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Sociedade Brasileira de Reproducao Humana (SBRH)
Editorial do XXV Congresso Brasileiro de Reproducao Humana

1174 Medicina € a arte e a ciéncia de prevenir e curar’, ja ensinavam os docentes desde a época
de Hipocrates.

A ciéncia representa a verdade pura da investigagao frente ao conhecimento, sendo que a arte
representa a nobreza espetacular de qualquer atividade ou evento.

A Sociedade Brasileira de Reprodugao Humana (SBRH), com o dever de promover a defe-
sa cientifica e profissional daquele que pratica medicina reprodutiva, estara realizando o XXV
Congresso Brasileiro de Reprodugdo Humana, de 15 a 17 de novembro de 2012, no Centro de
Convengoes Frei Caneca, em Sao Paulo.

Na vertente da defesa profissional, a SBRH tem trabalhado junto as entidades médicas nacio-
nais, especialmente ao Conselho Federal de Medicina (CEM), para normatizar as agbes de pres-
tagao de servigos em reproducao humana. Dessa forma, avanga no sentido de trazer protecao ao
trabalho médico e aos profissionais de satde envolvidos nos eventos assistidos da reproducao,
com o intuito de ser a nossa tenda de trabalho.

Na vertente cientifica, além de ter uma revista qualificada na produgado cientifica e de varios
livros-textos direcionados ao associado, a SBRH ja estabeleceu, por meio da comisséo cientifica,
a melhor programagdo para esse nosso grande encontro de novembro, o que demonstra que a
ciéncia € o0 nosso norte.

Queremos a sua presenca incondicional nesse congresso, que é o maior da America Latina no
ano da reprodugdo humana, para fazermos com que a SBRH permaneca acontecendo de forma vi-

brante em nossa vida, como “arte e ciéncia” em conformidade com o entendimento Hipocratico.

Prof. Dr. Waldemar Naves do Amaral*

* Professor adjunto Il do Depto. de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Goias (UFG); Diretor Cientifico da Sociedade Brasileira de Reprodugao Humana;
Mestrado e Doutorado em Doengas Infecto-Parasitarias em Ginecologia e Obstetricia; Presidente Nacional da Sociedade Brasileira de Ultrassonografia.
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Acao das isoflavonas no estresse oxidativo na

pOs-menopausa da mulher
Effect of isoflavones on oxidative stress in postmenopausal woman

Adriana Aparecida Ferraz Carbonel', Ricardo Santos Simoes?, Maria Candida Pinheiro Baracat®, Regiane Helena
Barros Rabelo*, Miriam Aparecida dos Santos', José Maria Soares Junior®

Adriana Aparecida Ferraz Carbonel € aluna de Doutorado em Ciéncias da Salde pela Universidade Federal de Sao Paulo
(UNIFESP-EPM). Projeto FAPESP. Mestre em Ciéncias da Saude pela Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP-EPM). Graduada
em Fisioterapia (FCNM). Vencedora do Prémio Jovem Pesquisador - 2009 NAMS-New Investigator Awards - The North American
Menopause Society. Tem experiéncia na area de Morfologia e Ginecologia, com énfase nos seguintes temas: salide da mulher,
climatério, reprodutor feminino e hormonios sexuais.

Resumo

O presente trabalho apresenta uma revisao bibliogréfica da acdo das isoflavonas como agentes antioxidantes. Refere que a geracao de radicais
reativos ao oxigénio dentro da célula faz parte do metabolismo celular, o que culmina no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidantes
para a retirada desses radicais. Inimeros trabalhos referem que 0s asiaticos apresentam menor indice de tumores mamarios, de endométrio e de
prostata, 0 que pode estar correlacionado com o0 mecanismo da acao das isoflavonas, tanto como moduladores seletivos dos receptores hormonais
(SERMS) quanto por sua agdo antioxidante. No entanto, procuramos chamar a atencao para sua agao antioxidante.

Unitermos: Isoflavonas; Alimentos derivados da soja; Genisteina; Antioxidantes; Estresse oxidativo.

Abstract

This paper presents a brief review of the action of isoflavones as antioxidants. Being the generation of free radicals within the cell a part of the cell
metabolism, evolution predictably developed efficient antioxidant defense mechanisms to remove these radicals. Numerous studies report that
Asians have lower rates of breast tumors, endometrial and prostate, a fact which could be postulated to correlate with the moderate to high daily
intake of isoflavones-containing foods by these human groups. The effects of isoflavones significantly lowering cancer rates can be accounted for not
only by their antioxidant action but by their action as selective hormone receptor modulators (SERMs) as well. This review focuses on the antioxidant
action of isoflavones.

Uniterms: Isoflavones; Soy foods; Genistein; Antioxidants; Oxidative Stress.

Trabalho realizado no Departamento de Morfologia e Genética da Universidade Federal de Sao Paulo - Escola Paulista de Medicina (UNIFESP-EPM) — Sao Paulo (SP), Brasil.

" Mestre em Ciéncias da Satde e Doutoranda do Departamento de Morfologia e Genética da UNIFESP-EPM — S&o Paulo (SP), Brasil.

2 Médico Assistente do Hospital Universitario da Universidade de Sao Paulo (HU-USP) e Doutorando da Disciplina de Ginecologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMU-USP) —
S&o Paulo (SP), Brasil.

3 Médica Residente de Obstetricia e Ginecologia da FMU-USP — S&o Paulo (SP), Brasil.

4 Pés-graduanda do Departamento de Ginecologia da UNIFESP-EPM — S&o Paulo (SP), Brasil.

° Professor Associado e Livre docente do Departamento de Ginecologia da UNIFESP-EPM — Sao Paulo (SP), Brasil.
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Introducao

A geragao de radicais livres constitui, por exceléncia, um pro-
cesso continuo e fisioldgico resultante de fungdes bioldgicas do
metabolismo normal. Durante os processos metabdlicos, esses
radicais atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons
nas varias reagoes quimicas. Sua produgdo, em proporcdes ade-
quadas, possibilita a geragdo de energia (ATP), por meio da ca-
deia transportadora de elétrons; e participam dos varios mecanis-
mos bioldgicos, tais como: ativagdo de genes e de mecanismos
de defesa durante o processo de infecgdo'.

