3 to
4 x 10%/mL. After incubation with sperm suspension at 37 °C
under 5% CO, in air for four hours, the cumulus cells and at-
tached sperm were mechanically removed from the oocytes,
by aspirating them several times through a fine-drawn glass
pipette. Following rinsing, fertilized oocytes from each female
were allotted to groups of ten and cultured in 20-pL drops of
KSOM medium for 120 hours. Embryo culture dishes were
prepared the day before cumulus-oocyte complex collection
with drops of the culture medium overlayered with embryo-
tested mineral oil in 35-mm dishes and equilibrated overnight
on open incubator shelves in a humidified atmosphere of 5%
CO, in air at 37 °C.
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Embryo evaluation

Embryo examination was done on the heated stage (~37 °C) of
an inverted microscope at X200 magnification (Eclipse TE2000-U
with Hoffman modulation contrast; Nikon, Melville, NY, USA)
6, 96 and 120 hours after insemination (days 1, 4 and 5, respec-
tively). Fertilization assessment was carried out six to eight hours
after insemination. Oocytes presenting two pronuclei (2PN) and
two polar bodies were considered normally fertilized. On days
4 and 5, embryo morphology, developmental progress, number
of embryos reaching blastocyst stage (the blastocoele occupying
at least 80% of total embryo volume) and the numbers of blas-
tocysts that at least started hatching were recorded. Blastocyst
morphology classification was based on criteria described by
Gardner and Lane®. The hatching status of blastocysts identified
on days 4 and 5 was graded on a 4-point scale from 0 to 3, in
which O=zona enclosed, 1=initially (herniation of zona pellucida
by less than 50% of the embryo), 2=partially (herniation of zona
pellucida by at least 50% of the embryo), and 3=completely
hatched blastocysts. A weighted hatching score representing the
sum of the hatching status grade of every blastocyst divided by
the total number of blastocysts was calculated for the evalua-
tions occurring at 96 and 120 hours after insemination (“Score96”
and “Score120”, respectively) for each female. The present sys-
tem awards a total possible score of 3 for each evaluation day. A
discriminatory scoring system (‘D Score”) was then developed
to identify the developmental potential between evaluations of
the cohort of blastocysts from each female. The “D Score” was

weighted by the equation:
D Score=((Score120/3)+(Score96/3))-((Score120-Score96)/6)

The rationale behind this system was to balance the hatching
status and the developmental potential of blastocysts, in order
to facilitate the separation of females with cohorts of blastocysts
presenting similar hatching status but different developmental

potential. This scoring system produces a maximum score of
((8/3)+(3/3))-((3-3)/6) = 2.

Differential inner cell mass
and trophectoderm cell counts

By day 5 of culture (120 hours after insemination), differ-
ential cell counts of the inner cell mass ICM) and trophec-
toderm (TE) of three blastocysts produced in vitro, randomly
selected from each female mice, were determined by a modi-
fication in a method described by Thouas et al.?® Briefly, in-
tact blastocysts (in groups of three to five) were incubated for

ten seconds in 500 pL of HTF medium containing 50 pg/mL

of propidium iodide (PI; Chemicon, Temecula, CA, USA) and
1% Triton X-100 (TX-100; Sigma, St. Louis, MO, USA). The
blastocysts were then transferred to fixative solution containing
25 pg/mL of bisbenzimide (H33258; Hoechst AG, Frankfurt,
Germany) and 100% ethanol (no. 1.00983.1000; Merck KGaA,
Darmstadt, Germany), and stored overnight at 4 °C. Fixed and
stained blastocysts were then transferred into glycerol, indi-
vidually placed on glass microscope slides under coverslips
and visualized for cell counting. Counting was performed from
digital photographs of images obtained on an epifluorescence
microscope (Eclipse 90i; Nikon, Melville, NY, USA) fitted with
a mercury lamp and excitation filters (460 nm for blue and red
fluorescence, and 560 nm for red only). An observer blind to

experimental protocols performed all cell counts.

Statistical analysis

The experimental unit was an individual female mouse
for the assessment of either the reproductive success and the
morphological development of zygotes produced by IVF, ac-
cording to the pre- and postnatal exposure to FA and/or AA.
Gestation length, litter size, litter birth weight, litter birth in-
dex, and sex ratio (male/female+male) variables were analyzed
using two-sample Hotelling’s T2 test assuming homogeneity
of variance by Bartlett-Box F test. The genetic variability of
the mice used in this study determined different patterns of
ovarian response to superovulation which were identified and
grouped through the K-means cluster analysis method perfor-
med on the number of oocytes retrieved and inseminated as
poor (centroids: 20.3+7.0 and 17.7+5.5, respectively), mode-
rate (centroids: 42.3+6.5 and 38.4+6.5, respectively), or high
(centroids: 68.5+9.3 and 62.6+7.8, respectively) responders.
Thus, ovarian response was analyzed as a categorical inde-
pendent variable, in order to evaluate its effect on each expe-
rimental group. Categorical data regarding ovarian response
to superovulation in each experimental group were evaluated
using a y? test. For the assessment of the morphological de-
velopment of zygotes in vitro, the experimental unit was the
mean number of zygotes per female mouse. However, only
the drops of culture medium containing all the ten zygotes
were included in the analysis. The dependent variables for
this assessment included: number of zygotes, fertilization
rate, number of blastocysts and of blastocysts that at least
started hatching at 96 and 120 hours after insemination, blas-
tocyst formation and hatching rates at 96 and 120 hours after
insemination, D Score, total cell number and the numbers of
ICM and TE cells from blastocysts that had developed 120
hours after insemination. All percentage data were subjected

to arcsine transformation. The effects of pre and/or postnatal
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Table 1 - Assessment of reproductive variables at the time of birth
in five-month-old Swiss Albino pregnant mice according to prenatal
exposure to filtered (FA) or ambient (AA) air

Exposure protocol

Reproductive variable

FA AA
Gestation length (days) 24.73+1.90 25.14+3.08
Litter size 9.18+2.89 9.00+£2.77
Litter birth weight (g) 1.72+0.02 1.71+0.06
Live birth index 0.93+0.08 0.98+0.05
Sex ratio (M/M-+F) 0.46+0.07 0.58+0.15

T%12.178,p =0.182

ambient air exposure and ovarian response on each dependent
variable were evaluated performing a multivariate analysis of
variance (MANOVA). The Tukey HSD post hoc test was used
for all comparisons of individual dependent variables betwe-
en groups. Distribution of the cell populations was displayed
using notched boxplots. A computer-generated list of random
numbers was used whenever randomization was necessary.
Data are presented as mean+SD. The data were analyzed
using the Statistics Package for Social Sciences version 13.0
(SPSS Inc.; Chicago, IL, USA).

Results

Animal exposure to filtered
or ambient air and breeding

Table 1 shows the reproductive performance of pregnant
mice exposed to either AA or FA. Gestation length, litter size,
litter birth weight, live birth index, and sex ratio did not differ

significantly between exposure groups.

Table 2 -

Ovarian response to superovulation after
pre- and/or postnatal exposure to ambient air

Ovarian response to superovulation was absent in 14.3%,
17.9% and 15.4% of the mice in groups FA-FA, FA-AA, and AA-
AA, respectively. The number of females presenting low, moderate
or high response to superovulation was 5, 5, and 8 in FA-FA Group,
8,9, and 6 in FA-AA Group, and 4, 8, and 10 in AA-AA Group,
showing that the distribution of the different patterns of ovarian res-
ponse to superovulation was not affected by the pre- and/or postna-

tal exposure of the female mice to ambient air (x?=3.029; p=0.805).