Porém, a produgao excessiva desses radicais pode conduzir
a danos oxidativos!, de tal maneira que culminou no desenvol-
vimento de mecanismos de defesa antioxidantes. Esses meca-
nismos tém o objetivo de limitar os niveis intracelulares de tais
radicais (espécies reativas de oxigénio) e controlar a ocorréncia
de possiveis danos'?.

A existéncia de um desequilibrio entre compostos oxidantes
(espécies reativas ao oxigénio — ROS) e antioxidantes, em favor
da geragdo excessiva de radicais livres ou em detrimento da ve-
locidade da remogao destes, induz a instalacdo de um processo
denominado de estresse oxidativo. Tal processo conduz a oxi-
dacdo de biomoléculas com consequente perda de suas fungdes
biolégicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestagao
€ o potencial dano oxidativo das células e tecidos®. A cronici-
dade do processo em questdo tem relevantes implicagdes sobre
o processo etiolégico de numerosas enfermidades cronicas nao
transmissiveis, entre elas a aterosclerose, diabetes, obesidade,
transtornos neurodegenerativos e cancer”.

Ferrari®, em estudo de revisao, ratifica que a geragao de ra-
dicais livres desencadeia eventos patoldgicos que, por sua vez,
estao envolvidos nos processos cardiovasculares, carcinogénicos
e neurodegenerativos.

Deve ser salientado que o sistema de defesa antioxidante tem
o objetivo primordial de manter o processo oxidativo dentro dos
limites fisiologicos e passiveis de regulacao, impedindo que os
danos oxidativos se amplifiquem culminando em danos sisté-
micos irreparaveis. Os mecanismos de geracao de radicais livres
ocorrem, sobretudo, nas mitocondrias, peroxissomos, membra-
nas celulares e no citoplasma, ja o sistema de defesa ocorre prin-
cipalmente no citoplasma, ocorrendo equilibrio entre eles em

situagdes normais (Figura 1).

Estresse oxidativo e Isoflavonas

Acredita-se que na mulher, devido a diminui¢do nos niveis
dos hormoénios sexuais na menopausa, o dano causado pelo
estresse oxidativo seja muito mais intenso do que no homem,

contribuindo para o envelhecimento precoce e o surgimento de

diversas doencas. Com a finalidade de avaliar a influéncia do es-
tresse oxidativo sobre o desenvolvimento de doencas, existem
inumeros estudos avaliando a ingestdo de antioxidantes, tais
como a vitamina C na dieta principalmente em animais. No en-
tanto, poucos estudos determinaram a extensao da ingestdo de
antioxidantes e do dano oxidativo em seres humanos.

Estudos recentes referem que as isoflavonas aumentam a
produgao de 6xido nitrico e do fator hiperpolarizante derivado
do endotélio (EDHF), substancias que induzem vasodilatagao,
assim como wupregulation de enzimas relacionadas com efeitos an-
tioxidantes, levando a diminui¢ao da pressao arterial in vivoS. Ha
muitas evidéncias que apdiam fortemente os efeitos benéficos
das isoflavonas sobre a satde humana’®.

As isoflavonas apresentam uma série de atividades biologi-

cas, incluindo inibi¢do da proliferacao celular”!

e propriedades
antioxidantes em humanos!''*. Assim, a incidéncia de cancer
de mama nos paises asidticos é menor em comparagdo com 0s
Estados Unidos; da mesma maneira, a mortalidade devido a ne-
oplasias horménio dependentes é consideravelmente menor do

que em paises ocidentais.

Isoflavonas como SERMs

A evidéncia epidemiolégica sugere que o aparecimento de
doencas cardiovasculares em mulheres no periodo pré-meno-
pausal estd relativamente defasada (atrasada) em comparagao
aos homens de mesma idade, ou seja, existe uma protegao con-
tra doengas cardiovasculares na mulher, nessa época, atribuida
em grande parte as agoes benéficas dos estrogénios endogenos.
Apesar de estudos observacionais mostrando um efeito bené-
fico da terapia hormonal (TH) em doencas cardiovasculares,
ensaios clinicos avaliando a prevengdo primaria e secundaria
com TH em larga escala relataram haver mais efeitos prejudi-
ciais que protetores’.

Apbs a publicacao do estudo WHI (2002), e na busca de alter-

nativas para a TH, ocorreu aumento consideravel na prescri¢ao

Estresse oxidativo Equilibrio Sistema de Defesa

| S g

B

Fontes endogenas Fontes exdgenas e - B
de ROS de ROS Enzimético Nao enzimético

Mitocdndrias Radiacao Superoxido dismutase  Vitamine E

Peroxissomas 0z6nio Catalase _ Vitamina C

Céls. inflamatorias ~ Xenobiticos ~ Glutationa peroxidase  Glutationa
Paraoxonase Flavonoides

Figura 1 — Esquema mostrando num individuo saudavel o equilibrio
entre a formacao de espécies reativas ao oxigénio (ROS) e o sistema
de defesa
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de isoflavonas, pois o referido ensaio clinico randomizado cons-
tatou que a terapéutica hormonal da menopausa contendo es-
trogénio conjugado equino e acetato de medroxiprogesterona,
ministrada de forma continua, provocava maior risco de cancer
de mama e tromboembolismo®.

As isoflavonas sdo compostos quimicos fendlicos, pertencentes
a classe dos fitoestrogénios, que estdo amplamente distribuidos no
reino vegetal. Ultimamente tém sido muito estudadas, principal-
mente devido aos potenciais beneficios em doengas cronicas. Essas
substancias, além de serem as mais abundantes dentre os fitoestro-
genos, comportam-se como estrogénios na maioria dos sistemas
biolégicos. Possuem, também, diversas propriedades bioldgicas
(atividade antioxidante, inibicao da atividade enzimatica entre ou-
tras) que podem influenciar inimeros processos bioquimicos®®.