IVF, embryo development, and differential
nuclear staining

Means (+SD) for all in vitro embryonic development variables
according to ovarian response pattern for each exposure group

are reported in Table 2.

Effects of the ovarian response

A multivariate effect for ovarian response on IVF and embryo
development and on blastocyst cell segregation was found (Pillai’s
trace=0.62; F=1.66; p=0.05; power=0.952). The univariate analysis
of the effect of the ovarian response on each parameter of IVF and
embryo development to blastocyst stage is shown in Table 3. No
significant differences related to IVF and embryo development or
in blastocyst cell segregation were found for any ovarian response
pattern in the univariate analysis. Post hoc comparison of embryonic
developmental parameters or blastocyst cell segregation by ova-

rian response pattern showed no difference between the patterns.

Effects of the pre- and postnatal exposure of five-month-old Swiss Albino female mice to filtered (FA) and/or ambient (AA) air on in

vitro embryo development and lineage specification (inner cell mass, ICM; trophectoderm, TE) in the blastocyst according to ovarian response. For

explanation of the discriminatory score (D Score), see text.

Dependent variable FAFA -
Poor Moderate High
responder  responder  responder
Zygote 9.57.43 9.15+£1.17 8.98+0.77
Fertilization rate 0.95+0.05 0.91+0.11 0.89+0.08
Blastocyst (96h) 8.02+1.53 7.47+1.71 7.56+£1.17
Blastocyst rate (96h) 0.85+0.14 0.82+0.12 0.84+0.12
Hatching (96h) 4.68+2.39 3.47+2.37 4.77+1.50
Blastocyst (120h) 9.13+0.62 8.60+1.21 8.30+0.60
Blastocyst rate (120h) 0.96+0.04 0.94+0.05 0.92+0.03
Hatching (120h) 8.45+0.99 7.37+£1.07 7.85+0.61
D Score 0.66+0.20 0.53+0.19 0.66+0.11
Total cell count 126.8+10.2  127.0£14.0 132.4+£11.9
ICM cells 40.7+4.7 39.7+£5.0 40.4+5.8
TE cells 86.2+12.1 87.3£11.0 92.0+7.8
ICM/TE ratio 0.48+0.11 0.46+0.06 0.44+0.05

Values are means=standard deviation.

Exposure protocol

FA-AA AA-AA
Poor Moderate High Poor Moderate High
responder  responder  responder responder responder responder
9.30+0.59 9.05+0.70 9.18+0.62 9.50+0.43 9.08+1.43 9.14+0.57
0.92+0.06 0.90+0.07 0.91+0.07 0.95+0.04 0.90+0.15 0.92+0.06
7.22+1.95 6.69+1.60 6.65+1.09 5.84+2.95 7.44+1.69 6.76+2.42
0.81+£0.19 0.73+0.20 0.73+£0.12 0.60+0.25 0.80+0.09 0.73+0.23
3.22+1.94 3.73£1.69 3.19+£1.26 2.09+2.49 4.44+2.46 3.28+1.80
8.55+0.88 8.38+0.59 8.26+1.15 8.33+1.05 8.44+1.50 8.10+1.38
0.94+0.07  0.92+0.06  0.90+0.07 0.87+0.10  0.92+0.07 0.88+0.12
8.14+0.83 7.99+0.81 7.52+1.23 7.17£1.97 8.17+1.48 7.47+1.81
0.57+0.13 0.60+0.10 0.58+0.13 0.49+0.15 0.66+0.19 0.53+0.14
130.7+12.6  123.7+11.5 134.1+11.4  1262+13.6  127.7+10.0 125.5+6.4
22.5+3.4 25.0+4.0 24.3+3.1 24.0+1.4 24.5+5.4 24.8+3.5
108.2+£12.1 98.6+8.7 109.8+8.5 102.2£12.6  103.2+8.0 100.8+6.5
0.21+0.04  0.25+0.03 0.22+0.01 0.24+0.02 0.24+0.05 0.25+0.04
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Table 3 - Multivariate general linear model analysis: individual independent variables effects and full-factorial interaction between variables

e AT Group Response Group x Response
F p-value F p-value F p-value
Zygote 0.037 0.964 1.090 0.344 0.144 0.965
Fertilization rate 0.401 0.672 1.448 0.244 0.263 0.901
Blastocyst (96h) 1.529 0.226 0.075 0.928 0.652 0.628
Blastocyst rate (96h) 0.789 0.460 0.099 0.906 0.495 0.740
Hatching (96h) 1.522 0.227 0.370 0.693 1.258 0.298
Blastocyst (120h) 0.638 0.532 0.873 0.424 0.182 0.947
Blastocyst rate (120h) 0.205 0.816 1.367 0.263 0.139 0.967
Hatching (120h) 0.329 0.721 0.319 0.729 0.981 0.426
D Score 0.765 0.470 0.127 0.881 1.787 0.145
Total cell count 0.400 0.673 0.931 0.400 0.788 0.538
ICM cells 85.580 0.000 0.179 0.837 0.281 0.889
TE cells 17.015 0.000 1.223 0.302 1.451 0.230
ICM/TE ratio 122.377 0.000 0.430 0.653 1.111 0.361
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Figure 2 - (A) Notched box plots depicting the distribution of the total number of cells; (B) the number of inner cell mass (ICM) cells; (C) the number of
trophectoderm (TE) cells; (D) and the ratio of ICM to TE cells in blastocysts produced by in vitro fertilization from five-month-old Swiss albino female
mice exposed pre- and postnatally to filtered (FA) and/or ambient (AA) air. The top and bottom of the box are the 25" and 751 percentiles and the line
drawn through its middle represents the median (the 50" percentile). The length of the box is thus the interquartile range (IQR). The upper adjacent
value is the largest observation that is less than or equal to the 75™ percentile plus 1.5 times IQR. The lower adjacent value is the smallest observation
that is greater than or equal to the 25" percentile minus 1.5 times IQR.

Effects of the exposure to ambient air

A multivariate effect for pre- and/or postnatal exposure
to ambient air on IVF and embryo development and on blas-
tocyst cell segregation was found (Pillai’s trace=1.04; F=3.98;
p=0.000; power=1.000). The univariate analysis of the effect
of the exposure protocol on each parameter of IVF and embryo
development to blastocyst stage is shown in Table 3. No sig-
nificant differences were found for any exposure protocol in

the univariate analysis. Figure 2 shows distribution of the total

number of cells, cells in the ICM and TE, and the ratio of ICM
to TE cells of blastocysts originated from oocytes fertilized in
vitro, obtained from females exposed pre- and/or postnatally to
filtered and/or ambient air. The univariate analysis of the effect
of the exposure protocol on each parameter of blastocyst cell
segregation is shown in Table 3. Allocation of ICM and TE cells
for each exposure protocol is shown in Figure 3. The exposure
protocol revealed a significant effect on ICM cell count, TE cell

count, and on the ICM/TE ratio, but no significant difference
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Table 4 - Effects of pre- and postnatal exposure of five-month-old
Swiss Albino mice to filtered (FA) and/or ambient (AA) air on the pattern
of cell allocation (inner cell mass, ICM; trophectoderm, TE) in blastocysts
at day 5 of in vitro development. Exposure protocols with mean values
of dependent variables showing no difference between them were
grouped in homogeneous subsets.

. Subset 1 Subset 2
Dependent variable
Exposure Mean+SD Exposure  Mean+SD

ICM FA-AA 23.94+3.58 FA-FA 40.29+5.00

AA-AA 24.53+3.91
TE FA-AA 104.89+10.84 FA-FA 89.04+9.78

AA-AA 101.90+7.98
ICM/TE ratio FA-AA 0.23+0.04 FA-FA 0.46+0.07

AA-AA  0.24+0.04

p<0.05, subset 1 versus subset 2 (post hoc Tukey's HSD test, after MANOVA).

among the exposure protocols in total cell count. Post hoc com-
parison of the blastocyst cell segregation parameters by the
exposure protocol showed significant differences between
groups. The cell counts in the ICM and the ICM/TE ratios in
blastocysts produced in the FA-FA protocol were significantly
higher (p<0.05) than in blastocysts produced in the FA-AA and
AA-AA protocols. However, cell counts in the TE in blastocysts
produced in FA-FA protocol were significantly lower (p<0.05)
than in blastocysts produced in the FA-AA and AA-AA proto-
cols (Table 4).

Table 2 shows that no significant ovarian response versus ex-
posure protocol interaction on IVF and embryo development or
on blastocyst cell segregation was observed (Pillai’s trace=0.93;
F=1.16; p=0.248; power=0.973).

Discussion

Our data show that chronic preconceptional exposure of fe-
male mice to ambient PM, , mainly derived from vehicular emis-
sions throughout the reproductive lifespan reduces the allocation

of cells to the embryonic lineage without changing the total cell

count in blastocysts, compromising implantation potential and
viability of the embryo and suggesting a deviation of cell segre-
gation to the placental lineage. Furthermore, embryos from mice
exposed pre- and/or postnatally to ambient PM, . present a simi-
lar pattern of lineage specification disruption, reflecting that this
effect was not enhanced by prenatal exposure and could be spe-
cifically linked to postnatal exposure. On the other hand, repro-
ductive outcome at birth, ovarian response to superovulation, or
fertilization and preimplantation embryo development potential
in vitro were not affected in female mice chronically exposed to
ambient PM, ; reaching the end of their reproductive lives. The
large interindividual variability in the ovarian response to gona-
dotrophins due to the genetic background of the mouse strain
selected did not affect cell lineage segregation in blastocysts or
alter susceptibility of mice to the effects of ambient PM, . expo-
sure on lineage specification at the blastocyst stage.

In recent years, air pollution was included as an important
risk factor for reproductive health and linked to infertility inci-
dence increase among younger women?. In fact, various studies
have shown that exposure to environmental particulate air pol-
lution could be implicated in decreased fertility both in males

and females®

%8 and adverse obstetric outcomes, including intra-
uterine growth retardation, intrauterine mortality, preterm birth,
low birth weight, and birth defects?*%3. However, most of them
focused on the detrimental effects of prenatal rather than pre-
conceptional exposure. Few experimental studies evaluated the
effects of chronic exposure to air pollution on female reproduc-
tive potential and to our knowledge none of them specifically
addressed these effects on female gametes or preimplantation
embryo development®?*. The analysis of the reproductive
endpoints in these studies showed a significant decrease in the
number of viable fetuses, an increase in the number of implanta-
tion failures and miscarriages. Nevertheless, despite the corre-
lation observed between the exposure to ambient air pollution
and early pregnancy loss, the biological mechanism through

which it might influence pregnancy viability is still unclear. In

Figure 3 - Differential staining of blastocysts obtained from five-month-old Swiss Albino female mice exposed pre- and postnatally to filtered (FA) and/
or ambient (AA) air: (A) FA-FA group, (B) FA-AA group, and (C) AA-AA group. Blue and pink colors indicate inner cell mass (ICM) and trophectoderm

(TE) cells, respectively.
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a recent study, we were able to demonstrate that the exposure
of young mice to PM, , present in ambient air was implicated in
disruption of the first two cell lineages allocation pattern at the
blastocyst stage, without interfering in the fertilization or early
development of the embryos®. Based on these observations and
on the contemporary tendency in our society of women to delay
childbearing until relatively late in their reproductive lives, our
study was designed to test the hypothesis that chronic exposure
to particulate air pollution may, in fact, have a more profound
impact on cell lineage segregation in blastocysts in the latter part
of reproductive life, using the IVF mouse model.

In the current experiment, we found no difference in the re-
productive outcome of mice exposed to ambient or filtered air, in
terms of gestation length, litter size, litter birth weight, live birth
index, and sex ratio. The same results were found in a previous
study from our laboratory, in which pregnant mice were exposed
to ambient PM, . during the same time frame®. These findings
partially disagree with a previous study in which a poorer repro-
ductive outcome, reflected by the loss of 33% of live-born pups
per mouse in the group exposed to environmental air pollution
was observed®. The discrepancy observed among these studies
could be attributed to methodological differences of the latter
study, mainly the mouse strain used, different exposure period,
and differential exposure to NO,.

The detrimental effect of smoking on ovarian reserve increas-
ing the rate of follicular depletion and accelerating the loss of re-
productive function®, more evidentin older women', prompted
us to investigate the effects of pre- and/or postnatal exposure
of female mice at the end of their reproductive life to ambient
PM, . on the ovarian response to gonadotrophins. Even though
the mechanisms involved in the detrimental reproductive effect
of smoking were not the same as those from the air pollution
exposure, they may share similar pathways, since PM, ; contains
high concentrations of toxic substances such as organic com-
pounds (PAH) and soluble metals, the primary toxicants found
in cigarette smoke. Our results showed that the distribution pat-
tern of the different levels of ovarian response to gonadotrophins
among female mice pre- and/or postnatally exposed to ambient
PM, . undergoing IVF was similar to that from the control group,
suggesting that chronic exposure to daily variations in ambient
PM, . may not affect ovarian reserve or, if it affects, it may have
no clinical importance throughout the reproductive lifespan.
This finding confirm previous observation in young mice that
exposure to particulate air pollution does not affect ovarian re-
sponse to gonadotrophins®.

No effect on IVE, embryo development up to the blastocyst
stage, or hatching process was observed in mice exposed to am-
bient air when compared to those exposed to filtered air, inde-

pendently of prenatal exposure or ovarian response pattern. The

same results were found in previous studies from our laboratory,
in which mice, at the beginning of their reproductive lives, were
either exposed to diesel exhaust particles during a short period
of time or chronically exposed to ambient PM, * — although
in the latter study, the ovarian response pattern had a negative
impact on preimplantation embryo development as evidenced
by the significant impairment of IVF and embryo development
observed in the high response group when compared to moder-
ate and poor response subgroups. The lack of effect of ovarian
response pattern on the embryo development observed in this
study may be attributed to the natural decline in ovarian func-
tion since the mice selected for this study were at the end of their
reproductive lives.

The functional differentiation of embryonic cells into two
distinct lineages, the ICM cells that bring about all embryonic tis-
sues and part of the extraembryonic membranes and the TE cells
that contribute mainly to the formation of fetal placenta, results
in the formation of the blastocyst and the size of each cell popu-
lation as well as their ratio influence its growth, viability, and
implantation potential as evidenced in experimental and clinical
studies®3¢. Although the molecular regulation of cell segregation
at the blastocyst stage is attributed to the function of transcrip-
tion factors Oct4 and Nanog (ICM cell lineage) and Cdx2 (TE
cell lineage), this process is still not fully understood®*. The
proper specification of ICM and TE lineages required for normal
blastocyst development results from the control that Oct4 and
Cdx2 exert on each other’s expression®’. Due to differences in
cell positioning and metabolic requirements, the ICM cells are
more sensitive to embryotoxic agents*. Thus, the disturbance in
pathways involved in the gene expression of those transcription
factors due to environmental conditions and cell lineage specific
sensitivity may negatively affect embryo development and influ-
ence the pattern of latter development.