Sado compostos nio esteroides que ocorrem naturalmente
em plantas, em especial na soja, apresentam maior atividade
estrogénica em comparagdo aos outros fitoestrogénios, apesar
de serem 500 a 1.000 vezes mais fracas do que os estrogénios
endogenos?. Apresentam ages seletivas sobre os receptores de
estrogénios, podendo agir como SERMs naturais (fito-SERMs),
visto que modulam o receptor de estrogénio, ativando vias de si-
nalizac¢ao intracelular de forma semelhante aos estrogénios, com
atividade agonista e/ou antagonista, sendo seus principais com-
postos a genisteina, e a daidzeina!®*. As isoflavonas ligam-se
com maior afinidade aos receptores estrogénicos do tipof (RE-)
em relagdo aos receptores do tipo* (RE-%). Assim, nos dltimos
anos, as isoflavonas tornaram-se uma boa opgao a terapia hor-
monal por serem consideradas mais seguras, uma vez que sio
substancias agonistas do estrogénio e possuem fraca atividade
estrinica’. Por isso, sdo menos susceptiveis de ocasionar risco de

acidente vascular cerebral ou cancer de mama?.

Isoflavonas como agentes antioxidante

Experimentos in vitro mostraram que as isoflavonas derivadas
da soja (genisteina, daidzeina, cumestrol e equol) possuem ca-
pacidade antioxidante muitas vezes superior a da vitamina E*'.
Os compostos antioxidantes atuam na defesa primaria frente
as agressoOes oxidativas que exercem as espécies reativas ao oxi-
génio, muito reativas. As isoflavonas atuam sequestrando essas
espécies, evitando, assim, que possam atacar componentes celu-
lares (proteinas, lipideos e material genético) e causar sua destrui-
¢do. A habilidade da atividade de sequestrar radicais livres das
isoflavonas reside em grupos especificos de sua estrutura mole-
cular, que sdo criticos para a atividade antioxidante.

Assim a genisteina, um dos componentes mais ativos das
isoflavonas, é considerada um poderoso antioxidante, estando
essa capacidade relacionada ao nimero de agrupamentos hidro-

xilas presentes na sua estrutura quimica (Figura 2). A capacidade

Daidzeina

Genisteina

Figura 2 - Esguema mostrando as principais moléculas ativas
encontradas na soja. Notar a presenca de radicais hidroxila na
genisteina e na daidzeina

antioxidante das isoflavonas estd nesses agrupamentos, sendo
trés na genisteina, dois no cumestrol e equol e um na daidzei-
na. Isso porque, ao diminuir sua glicolisagdo ou ao substituir o
grupo hidroxila pelo grupo metil, inibem a peroxidagado lipidica
in vitro devido ao sequestro de radicais livres ou mesmo a sua
atuagao como agentes quelantes de metais®.

Quanto a agao efetiva da genisteina in vivo, ainda hd algumas
controvérsias. Cai e Wei** observaram que a adi¢do de genisteina
na dieta (50 e 250 mg.kg™) durante 30 dias consecutivos levou a
aumento significativo da atividade das enzimas antioxidantes no
intestino delgado e na pele de camundongos. Analise randomiza-
da e controlada de testes clinicos, em seres humanos, examinando
os efeitos de intervengGes dietéticas sugerem que a suplementa-
¢do com isoflavonas diminui a rigidez arterial®. Ja Wiegand et al.?0
observaram que em ratos alimentados durante trés semanas com
dietas enriquecidas com genisteina (2 g.kg") ndo havia alteragao
da atividade das enzimas hepaticas e das enzimas antioxidantes,
bem como da catalase, do superdxido dismutase e da glutationa
peroxidase ou mesmo da peroxidagao lipidica hepatica e nos ni-
veis de glutationa. A analise prospectiva dos ensaios clinicos, infe-
lizmente, nao consideram que varios estudos foram baseados em
pequenas coortes de individuos saudaveis, pacientes hipertensos
e mulheres pés-menopdausicas que receberam diferentes suple-
mentos de isoflavonas; também nao consideraram que a falta de
microflora adequada era necessdria para o metabolismo intestinal
da daidzeina e equol em “produtos” nonequol, o que pode ter in-
fluenciado os resultados das isoflavonas na pratica clinica?.

Por sua vez, Russo et al.?® referem que a genisteina foi eficaz
na inibicdo do dano oxidativo induzido pela luz no DNA em
melanoma humano. No entanto, Hsu et al.*’ ndo observaram
diferencas significativas na atividade das enzimas antioxidantes
plasmaticas apés trés a seis meses em mulheres na p6s meno-
pausa que ingeriram isoflavonas (150 mg ao dia) durante seis
meses consecutivos.

Ryan-Borchers et al.*’ avaliaram os efeitos das isoflavonas in-
geridas (leite de soja e sob a forma de vitamina) sobre o estresse
oxidativo em mulheres na pés-menopausa durante 16 semanas
consecutivas. Notaram que ambas as fontes de isoflavonas exer-
cem efeitos benéficos sobre as células beta do pancreas e pare-

cem ser protetoras contra os danos do DNA.
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Aumento da geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
na doenca cardiovascular (DCV) leva a disfunc¢io endotelial e re-
dugdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO). Estudos em
modelos animais e cultura de células vasculares tém demons-
trado que as isoflavonas aumentam a atividade e expressao da
6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), que eleva os niveis de
NO e ativam a via de sinalizagago NRF2-KEAP1, ocasionando
upregulacao dos genes de defesa antioxidantes'®.