Our results show that pre- and/or postnatal exposure to am-
bient PM, , disrupts the normal regulation of cell specification at
the blastocyst stage by significantly reducing the proliferation of
ICM cell population and decreasing the ICM/TE ratio and, con-
sequently, limits the stem cell pool for fetal and extraembryonic
lineages. On the other hand, the total cell number of blastocysts
obtained from mice exposed to ambient PM, | was not affected
as a result of an increase in the number of TE cells, suggesting
a deviation of the normal segregation process towards TE cell
lineage. The magnitude of this effect was not changed neither
by the age of the mice, prenatal exposure to ambient PM, ; or by
ovarian response pattern to gonadotrophins, and was, in fact, the
same as the one we observed in a similar experiment using mice
at the beginning of their reproductive lives?®. The cell lineage
specification disruption at the blastocyst stage identified in this
study may indicate the pathway through which poor obstetric

Reprod Clim. 2009; 24(1):29-40

37




Maluf et al

outcome, reflected by implantation failure and early pregnancy
loss, was previously observed in mice exposed to air pollution®.
Based on these findings, we could hypothesize that ambient
PM, . could either determine the overexpression of the transcrip-
tion factor Cdx2, directing the allocation of the initially totipo-
tent cells of the embryo to the TE lineage or trigger the oxidative
DNA damage and cell apoptosis and reducing significantly ICM
cell population, and thus negatively influence pregnancy viabil-
ity in mice exposed to ambient PM, .

Some important strengths of the study’s experimental de-
sign include the use of an exposure chamber that closely mim-
ics the level of particulate air pollution that is common in many
large urban environments, the confirmation of the disruption
of cell lineage specification at the blastocyst stage of embryo
development at either extreme of reproductive lifespan of mice
exposed to ambient PM, ; that shared, at least in part, the same
conditions of exposure during pregnancy and the first six weeks
of postnatal life, and the observation that long-term, repeated
exposure to particulate air pollution does not enhance the dis-
ruptive effect on the segregation of the first two cell lineages
of the embryo in older mice despite their genetic variability.
On the other hand, some limitations of our study should be
pointed out. First, we cannot specifically attribute the repro-
ductive toxicity to ambient PM, . since the filtering system of
the chambers did not retain gaseous pollutants and the range
of the detrimental effects of physical and chemical interaction
among them was not evaluated. Epidemiologic studies evaluat-
ing the role of gaseous pollutants as confounders of ambient
PM, . health effects showed that the use of multiple pollutant
models in these studies may not be suitable and the health ef-

fects attributed to ambient gases may actually be a result of
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blastocyst stage, both in young and old female mice, in a similar
way, compromising implantation potential and future viability
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Resumo

A bioética é um ramo da ética que discute as intervencdes biologicas na estrutura bioldgica humana que provocam dlvidas quanto ao respeito
ou Nnao aos valores éticos. Estd associada a genética e a reproducao humana, bem como as técnicas de fertilizacdo. As técnicas de reproducdo
humana assistida (RHA) tém como objetivo a geracao de novos individuos. Trata-se de um tema polémico e atual que desencadeia debates éticos e
questionamentos juridicos, visto que interfere no processo de procriacao natural do homem, desafiando o direito, principalmente no que tange as
relacdes de parentesco, fazendo com que o conceito de filiacdo seja repensado. As procriacdes artificiais perturbaram as representacdes tradicionais
dos modos de concepcao e das estruturas de parentesco. A fecundagdo in vitro criou uma situacao especialissima na historia da maternidade: pela
primeira vez, o inicio da vida humana pode se dissociar do corpo da mulher geradora. Portanto, no caso da RHA, especificamente a fecundacéo in
Vitro, Criou-se uma situacdo totalmente inédita para a qual ndo existe nenhuma legislacdo ou, quando muito, legislacdes previstas para circunstancias
diferentes, mas que ndo impedem hoje 0 uso improprio dessas técnicas aplicadas a RHA. Sem dlvida, a bioética ndo pode e nem deve ignorar o
processo legislativo, mas manter-se aberta as vozes ativas do campo da reproducdo humana. Reconhecer esse dado significa respeitar o ser
humano em si mesmo, durante todo o seu desenvolvimento, e para além dele proprio, 0s seus semelhantes.

Unitermos: Bioética; Reproducdo humana assistida; Regulamentacdes.

Abstract

The bioethics is a branch of ethics that discusses the biological interventions in human biological structure, causing doubts in what concerns the
fact of respecting or not the ethical values. It is associated to the genetics and human reproduction, as well as fertilization techniques. The assisted
human reproduction (AHR) technigues have the objective of generating new individuals. It is a controversial and current theme that unleashes ethical
debates and juridical issues, because it interferes in the natural process of human procreation, challenging the law, mainly the family relationship, and
inciting a new point of view over the concept of affiliation. The artificial procreations disturb the traditional representations of conception and kinship
structures. The fecundation in vitro created an exceptional situation in the history of the maternity: for the first time, the beginning of human life could
be dissociated of woman’s body. Therefore, in AHR cases, specifically in vitro fecundation, a brand new situation has been brought up for which no
legislation was regulated; legislations are used for different circumstances, but do not block the inappropriate use of those applied techniques to AHR.
There is no doubt that the bioethics can not ignore the legislative process, but it also has to be opened to the active voices of human reproduction
field. Recognizing these data means respecting humans during all their development and beyond the individuals, referring to their fellow creatures.

Uniterms: Bioethics; Assisted human reproduction; Regulations.
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Introducao

A bioética é um ramo da ética aplicada que estuda as impli-
cagbes de valor das praticas e desenvolvimento das ciéncias da
vida. Estd associada a genética e reprodugdo humana, bem como
as técnicas de fertilizacdo. Sao temas polémicos e atuais que de-
sencadeiam debates éticos e questionamentos juridicos, visto que
interferem no processo de procriagdo natural do homem, desafian-
do o direito, principalmente em relagao as relagoes de parentesco,
fazendo com que o conceito de filiagdo seja repensado.

Os aspectos éticos ndo vém sendo tratados com o rigor ne-
cessario pelos 6rgaos de comunicagao. Cabe alertar que os ins-
trumentos juridicos legais ndo impedem hoje o uso impréprio
das técnicas aplicadas a RHA, a ndo ser por algumas normas,
regulamentagdes e diretrizes estabelecidas.

Isso traz uma reflexdo sobre as técnicas de fertilizacdo e os
avangos obtidos, contrapondo com os conceitos morais e éticos

da sociedade.
Historico

Aristoteles é considerado o primeiro autor a apresentar a ética
de forma sistematizada, buscando os principios da acdo humana
por meio de uma reflexdo acerca da diferenca entre conhecimen-
to tedrico e pratico. No século 4 a.C., Aristoteles escreveu um
tratado de embriologia'.

A bioética ndo é apenas um tema legitimo do campo dos
direitos humanos, mas suas origens remontam a luta pelo esta-
belecimento dos direitos humanos e seu marco histérico €, sem
davida, o Tribunal de Nuremberg (1945-1946). Esse é o momen-
to do inicio da bioética. A revelacio das barbaries cometidas
pelos médicos nazistas despertou para o perigo de se fazer da
ciéncia um uso inadequado. Com isso, o Cédigo de Nuremberg
(1947) configurou-se como o primeiro indicador de cunho uni-
versal da necessidade de aliar a pesquisa cientifica ao respeito
pelo ser humano.

Mesmo apds o aparecimento do Cddigo de Nuremberg,
as infracdes éticas, infelizmente, continuaram e continuam a
ocorrer.

O aumento do numero de situacdes abusivas levou a
Organizagao Mundial de Satde (OMS) a discutir a questao e a
rever o Cédigo, considerando que os individuos devem ser pro-
tegidos por algum comité de bioética sob regulamentacio fede-
ral, pois, nesse, ndo ha mencao de um comité de ética que confira
ao pesquisador a responsabilidade de zelar pelos direitos e pelo
bem-estar dos individuos que participarem da pesquisa®.

Na composicdo de uma comissdo de bioética, seus membros
devem ser capazes de compreender a complexidade e os multiplos

aspectos éticos presentes. Do contrario, suas atividades resultardo

em recomendagdes injustas, inapropriadas e ndo-operacionais. A
inclusdo de profissionais qualificados que integram o segmento
social de mais elevado nivel educacional introduz o problema da
onipoténcia e do elitismo, o que pode tornar uma comissdo ilegi-
tima, composta por membros qualificados, mas ndo representati-
vos dos valores e interesses dos outros segmentos. E para que um
dispositivo legal obtenha éxito, é necessario que seja amplamente
reconhecido como legitimo pela sociedade.

Com o termo ‘bioética’, tenta-se focalizar a reflexdo ética no
fenémeno da vida. Constata-se que existem formas diversas de
vida e modos diferentes de consideragdo dos aspectos éticos a
elas relacionados.

A bioética nasceu e se desenvolveu a partir ndo apenas dos
grandes avancos da biologia molecular e da biotecnologia apli-
cada a medicina nos Ultimos anos, como também da dentncia
dos abusos realizados pela experimentagado biomédica em seres
humanos. As intervencdes dos poderes legislativo e executivo
em questdes que envolvem protecdo a vida também contribu-
fram para tal desenvolvimento, assim como as declaragoes das
institui¢es religiosas sobre o tema®.

E devido a essa bioética que a genética tem apresentado, nos
Ultimos anos, uma série de desafios éticos, o que se pode dizer
que produziu uma perplexidade no seio da comunidade com a
apresentagdo da reproducdo humana assistida (RHA). A histéria
da humanidade sempre revelou uma intensa preocupagdo com a
questdo da fecundidade e, inversamente, temeu o risco da esteri-
lidade, motivo de exclusdo em grupos familiares e sociais.

Os mitos a respeito da esterilidade, nascidos entre os povos
antigos, e as citagoes sobre infertilidade constante dos textos bi-
blicos deixam claro que a esterilidade para a humanidade teve
sempre muita importancia, sendo, por isso, motivo de investiga-
¢do e questionamento durante toda a histéria. Sé no final do sé-
culo 16 (em 1590) essa concepgao passou a mudar com os avan-
¢os cientificos, sendo que as tentativas de realizar procedimentos
de reprodugao assistida foram iniciadas no final do século 18*

Vive-se numa época em que o progresso acelerado da tecno-
ciéncia nos coloca, quase diariamente, diante de novas desco-
bertas. No entanto, algumas novidades sdo tao marcantes que,
diante delas, ndo podemos permanecer indiferentes.

Com isso, o nascimento dos bebés inseminados artificial-
mente deixou de ser um acontecimento raro e passou a fazer
parte, normalmente, da forma terapéutica do tratamento dos

problemas como o da esterilidade.

A importancia da biojuridicizacao da bioética

Torna-se patente a importancia da aproximacdo que deve
existir entre direito e bioética. S3o assuntos que reclamam a

interferéncia estatal por intermédio de seus 6rgaos legislativos,
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buscando-se estabelecer limites dentro dos quais se considerara
licita determinada conduta.

Esse mais novo ramo do estudo juridico é resultado da conexao,
maior e mais intensa, entre bioética e biodireito, pois mesmo sendo
duas grandezas distintas sdo ao mesmo tempo inseparaveis.

E a partir da bioética que as nogdes do biodireito giram em
torno daquelas proposicdes juridicas que tém a vida como obje-
to principal. As regras do direito correspondem a finalidade do
Direito e nao da moral. Bioética e Direito, bem como biodireito
e bioética sdo dois modos diversos de afrontar as questdes do
respeito a vida humana®.

Diante de tais problemas, a bioética e o biodireito defrontam-
se com a dificuldade de traduzir em leis positivas e em principios
éticos de acdo uma ordem ética e juridica que tutele e faga obede-
cidos os direitos fundamentais do homem nesse campo.

Dai a necessidade de articular a bioética com o biodireito e
o biodireito com a bioética. Ambas as instancias se ajudam mu-
tuamente. A bioética provocara o biodireito com suas reflexdes
a partir de uma perspectiva mais ampliada de tutela da vida e da
dignidade humana. Isso englobara todas as situacoes e todos os
direitos do individuo, interrogando-o e solicitando-lhe leis posi-

tivas mais especificas.

Questionamentos bioéticos das técnicas de reproducdo
humana assistida

Nesse campo, qualquer transgressdo, mesmo nao regulada

a matéria em lei, afigura-se igualmente ilicita por ofender bens

que simultaneamente sdo juridicos na medida em que o Direito

constitui o minimo ético fecundado pelos principios da ética e

da moral.

Muitos sdo os questionamentos éticos que se seguiram a di-
fusdo do uso das técnicas de reprodugdo humana assistida:

® 0 primeiro questionamento diz respeito as novas técnicas
que vém sendo aplicadas sem que se dé o tempo necessario
para sua experimenta¢do. Uma determinada técnica, apli-
cada sem escripulos e sem os testes necessarios — muitas
vezes, a fama de seu criador ou o lucro do laboratério tem
preferéncia — pode vir a resultar em atentado contra a vida
da mae ou do fetoS;

* o segundo se refere ao fato de os embrides congelados
nem sempre serem destinados a uma gravidez. Eles podem
servir como objeto de pesquisa, ser geneticamente mani-
pulados ou simplesmente destruidos, como aconteceu na

Inglaterra em 1996°.

O comércio de embrides com espécies classificadas de acor-
do com os genes caracteristicos e determinado tipo de pele,

olhos, cabelos, ja € uma realidade. No entanto, de acordo com os

padrdes juridicos atuais e dominantes, ndo se pode validar qual-
quer pratica de comercializagao de embrides. Toda intervengao
humana deve ter um limite e um critério a serem estabelecidos
para o bem-estar do individuo humano.

A realidade é que, na fertilizagdo in vitro, os abortamentos “es-
pontaneos”, ocorrem em maior nimero do que na gestagao na-
tural. Os argumentos dos meios cientificos sdo de que o nimero
de abortamentos tende a diminuir na mesma propor¢ao do aper-
feicoamento cientifico das técnicas utilizadas, até que se atinjam
os parametros dos abortos ocorridos na fecundacio natural®.

A RHA pode expor o embrido a riscos tanto individualmente
(com malformagdes e ao possivel aborto) como socialmente, ou
seja, sobre o direito de filiagdo, da maternidade, quando a “mae
gestante” for diferente da “mae bioldgica”, e da paternidade,
quando ndo se sabe quem ¢ o “pai biolégico”.