Na etiologia do cancer ocorre estresse oxidativo resultado de
um desequilibrio na produgdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e as espécies antioxidantes nas proprias células de defesa.
As ROS desregulam a homeostase redox e promovem a forma-
¢do do tumor, iniciando a indugdo de redes de sinalizacdo que
levam a tumorogénese. Varios fatores de transcricio e supres-
sores de tumor estdo envolvidos durante a resposta ao estresse,
tais como NRF2, NFKB e BRCA1. As isoflavonas da soja foram
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Resumo

Introducdo: A anticoncepcao de emergéncia (AE) € método contraceptivo reservado para situagdes especiais em que outros métodos ndo sao utilizados,
falham ou ndo podem ser empregados. Sua inclusdo nas politicas publicas de salde ¢ estratégica para reduzir a incidéncia da gravidez indesejada e
diminuir a ocorréncia do abortamento induzido, clandestino e inseguro. Contudo, persistem barreiras contra 0 método pautadas no desconhecimento
de seu mecanismo de acao e na suposicao de efeito abortivo. Objetivo: Revisao dos mecanismos de agao demonstraveis da AE, incluindo efeitos para
0 endométrio e relagdo com a implantacdo do blastocisto. Método: Consulta nas bases de dados do Medline, Lilacs, Scielo e JCR-ISL, incluindo artigos
indexados publicados entre 1970 e 2011. Resultados: Evidéncias diretas e indiretas indicam que a AE impede exclusivamente a fecundacao por suprimir
ou postergar a ovulagao, e/ou por interferir na migracao sustentada e capacitacao dos espermatozoides. Nao ha evidéncia de efeito para a morfologia
ou receptividade do endométrio, ou efeito sobre a nidacdo do blastocisto. Conclusdo: O mecanismo de acao da AE ndo interfere nos eventos posteriores
a fecundacao, ndo impede ou prejudica a nidacdo e ndo se associa com a eliminacdo precoce do embrido.

Unitermos: Anticoncepcao pos-coito; Gravidez néo desejada; Aborto Induzido.

Abstract

Introduction: The emergency contraception is a contraceptive method reserved for special situations, where other methods are not used, fail or cannot be
applied. Its inclusion into the public health policies has a strategic nature aiming at reducing the incidence of the undesired pregnancy and minimizing the
incidence of the induced, illegal and unsafe abortion. However, barriers persist against the method, based on the ignorance about its action mechanism
and on the assumption of its abortive effect. Objective: Review of the emergency contraception demonstrable action mechanisms including their impact
on the endometrium and their relationship with the blastocyst implantation. Method: Consultation to the Medline, Lilacs, Scielo e JCR-ISL database,
including indexed articles published between 1970 and 2011. Results: Direct and indirect evidence indicate that the emergency contraception blocks
only the fecundation by suppressing or postponing ovulation, and/or interfere in the sperm capacity and sustained migration. There is no evidence of
effect on the morphology or on the endometrium, or of impact on the blastocyst nidation. Conclusion: The emergency contraception action mechanism
does not interfere on the post-fecundation events, does not impede or harm nidation and does not associate with the embryo early elimination.

Uniterms: Contraception postcoital, Pregnancy unwanted; Abortion induced.
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Anticoncepg¢ao de emergéncia

Introducao

A anticoncepgao de emergéncia (AE) é definida como mé-
todo anticonceptivo que, diferente de outras formas de evitar a
gravidez, é indicado nos primeiros dias apds a relacdo sexual des-
protegidal. O regime de administragdo da AE atualmente reco-
mendado utiliza dose tnica de 1,5 mg de levonorgestrel, via oral,
até cinco dias da relagdo sexual. As indicacdes aceitaveis da AE
sdo restritas e reservadas para situages excepcionais, como na
relacdo sexual inesperada sem uso de anticonceptivo, na falha ou
uso inadequado do método de planejamento familiar de rotina,
ou em caso de violéncia sexual®.

O objetivo da AE ¢é prevenir parte das gestagdes nao plane-
jadas e indesejadas nas circunstancias em que outros métodos
anticonceptivos nado sao utilizados, falham, ou ndo podem ser
empregados’. Estima-se que 35% das gestagdes que ocorrem a
cada ano ndo sdo esperadas, levando a 46 milhdes de abortamen-
tos induzidos. Dessas interrupgdes, quase a metade é praticada
em condigbes inseguras, provocando a morte de 67 mil mulheres
em idade reprodutiva a cada ano®.

No Brasil, a estimativa mais recente aponta para quase um
milhdo de abortamentos induzidos anualmente. Embora se ve-
rifique decréscimo desses nimeros na ultima década, a taxa de
abortamento provocado entre mulheres brasileiras é muito maior
do que a observada nos paises desenvolvidos’. Além disso, o
abortamento se associa com desigualdades sociais e regionais,
indicando maior impacto sobre mulheres e popula¢oes mais vul-
neraveis. A maioria dos estados do norte e do nordeste do pais
apresenta taxa notadamente mais elevada de abortamento indu-
zido e clandestino, colocando-o, muitas vezes, como primeira
causa de morte materna. A morbidade do abortamento inseguro
se reflete em quase 240 mil internagdes anuais no Sistema Unico
de Satde para tratamento de suas complica¢oes imediatas, bem
como na elevada prevaléncia de sequelas para a saude sexual e
reprodutiva’.

O abortamento é reconhecido como grave problema de
saude publica. A expansao e o aprimoramento do planejamen-
to reprodutivo sdo fundamentais para reduzir sua ocorréncia®’.
Nesse sentido, a AE é parte estratégica das politicas publicas
de satde que buscam evitar a gravidez indesejada e reduzir a
necessidade da mulher recorrer ao abortamento. Contudo, es-
tima-se que 95% das interrupgbes da gravidez em condigao de
risco sdo realizadas nos paises em desenvolvimento, a maioria
deles com leis restritivas ao aborto, o que torna sua pratica clan-
destina e quase sempre insegura. Paradoxalmente, esses paises
costumam ser os mesmos que adotam medidas impeditivas ou
restritivas ao uso da AE!?.

De fato, a AE se tornou o método anticonceptivo com maior

numero de demandas judiciais com propédsito de impedir sua

comercializacdo ou distribuicao nos servicos de saide da América
Latina e do Caribe®. No Brasil, é possivel constatar recorrentes e
frustradas iniciativas dos legislativos pleiteando sua proibigao.
Na maioria dos casos, o antagonismo a AE se pauta no conheci-
mento insuficiente ou equivocado sobre seu mecanismo de agao,
sustentando diferentes crengas sobre suposto efeito abortivo que,
se de fato existisse, contrariaria os dispositivos legais vigentes
sobre abortamento no pais®®.

A discussao sobre o mecanismo de acao da AE deve se fun-
damentar exclusivamente na evidéncia cientifica disponivel, re-
jeitando-se crencas religiosas ou argumentos morais em torno da
sexualidade. Esse esclarecimento é ponto de particular interesse,
tanto para as usudrias do método como para os profissionais de
satde que o prescrevem?’. O objetivo deste artigo foi apresentar
revisdo da literatura sobre os mecanismos de agao reconhecidos
e demonstraveis da AE, seus efeitos para a morfologia e para a
receptividade do endométrio e sua relagdo com a implantagao

do blastocisto.

Método

Revisdo da literatura na forma de sintese de artigos. Foram
consultadas bases de dados do Journal Citation Reports (JCR-ISI),
Medical Literature Analysis and Retrieval System Online (Medline),
Scientific  Eletronic Library Online (Scielo) e Literatura Latino-
Americana e do Caribe em Ciéncias da Satude (Lilacs). A pesquisa
abrangeu o periodo de 1970 a 2011 e utilizou descritores DeCS/
MeSH com as sintaxes “[Contraception, Postcoital] AND [Action
Mechanism]”. O resultado da busca considerou revisdes sistema-
ticas, revisdes explanatorias e artigos originais que abordam a AE
hormonal com levonorgestrel exclusivo ou associado ao etinil-

estradiol.

Resultados

Foram identificados 72 artigos indexados aos descritores
DeCS/MeSH nas quatro bases de dados consultadas. Apds a
analise dos manuscritos, foram selecionadas 36 publica¢oes que
tratavam de ensaios clinicos ou revisGes sobre o mecanismo de
agdo da AE. As sinteses foram agrupadas em trés tabelas, orga-
nizadas pelo tipo de investigacao do mecanismo de agao: efeitos
da AE sobre a ovulacao (Tabela 1), efeitos da AE sobre a funcao e
a migracao dos espermatozdides (Tabela 2), e efeitos da AE para

a receptividade do endométrio (Tabela 3).

Discussao

Quando utilizado na primeira fase do ciclo menstrual o levo-

norgestrel (LNG), associado ou nao ao etinil-estradiol (EE), tem
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Tabela 1 - Sintese dos artigos sobre efeitos da AE para a ovulacéo
Autor Ano Sintese
Wilcox AJ et al.? 1995

Anélise de eficacia da AE e da fisiologia da implantacéo do

blastocisto indica auséncia de efeito ap6s a fecundagao (revisao)

Testes estatisticos de estimativa de eficacia sugerem que AE inibe ou posterga a ovulacao (estudo comparativo)
Mecanismos prévios a fecundacao, sem evidéncia de efeito da AE se a implantagao foi iniciada (revisao)
A AE inibe ou posterga a ovulacdo e nédo ha evidéncia de efeito para a implantacao (revisdo)

Mecanismos restritos para impedir ou retardar a ovulacdo, ou a migracao de espermatozoides. Sem efeito para en-

Capacidade demonstravel da AE de inibir a ovulacdo se utilizada antes do pico de LH (ensaio clinico)
AE é ineficaz para evitar a ovulagdo quando utilizada no pico do LH ou em foliculos de tamanho =18 mm (ensaio clinico)
O LNG suprime o pico do LH quando administrado antes da ovulagdo (ensaio clinico)

Modelos de probabilidade estatistica de concepcéao indicam que a AE ndo tem efeito apos a implantagdo do blasto-

0 LNG néo impede o pico do LH se utilizado préximo ao momento de rotura folicular ou em foliculos >18 mm (ensaio

AE inibe ou posterga a ovulacao, sem evidéncia de efeito para a implantacao do blastocisto (revisao)

1,5 mg de LNG antes da ovulagdo produz supressao da estrona e niveis mais baixos de pregnandiol (estudo contro-

LNG suprime a ovulagdo em fémea do macaco Cebus apella, efeito dependente da maturagao folicular (ensaio clinico)

LNG produz atraso na rotura folicular se utilizado trés dias antes do

Mecanismo de acao da AE suprime ou retarda a ovulagdo, sem prejuizo para a implantagéo ou para a gravidez (revisao)

Trussell J et al.™® 1999
Draca P" 2000
Glasier A™ 2000
Croxatto H et al.”™ 2001
dométrio (revisao)
Durand M et al.™ 2001
Hapangama D et al.’ 2001
Croxatto H et al." 2002
Trussell J et al.” 2003
cisto (reviséo)
Croxatto H et al.”® 2004
clinico)
Gemzell-Danielsson 2004
etal.”
Marions L et al.® 2004
lado)
Ortiz ME et al.”! 2004
Novikova N et al. 2007 Estudo de efetividade sustenta efeito da AE pré-fecundagédo
(ensaio clinico)
Okewole IA et al.? 2007
pico do LH (estudo controlado)
Bastianelli C et al.* 2008
Tirelli A etal.» 2008 A eficacia do LNG depende do momento do ciclo menstrual em
que a AE é administrada (ensaio clinico)
Durand M et al.? 2009

capacidade demonstravel de suprimir o pico do horménio lu-
teinizante (LH), fundamental para que ocorra a ovulagao!>!“1817,
Varios estudos experimentais tém explorado essa interferéncia
da AE nos processos da ovulagdo. Os resultados indicam que o
efeito anovulatdrio depende do momento do ciclo em que a AE
¢ administrada’®.

Quando os foliculos medem entre 12 e 14 mm e entre 15 e 17
mm, dose de 1,5 mg de LNG produz a supressao da ovulacdo em
94 e 91% dos ciclos respectivamente. Nas mesmas dimensoes
foliculares, o regime de Yuzpe, que associa o EE a dose de 1,0 mg
de LNG, inibe a rotura folicular em 80 e 50% dos ciclos'®'®?>. Em
parte dos casos, também se observa diminuicao e modificagao da
funcionalidade do corpo luteo! 1618,

Outras investigages tém apontado que a supressao da ovu-
lacao nédo € o Unico meio da AE evitar a fecundacao. Em 20% dos
casos, é possivel verificar atraso da acdo do horménio foliculo
estimulante (FSH) e da elevagdo do LH, postergando a ovulagdo
entre 96 e 120 horas, particularmente quando o LNG é adminis-
trado pelo menos trés dias antes da ovulagao??*%. Nesses ca-

sos, a rotura folicular ocorre quatro ou cinco dias apds a relagdo

Analise dos mecanismos de acdo demonstraveis e auséncia de efeitos posteriores a fertilizagdo (revisao)

sexual desprotegida, periodo de menor disponibilidade e viabili-
dade dos espermatozoides no trato genital feminino’.