Tal procedimento justificaria, entdo, a produgdo de um ser
humano no laboratério, cujas possibilidades de sobrevivéncia
sdo de fato bastante limitadas e implica, em todo caso, a morte
de varios embrides¢

Mas, independentemente da forma de regras adotadas, atual-
mente pode-se dizer que em todos os paises, a ética da pesquisa
biomédica é inspirada em um conjunto de textos internacionais,
obtendo-se regras mais ou menos comparaveis.

Em 1988, o Conselho Nacional de Satde publicouaResolugao
01/88, que definia os aspectos éticos a serem seguidos nas pes-
quisas em seres humanos no pais. Esse documento apresentou
dificuldades operacionais que, junto aos avangos cientificos e tec-
nolégicos observados em nivel mundial, evidenciaram a necessi-
dade de revisa-la. Para isso, foram consultados varios setores da
sociedade brasileira, bem como da comunidade cientifica, para
que se identificasse o que deveria ser aprimorado. O resultado foi
a Resolugao 196/96 Sobre Pesquisa Envolvendo Seres Humanos,
atualmente em vigor. Embora a Resolugdo 196/96 nio seja o Gni-
co parametro quanto as questdes éticas envolvidas na pesquisa
com seres humanos no PBrasil, ela é um dos documentos que
normatiza esses aspectos no pais, esperando-se que a pratica dos
pesquisadores seja guiada pelos seus principios.

As exigéncias da Resolugdo 196/96 quanto ao consentimen-
to livre e esclarecido impdem aos pesquisadores o esforgo de
traduzir a sua linguagem, usualmente técnica, em um discurso
adequado ao universo cultural e as necessidades de seus po-
tenciais sujeitos, de maneira a respeitar sua autonomia. Nao se
sabe, porém, se aquilo que esta estabelecido na Resolugdo tem
sido factivel, na experiéncia de pesquisadores brasileiros, com o
processo de obtengdo do consentimento, uma vez que nao se
encontram relatos na literatura.

Hoje é possivel para o cientista dissociar geragdo de gesta-

¢do e nascimento. Se no processo natural de reprodugio isso
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acontece sem grandes preocupagdes, é natural que ocorram pro-
blemas de ordem psicoldgica na interrupgao artificial da vida de
um feto in vitro.

Além disso, ha a possibilidade de um geneticista, no mo-
mento da geragdo, ter ao seu alcance as células germinativas e
manipuld-las arbitrariamente. Nesse caso, passa-se da area da
fertilizagdo assistida para o campo da engenharia genética’.

Basta dar asas a imaginagdo para supor quantas coisas podem
acontecer nesse caso. E suficiente que o pesquisador ndo tenha
consciéncia ética ou que interesses econdmicos predominem.

Atualmente, no Brasil, diante das manifestagdes de varios
juristas e estudiosos, a tendéncia predominante € a da aceitagdo
da regulamentagéo legal da RHA, conforme se vem confirmando

mundialmente.

Bioética e reproducdo humana assistida

Conforme ja foi abordado, a bioética discute as intervengdes
bioldgicas na estrutura bioldgica humana que provocem duvidas
quanto ao respeito ou nio aos valores éticos. No entanto, para
além das questdes puramente éticas, existem também aspectos
politicos e econdmicos nelas envolvidos.

O centro da intervencao bioética é fazer com que as pessoas
que cuidam da vida humana, em todos os seus aspectos, tenham
um comportamento condizente com o que anseia a sociedade®.

A polémica que envolve a inseminagao, fertilizagao ou repro-
dugdo humana assistida (RHA), torna-se o tema preferido dos
debates bioéticos, das discussoes sobre os rumos da ciéncia e
das polémicas teolégicas, ao mesmo tempo em que constitui um
verdadeiro desafio para os juristas.

“Para a Organizagdo Mundial da Saude, a infertilidade se
constitui na auséncia de concepgao depois de, pelo menos, dois
anos de relagdes sexuais sem prote¢ao”™.

A infertilidade é a incapacidade de ter filhos vivos, sendo
possivel a fecundagdo e o desenvolvimento do embrido ou feto,
o que equivale a hipofertilidade. A infertilidade ou esterilidade
pode se originar tanto em causas femininas como masculinas e,
normalmente, qualifica-se como um problema de ordem fisica
ou psicolégica detectado na mulher ou no homem.

“No Brasil, as pesquisas realizadas constatam que metade
dos casos de esterilidade deriva de sequelas dos processos infec-
ciosos ou doencas venéreas aliados ao stress”!’.

Em marco de 1990, o Comité Nacional de Bioética na Italia
deu inicio a primeira discussdo moral sobre reprodugdo huma-
na assistida, abordando a forma como as técnicas e as doacdes
devem ser manuseadas junto ao mercado, sendo que um dos
principais aspectos éticos considerados na RHA é o carater ndo
lucrativo ou comercial, sendo vedada qualquer modalidade

remunerada.

O Comité Nacional de Bioética tentou ndo comprometer-se
com esse tema, considerado muito dificil devido a hostilidade
da Igreja Catdlica'. Ela se coloca contra o fendmeno em si por-
que o considera uma separagdo arbitraria entre o ato sexual e o
ato reprodutivo e, mais ainda, contra a inseminagao heterdloga,
como é normalmente chamada a fecundacao com sémen nao
pertencente ao marido, considerado pela igreja proporcional a
uma infidelidade conjugal.

A fecundagao assistida estaria, agora, propondo uma possibi-
lidade de oferecer ao mercado esperma de todos os tipos huma-
nos e selecionados com bases nas caracteristicas raciais, estéticas
e intelectuais consideradas desejaveis. Mas, na verdade, essas
garantias ndo podem ser absolutas, pois houve casos nos quais
casais que haviam pago rejeitaram os neonatos porque nasceram
com evidentes deformacdes (como Sindrome de Down) que as
vezes sdo impossiveis de ser previstas também nos nascimentos
normais. Sabe-se que no mercado o cliente s6 leva o produto se
estiver em bom estado. Em outros casos ocorreu o oposto: maes
substitutas que, mesmo havendo assinado contrato de cessao,
depois se recusaram a entregar a mercadoria’’.

O desenvolvimento das técnicas de RHA associado a procura
dos “consumidores” de institui¢Ges especializadas em disponibi-
lizar tais técnicas ao alcance da sociedade trouxeram a realidade
uma verdadeira “industria” dos Uteros de aluguel.

Sabe-se, no entanto, que a finalidade da fertilizagdo in vitro
pode percorrer outros perigosos caminhos. Pode ter finalidade
puramente cientifica, de conhecer as caracteristicas da fecundagao
e o desenvolvimento da vida humana a partir do momento que
passa a nao ter importancia, podendo, entdo, utilizar o ser huma-
no como coisa ou objeto de mercado. No entanto, a fertilizagao in
vitro podera ter fins eugénicos, conhecendo-se mais exatamente as
doengas hereditarias, com a possibilidade de cura-las.

A partir do momento da concepgdo, o que entra em jogo € a
vida de um novo ser humano; mesmo que em forma incipiente
de desenvolvimento, trata-se de vida humana. O mais grave in-
conveniente de ordem moral e ética em relacdo a fertilizagio in
vitro diz respeito ao fato de o embrido ser manuseado e tratado
como coisa, congelado e armazenado da mesma forma aplicada
ao restante de um produto qualquer. Este ainda pode ser elimi-
nado e, caso ndo seja mais necessaria a sua utilizagao, podera ser
aproveitado (os embrides restantes) para experiéncias cientificas
ou outros tipos de experimento; os embrides com anomalias sdo
descartados e eliminados, como produtos defeituosos que de-
vam ser colocados fora do mercado®.

A pratica da fertilizagao in vitro implica, pelo menos atualmen-
te, um conjunto de aspectos de valoragdo ética que se dirigem a:
perda deliberada ou prevista de embrides precoces, utilizagdo do
embrido nas pesquisas, risco de aborto do embrido tanto antes

como depois da sua transferéncia para o Gtero’.
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Torna-se cada vez mais assombroso o poder do homem dian-
te das pesquisas empreendidas na ciéncia da vida que avancam
para descerrar um novo tipo de humanidade e sociedade.

Hoje, existem clinicas que oferecem servigos completos
abrangendo desde a assisténcia médica no momento da insemi-
nagdo até a cobertura no dmbito juridico. Do ponto de vista ju-
ridico, o aluguel do Utero é, normalmente, acompanhado de um
contrato, conhecido como contrato de gestagao®. Para cada caso
um “prego de mercado”.

Acredita-se que isso se deva ao fato de que aspectos éticos e
religiosos muitos cadentes entram em cena. Possui alma¢ A quem
cabe decidir seu destino¢ Essas sdo apenas algumas questdes que
véo surgindo nas diversas doutrinas filosoficas ou religiosas. Mas,
enquanto a discussdo no ambito da filosofia e das religiGes vai
amadurecendo, no campo juridico ha urgéncia em se estabelecer
uma legislagdo adequada aos casos que caminham nos tribunais.

Na perspectiva do Direito Penal, a posigdo mais comum ¢é a de
aguardar os acontecimentos. De fato, rarissimos sdo os lugares onde
o uso do expediente do Utero de aluguel criminalize tanto a ativida-
de da ofertante quanto a dos que encomendam seus servigos.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa),
no Brasil, houve um crescimento expressivo do nimero de cli-
nicas especializadas nas técnicas de RHA, fato que justifica a ne-
cessidade de uma legislacdo que resguarde os direitos e a satde
de todos os envolvidos, estabelecendo critérios e responsabilida-
des dos profissionais que a utilizam'.

Os aspectos éticos mais importantes sdo aqueles relativos a
utilizacdo do consentimento informado, a selecdo de sexo, a do-
acdo de espermatozoides, évulos, pré-embrides, a maternidade
substitutiva, a reducdo embrionaria e a utilizacado da técnica em
casais sem problema de infertilidade.

Goldim'®, do Comité de Bioética em Pesquisa de Porto Alegre
(RS), diz que uma demanda ja encaminhada ao Poder Legislativo
do Rio Grande do Sul é a utilizagdo para fins de prote¢ado ao parcei-
ro portador do virus HIV. As técnicas de reprodugao seriam utiliza-
das com o objetivo de proteger o parceiro de uma eventual conta-
minagdo. Esse mesmo autor ressalta outra area bastante polémica,
que envolve casais homossexuais femininos e reprodugao.

Goldim' ainda se manifestou de forma mais sucinta e razoavel
em relagdo a RHA, esclarecendo as orientagbes sobre seus proprios
objetivos e limites. O documento recomenda que seja banida toda a
exploragdo comercial ou industrial de gametas embrionarios e teci-
dos fetais e que, com esse propdsito, seja sancionada a proibigo de
qualquer forma de recompensa, intermediagao e publicidades.

Gametas, embrido, feto, pertencem a que ordem, das pes-
soas ou das coisas¢ O que fazer com os embrides excedentes¢
Poderao ser eliminados ou doados para casais¢

O répido desenvolvimento da RHA e suas inusitadas téc-

nicas fizeram surgir muitas interroga¢des demonstrando a

grave e profunda dimensdo do problema, ndo podendo, em
nenhum momento, deixar de lado as questdes da ética e da
moralidade.

Os embrides nao transferidos, denominados excedentes,
constituem séria questao que assume CONtornos éticos, sociais e
juridicos. Mas, na tentativa de evitar uma eliminagdo em massa
desses embribes, alguns centros médicos os mantém congelados
para futuras transferéncias ou para possibilitar pesquisas e mani-
pulagdo com os mais variados fins®.

Nao existe, até o momento, qualquer direito constitucional
que proiba ou regule esse tipo de recurso utilizado para a repro-
ducio. E importante lembrar que as leis brasileiras protegem ape-
nas o nascituro como ser em vida intrauterina e ndo configuram a
hipétese de um embrido existir fora do corpo da mae’.

Esses procedimentos, além de apresentarem problemas na
utilizacdo das técnicas de RHA até mesmo na obtengdo de ape-
nas um embrido a ser fecundado, apresentam problemas éticos e
juridicos da maior gravidade, provocando debates que estao lon-
ge de culminarem em uma definicdo harménica e consensual.

Mas o fato novo, para a qual a sociedade ainda ndo tem res-
posta, é que os progressos cientificos criaram diferentes etapas
do processo de reprodugio e, ao mesmo tempo, obrigaram a
considerar separadamente o interesse dos pacientes (no caso, o
casal) e aquele decorrente da futura crianca.

Realmente, as procriagdes artificiais perturbam nossas repre-
sentagOes tradicionais dos modos de concepgao e das estruturas
de parentesco. A fecundagdo “in vitro” criou uma situagdo espe-
cial na histéria da maternidade e, pela primeira vez na histéria da
humanidade, o comego da vida humana pode estar dissociado

do corpo da mulher geradora’s.

A reprodugdo humana assistida
e o codigo civil brasileiro

O novo Cédigo Civil incluiu entre os filhos presumidos como
concebidos na constancia do casamento aqueles gerados por fecun-
dagao artificial homéloga, mesmo que falecido o marido, e aqueles
gerados por inseminag3o artificial heteréloga desde que tenha pré-
via autoriza¢do do marido (art. 1.597, 1II, IV e V, respectivamente)"’.

Pessini e Barchifontane'® e o Novo Cédigo Civil falam que,
na verdade, apds a possibilidade de verificagao do vinculo gené-
tico por meio do exame de DNA, a presungdo assume um papel
secundario, visto que os tribunais brasileiros tendem a atribuir a
paternidade ao pai biolégico em detrimento do pai socioafetivo.

Constata-se, de qualquer modo, a preocupacio dos legisla-
dores com a utilizacdo das técnicas de RHA. Considerados todos
os principios constitucionais que regem o c6digo, conclui-se que
o comprometimento do pai em tais hipteses deve ser absoluto.

As disposigoes relativas as técnicas de RHA s6 se referem aos

filhos gerados no casamento, Unicos beneficiados com a presungao
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de paternidade. A utilizagdo das técnicas de reprodugo assistida
gera uma série de outras importantes questoes nao cogitadas pela
nova lei civil, tais como gestagdo de substituigao, relagdo com os

doadores de gametas, destino dos embrides excedentes.

Resultado e Discussao

O direito ao planejamento familiar encontra-se regulamenta-
do pelalein. 9.263, de 12 de janeiro de 1996, que o declara direi-
to de todo cidaddo (art.1°), incluindo “a assisténcia a concepgdo
e contracepgao”, devendo ser oferecidos para o exercicio do pla-
nejamento familiar “todos os métodos e técnicas de concepgdo
e contracepcdo cientificamente aceitos e que ndo coloquem em
risco a vida e a satide das pessoas, garantida a liberdade e opgao”
(art. 3°, paragrafo Unico, I, e 9°). E razodvel concluir que as técni-
cas de reprodugdo assistida sdo alcangadas pela citada lei'’.