No entanto, a AE se mostra pouco eficaz se administrada no
dia do pico do LH ou quando os foliculos completam a matura-
¢do, com didmetro entre 18 e 20 mm. Nessas condi¢des, o LNG
suprime a rotura folicular em apenas 47% dos casos, enquanto
o método de Yuzpe se mostra incapaz de produzir efeito sobre
a ovulagdo. Atribui-se a essa condigdo grande parte das falhas
da AE®1.

Preservada a fertilidade e na auséncia de método anticoncep-
tivo, os espermatozoides se alocam nas criptas do colo do Utero
e mantém sua viabilidade e capacidade de fecundacdo por até
cinco dias da relagao sexual®. Apds uma fase rapida e curta de
chegada dos espermatozoides nas trompas, segue-se um periodo
prolongado de migracao sustentada, caracterizado pela sucessi-
va penetragdo de populagdes de espermatozoides das criptas do
colo de Utero para o muco cervical®.

Parte desses espermatozoides adere ao epitélio interno da
trompa por varias horas adquirindo maior motilidade, perden-

do sua vitalidade a seguir. Estudos indicam que a capacidade de

Reprod Clim. 2011; 26(2):44-51



Anticoncepg¢ao de emergéncia

Tabela 2 — Sintese dos artigos sobre efeitos da AE para a funcao e a migracdo dos espermatozoides

Administracao de 0,4 mg de LNG 3-10 horas pos coito reduz a

recuperacao de espermatozoides na cavidade uterina (ensaio clinico.

A AE torna o muco cervical hostil dificultando a migracao dos

LNG induz modificaces fisicas e quimicas do muco cervical que

inibem a penetracdo de espermatozoides (ensaio clinico).

Autor Ano Sintese do artigo
Kesserl E et al. 1974
Kesserl E et al. 1974
espermatozoides (ensaio clinico)
Croxatto H et al.? 1987
Yeung WS et al.® 2002
Manuce MJ et al.3! 2006
clinico)
Nascimento JA et al .2 2007

LNG afeta a funcé@o dos espermatozoides apenas em doses elevadas, superiores ao utilizado pela AE (ensaio clinico)

LNG aumenta secrecao endometrial de glicodelina-A diminuindo a capacidade de adesao a zona pellicida (ensaio

0 LNG nao altera a glicodelina-A ou reagdo acrossomica

dos espermatozoides (estudo controlado)

Tabela 3 — Sintese dos artigos sobre efeitos da AE para a morfologia e receptividade do endométrio

Expressao normal de diferentes marcadores de receptividade endometrial com uso de LNG (ensaio clinico)

Questiona possivel efeito da AE sobre a implantacdo, independente da fase do ciclo menstrual em que é utilizada

AE com LNG nao altera marcadores de receptividade endometrial indicando auséncia de efeito para implantagao

Auséncia de efeitos da AE para a morfometria e imunohistoquimica do endomeétrio (ensaio clinico)

Autor Ano Sintese do artigo

Ling WY et al.® 1979 Biopsias de endométrio submetido ao DL-norgestrel e etinil-estradiol
apresentaram dissociacao glandular e estromal (ensaio clinico)

Yuzpe AA et al 1974 Alteracdes identificadas no endométrio submetido ao LNG associado
ao etinil-estradiol (ensaio clinico)

Ugocsai G et al.® 1984 Diminuicao da quantidade de pinopodos endometriais com doses
4-6 vezes superiores ao utilizado pela AE (ensaio clinico)

Landgren BM et al.® 1989 Auséncia de efeitos do LNG sobre a morfologia endometrial
(ensaio clinico)

Taskin O et al.¥ 1994 Expressao normal de integrinas em biopsias de endométrio
submetido ao LNG (ensaio clinico)

Raymond EG et al.*® 2000

Kahlenborn C et al.*® 2002
(reviséo)

Marions L et al.® 2002
(ensaio controlado)

Durand M et al.4' 2004

Medard LM et al.#? 2010 Mecanismo de ac¢ao da AE ndo modifica 0 endométrio e
nao altera a implantacéo (revisao)

Palomino WA et al.® 2010 Biomarcadores da receptividade endometrial ao blastocisto nao
sofrem modificacdo ap6s 1,5 mg (estudo controlado)

Suarez VJ et al.* 2010 A utilizacao de 1,5 mg de LNG ndo modifica 0 endométrio e nao

interfere na implantacao, refutando efeito abortivo (revisao)

fecundacao é predominantemente atribuida a esses gametas dis-
ponibilizados durante a fase sustentada de migracao, que man-
tém na trompa uma populagdo de espermatozoides constante e
renovada, até que ocorra a ovulagao?. Apesar disso, a eficacia
da migracao sustentada ndo é elevada na espécie humana, esti-
mada em torno de 50%1°.

Essas observagdes sugerem que parte da agdo anticonceptiva
do LNG ocorre durante a migracdo sustentada dos espermato-
zoides, interferindo na interagdo com o gameta feminino®. De
fato, a administragao de 0,4 mg de LNG 3 a 10 horas ap6s o coito
produz diminuicdo significativa na recuperagdo de espermato-

zoides na cavidade uterina”. Esse efeito, no entanto, nao resulta

da alteragdo direta do LNG na motilidade dos espermatozoides,
mas de modifica¢es significativas nas propriedades fisicas e qui-
micas do muco cervical, aumentando sua viscosidade e reduzin-
do a capacidade de penetragao espermatica®*.