Atualmente, no Brasil, ndo ha nenhuma lei que ampare e
regule a RHA, havendo, entretanto, no dambito do Congresso
Nacional, projetos de lei em andlise que estabelecem normas
para o uso das técnicas de reprodugio.

O projeto de lei mais completo e abrangente é o de n. 90/99,
que ainda tramita burocraticamente no Congresso Nacional, jun-
to a comissao de Constituicao e Justica do Senado Federal.

Portanto, a caréncia de legislagdo especifica, o brocardo juri-
dico, pelo qual o que ndo é proibido é permitido, e mais a evo-
lugao tecnoldgica que hoje integra o nosso cotidiano fazem com
que a RHA seja livremente praticada, explorada e consentida,
sem que nenhum controle governamental se faga valer.

As técnicas de RHA, como qualquer ato médico, deve seguir
a vertente ética e ser direcionada pelos principios bioéticos, que
serviram de pilares para a decisdo que estabeleceu a resolugdo
1358/92 do Conselho Federal de Medicina (CFM) como a tnica
norma que estabelece regras gerais para os profissionais médicos
que atuam com RHA, uma vez que tal resolugdo possui carater
meramente ético sem repercussoes juridicas propriamente ditas
devido ao fato de ndo possuir forca cogente®.

Portanto, mesmo que as clinicas especializadas em RHA
estejam atuando a todo vapor em face do volume de pessoas
inférteis que anseiam por filhos, ndo existe nenhuma lei que as
ampare ou regule os seus procedimentos.

Apenas para nao ser omisso, foi publicada no Brasil, em 5 de
janeiro de 1995, a lei 8.974 (revogada em 24 de margo de 2005),
também chamada Lei de Biosseguranga, que estabelece normas
para o uso das técnicas de engenharia genética e considera crime,
em seu artigo 13, quaisquer manipulagdes de células germinati-
vas humanas, justamente como precaugdo a clonagem e eugenia,
e que levou o Conselho Nacional de Satde a editar a Resolugao
196/96, dispondo sobre normas e diretrizes regulamentadoras de

pesquisas envolvendo seres humanos, a qual foi, posteriormente,

completada pela Resolugdo 303/00 do mesmo drgéo para incluir
o tema especial da reprodugdo humana assistida’.

O profissional que lida com a RHA deve esclarecer seus pa-
cientes de todos os riscos, procedimentos, custos e probabilida-
de de sucesso de cada técnica existente. Deve, também, alerta-lo
acerca dos direitos e obrigagdes que surgem com o nascimento
da crianca e das vinculagdes juridicas a que estio sujeitos.

Ao lado do aspecto bioldgico, pode ocorrer a duplicidade de
pais ou maes socialmente aceitos ou legalmente presumidos, de
acordo com o status dos mesmos em relacao a sociedade®.

No que tange a questao bioética da RHA, cumpre fazer a se-
guinte reflexdo: pode-se, e deve-se, desenvolver tudo que ¢é cien-
tifico e tecnicamente possivel em matéria de experiéncias sobre o
homem, de utilizagdo do corpo humano e da procriagao¢

A moral e o direito positivo estdo suficientemente aptos a
enfrentar essas novas questdes¢ Ou, ainda, estariam as novas
técnicas exigindo novas regras capazes ndo s6 de contornar os
problemas dal decorrentes, como também estabelecer limites de
aplicagdo dos novos conhecimentos¢

Realmente, as procriagdes artificiais perturbaram nossas repre-
sentagbes tradicionais dos modos de concepgdo e das estruturas
de parentesco. A fecundaco i vitro criou uma situacio especialis-
sima na histéria da maternidade: pela primeira vez, o inicio da vida
humana se encontra dissociado do corpo da mulher geradora.

O desenvolvimento da ciéncia, porém, é irreversivel e neces-
sario, desde que nao viole normas éticas que desconsideram a
dignidade humana.

Sem duvida, a bioética ndo pode nem deve ignorar o processo
legislativo, pois um contexto complexo como esse, implicando
sexualidade, reproducdo, familia, casamento, futuras geragdes e
o proprio conceito de vida, traz desafios permanentes, e que se
renovam, para o debate sobre ética, ciéncia e politica, bem como
para a reflexdo bioética que deve estar aberta as vozes ativas do
campo da reprodugao humana.

Cabe, portanto, aceitar e enfrentar o desenvolvimento tecno-
16gico ao mesmo tempo, deixando de lado respostas imediatas e
simplistas de aprovacao ou reprovacao e buscando articular uma
permanente discussdo sobre os desejos e poderes nas relagdes
de género focalizando as estruturas juridicas, antropoldgicas e
psicoldgicas da maternidade e paternidade que respeitam a dig-

nidade humana.

Consideracoes Finais

Os avangos da tecnologia tém causado grandes perplexidades
na érea das Ciéncias Sociais, notadamente na esfera juridica que
nao tem conseguido dar respostas satisfatérias aos problemas
surgidos em decorréncia dos avancos nas ciéncias biolégicas. E

nesse contexto que se situam as novas técnicas de RHA.
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Aspectos éticos e legais da reproducdo

O acesso universal as técnicas de RHA, assegurado juridicamen-
te, se justificard apenas como procedimento auxiliar na procriagao.
Sendo assim, é recomendavel que o recurso as técnicas se dé quan-
do houver limitagdo & reprodugdo ou risco aumentado da geragio
de filhos com doengas genéticas. Em qualquer hipotese, a técnica
de RHA deve ser uma pratica excepcional e ndo habitual, que gere
sempre mais beneficios do que riscos, inclusive para os filhos.

A proibigao pura e simples, ou seja, ndo amparada por qual-
quer outro principio superior, acaba por afrontar um direito
constitucionalmente garantido.

O consentimento livre e esclarecido, inclusive quanto aos
efeitos éticos, juridicos, bioldgicos e econdmicos de todos os en-
volvidos nas técnicas (beneficidrios, doadores e gestantes subs-
titutas) é requisito obrigatério. A auséncia do consentimento ou
a falta de mencao dos referidos efeitos compromete sua eficacia
juridica, devendo sujeitar os profissionais que promovem e utili-

zam as técnicas a responsabilizacao.

Referéncias hibliograficas

Com isso, a legislagdo que disciplinar a utilizagdo das téc-
nicas de RHA deve dedicar um capitulo as clinicas, centros,
servigos e profissionais que participem da aplicagdo das técni-
cas, prevendo autorizagdo para funcionamento e fiscalizagdo
periddica.

Enfim, o valor da pessoa humana que informa todo o or-
denamento estende-se pelo caminho da similitude, a todos
os seres humanos, sejam nascidos, ainda em processo de
desenvolvimento no Utero, ou mantidos em laboratério, e o
reconhecimento desse valor dita os limites juridicos para as
atividades biomédicas. A maior ou menor viabilidade em se
caracterizarem uns e outros como sujeitos de direitos ndo im-
plica diversifica-los na vida que representam e na dignidade
que lhes é essencial. Reconhecer esse dado significa respeitar
o ser humano em si mesmo durante todo o seu desenvolvi-
mento, e para além dele préprio, no que diz respeito a seus
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