Dessa forma, a administragdo da AE na segunda fase do ciclo
menstrual, mesmo que ocorrida a ovulagdo, apresenta capaci-
dade demonstravel de inibir a migragao sustentada dos esper-
matozoides. O desenvolvimento de um ambiente cervical hostil
dificulta o deslocamento em direcdo da trompa, reduzindo a
probabilidade de fecundagao nos casos em que nao foi possivel
suprimir ou postergar a ovulagdo®. Além disso, o LNG induz o

aumento da secregdo endometrial de glicodelina-A, substancia
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que diminui a capacidade de adesdo dos espermatozoides a zona
peltcida, comprometendo sua capacidade de fecundagao®*2.

Desde a incorporagao da AE nos servicos de satde se esta-
beleceu recorrente controvérsia quanto a outros mecanismos de
acdo do LNG que, supostamente, acarretariam prejuizo para a
implantacao. Essa argumentagdo se pauta em dados indiretos
obtidos de pesquisas publicadas ha quase trés décadas que en-
contraram modificacoes no endométrio submetido a associagao
do LNG e EE334%,

Com base nessas publicagdes, setores conservadores tém
pleiteado a existéncia de um mecanismo de agao adicional para
a AE hormonal, chamado de terceiro mecanismo, que impediria a
implantacdo do blastocisto ou provocaria a eliminagdo precoce
do embrido, nos casos em que a AE fosse ineficaz para impedir
a fecundacao®*¥.

No entanto, a revisdo criteriosa dessas pesquisas aponta para
importantes limitagoes metodolégicas, como a auséncia de con-
trole adequado, analise cega dos resultados ou obtencao inade-
quada de amostras endometriais, 0 que compromete a confiabi-
lidade dos resultados?#. Estudos recentes adotando desenhos
experimentais adequados ndo verificam efeitos do LNG sobre
a morfologia ou sobre pardmetros bioquimicos do endométrio
que justifiquem supor a existéncia de efeitos inibitérios ou dele-
térios para a nidagao??33736:41,

Cabe destaque para o estudo controle de Durand et al.'
que, analisando bidpsias endometriais de mulheres que recebe-
ram LNG nas fases pré-ovulatéria e ovulatdria, ndo encontra-
ram diferenga quanto ao nimero de artérias espiraladas, nime-
ro de glandulas por mm? ou edema do estroma endometrial.
Indicadores de receptividade endometrial como a integrina “v#3,
mucina I, calcitonina, fator inibidor da leucemia, fator de cres-
cimento epidermal vinculado a heparina, fator de crescimento
epidermal vascular e gene hoxa II, ndo mostraram diferenga
significante nos dois grupos. Entre esses marcadores, a subu-
nidade P3 da integrina é considerada uma das moléculas mais
importantes produzidas pelo endométrio para o processo de
nidacdo'. Outros estudos controlados encontraram resultados
normais para a analise dos marcadores “1, *4, P1, P3, cox1, cox2
e aglutinina®404143,

Marions et al.” ampliaram a avaliagdo da receptividade do
endométrio de mulheres submetidas ao LNG, identificando nor-
malidade tanto na distribuicdo como no nimero de pindpodos.
A diminuigdo ou auséncia dos pinépodos, marcador morfologi-
co importante da receptividade endometrial para o blastocisto,
parece ser alcangada somente com doses elevadas do LNG, qua-
tro a seis vezes superiores ao utilizado pela AE hormonal®.

Portanto, ha suficiente evidéncia de que a AE nao produz
alteragdo na morfologia ou receptividade do endométrio, in-

dependente da fase do ciclo menstrual em que é administrada,

refutando a existéncia de efeito posterior a fecundagao que sus-
tente a existéncia de um terceiro mecanismo de agao®*#>4447,

Algumas investigagoes sobre o mecanismo de agao da AE em
modelos animais sdo particularmente importantes, consideran-
do-se as limitagdes éticas envolvendo seres humanos. De forma
equivalente ao que ocorre na mulher, a inibicao da ovulagdo com
o uso do LNG é documentada em diferentes espécies animais?!.

Na fémea do macaco Cebus apella, que apresenta ciclo hor-
monal e reprodutivo semelhante ao da mulher, a inibi¢do ou
postergagdo da ovulagdo com 0,75 mg de LNG se mostra igual-
mente dependente do didmetro folicular. Quando utilizado ap6s
a fecundacao na espécie Cebus apella, ele nao altera a taxa de gra-
videz se comparado com o grupo controle, indicando a auséncia
de efeito negativo para a implantagdo®. A grande limitacao des-
ses estudos ainda é a impossibilidade de extrapolar seus resul-
tados e conclusdes, principalmente em espécies com fisiologia
reprodutiva diferente ou distante da humana®.

Os mecanismos de agio reconhecidos e a auséncia de efeito
para o endométrio podem ser somados as evidéncias estatisticas
indiretas ou de plausibilidade biologica, que descartam efeitos
abortivos do LNG!'®. A AE hormonal apresenta indice de efeti-
vidade médio entre 75% e 85% para cada coito em que é empre-
gada, com sdlida evidéncia de que quanto mais rapidamente é
administrada, menor sera a taxa de gravidez observada®*.

Por outro lado, a falha do método é diretamente proporcio-
nal ao intervalo de tempo entre a relagdo sexual e a tomada da
AE. Quando utilizada ap6s cinco dias da relagao sexual despro-
tegida, ndo hd indicador de efeito da AE, resultando em taxas
de gravidez equivalentes a de mulheres que nio utilizam anti-
concepgao. Esses dados sdo compativeis com os mecanismos de
agdo demonstraveis da AE, sugerindo que impede a fecundagdo
nos primeiros cinco dias ap6s a relagao sexual?.

Considerando-se que a nidagao se inicia no 7° dia ap6s a fe-
cundagdo e se completa entre 11° e 12° dia, um suposto efeito
do LNG sobre o endométrio € incompativel com as taxas de fa-
lha encontradas para esse periodo, sugerindo que nao ha efeitos
sobre a implantagdo nos casos em que nao foi possivel evitar a
fecundagao’. Outra evidéncia indireta se refere a maior taxa de
falha da AE em coitos repetidos, quando comparada ao coito
Unico. Essa constatacdo contribui para descartar a hipétese de
efeito sobre a nidacao, na medida em que a eficacia anticoncepti-

va da AE decresce ao longo da fase pés-ovulatoria®.

conclusao

O Comité de Etica da Federacdo Internacional de Ginecologia
e Obstetricia (FIGO) e o Colégio Americano de Ginecologia e
Obstetricia (ACOG) definem como gravidez o processo repro-

dutivo a partir da implantagdo, mediante sinais e sintomas ou
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provas diagnosticas validas *°. No entanto, a polarizagdo da dis-
cussao sobre o mecanismo de agao da AE ainda se orienta, equi-
vocadamente, pelo evento especifico da fecundagdo. Mesmo
assim, as evidéncias indicam que os efeitos da AE sdo prévios
a fertilizago. Além disso, os dados disponiveis ndo permitem
sustentar ou fazer supor que a AE interrompa ou prejudique a
implantacao®.

A AE representa uma alternativa importante para a prevengao
da gravidez indesejada e de suas consequéncias. Quando utiliza-
do no momento do ciclo menstrual em que ainda pode interferir
na ovulagdo ou na migragdo espermatica, o LNG tem potencial
demonstravel de evitar a gravidez. No entanto, se utilizado tar-
diamente para impedir esses eventos em ciclos ovulatérios, o
método falha e pode ocorrer a gravidez. Dessa forma, explica-se
amenor eficacia da AE quando comparada aos métodos anticon-
ceptivos modernos e de uso rotineiro, justificando sua indicagdo
somente em situagoes especiais.

A AE é aprovada pela Organizacdo Mundial da Satde
(OMS), pela International Planned Parenthood Federation (IPPF), pela
Family Health International (FHI), pela FIGO e pelas agéncias re-
guladoras de diferentes paises, incluindo-se a Food and Drug
Administration (FDA)*®. No Brasil, encontra-se aprovada pelos

6rgaos de vigilancia sanitaria e incluida nas normas técnicas do
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Resumo

Objetivos: Avaliar o desempenho da imunofluorescéncia indireta para Chlamydia trachomatis em rastrear obstrucao tubéaria. Métodos: Este € um
estudo retrospectivo com 204 pacientes atendidas em um centro universitario e particular de infertilidade na cidade de Goiénia no periodo de 2006
a 2009. Para avaliar o risco de obstrucdo tubéria as pacientes foram divididas em dois grupos: pacientes “expostas” a clamidia (imunofluorescéncia
indireta >1:16) e "nao expostas” (imunofluorescéncia indireta <1:16). Verificou-se, entao, as pacientes que tiveram a “doenca” (obstrucao tubaria)
e "controles” (sem obstrucao tubaria) na histerossalpingografia. Para os calculos foram utilizados 0s testes Qui-quadrado (x?) e Exato de Fisher. O
nivel de p escolhido foi 0,05. Resultados: Das 72 pacientes com titulacao significativa, 34 (47,2%) apresentaram a ocorréncia de obstrugdo tubéria.
Em relacdo as 132 pacientes com titulacdo néo significativa, somente 18 (13,7%) apresentaram obstrucao tubaria (p<0,001). Foi observado também
um aumento progressivo entre 0s niveis de anticorpos e a probabilidade de obstrucéo tubaria (p<0,001). Conclusdes: Os resultados deste estudo
revelaram que a sorologia para Chlamydia trachomatis é valida para rastreamento de lesdo tubéria, portanto, pode facilitar decisées naquelas
mulheres que devem prosseguir com novas investigacoes.

Unitermos: Chlamydia trachomatis; Técnica indireta de fluorescéncia para anticorpo; Salpingite; Histerossalpingografia; Infertilidade.

Abstract

Purpose: To evaluate the ability of indirect immunofluorescence for Chlamydia trachomatis to screening tubal occlusion. Methods: This is a
retrospective study with 204 electronic records of patients attended at a university and private infertility center in the city of Goiania, in the period of
2006 t0 2009. To evaluate the risk of tubal occlusion the patients were divided into two groups: patients “exposed” to chlamydia (IFI>1:16) e “unexposed”
(IFI<1:16). It was verified patients who had the “disease” (tubal occlusion) and “control” (without tubal occlusion) in the hysterosalpingography. For
the calculations the Chi-square (x?) and Fisher Exact Test were used. The p chosen level was 0,05. Results: Of the 72 patients with significant titers,
34 (47,2%) showed the occurrence of tubal occlusion. Concerning the 132 patients with no significant titers, only 18 (13,7%) had tubal occlusion
(p<0,001). We also observed a progressive increase in the levels of antibodies and the likelihood of tubal occlusion (p<0,001). Conclusions: The results
indicate that serology for Chlamydia trachomatis is valid for screening of tubal damage and may facilitate decisions on which women should proceed
with further investigations.

Uniterms: Chlamydia trachomatis; Fluorescent antibody technique indirect; Salpingitis, Hysterosalpingography; Infertility.
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Introducao

A Chlamydia trachomatis é responsavel pelo maior nimero de
casos de infec¢des bacterianas sexualmente transmissiveis. Seu
diagnéstico é motivo de preocupagdo em varios paises do mun-
do devido a frequente auséncia de sintomas e principalmente
pelas sequelas que pode acarretar. A infecgdo por clamidia tem
larga prevaléncia, particularmente entre jovens e adolescentes se-
xualmente ativos. Ela infecta homens e mulheres, mas tem con-
sequéncias mais graves para as mulheres'?.

A infecgdo urogenital por C. trachomatis é um grande proble-
ma de satde publica, sendo considerada a maior causa de mor-
bidade entre individuos sexualmente ativos, com uma estimativa
de 89 milhoes de novos casos ocorrendo anualmente em todo o
mundo, sendo que individuos nao tratados servem como reser-
vatério para a transmissao da infecgdo aos parceiros sexuais®.

O inicio precoce da atividade sexual, a multiplicidade de par-
ceiros sexuais, ter tido mais que um parceiro sexual nos tltimos
90 dias, ser solteira, ndo uso de preservativo nas relagdes sexu-
ais, uso de contraceptivos hormonais orais por mulheres jovens,
nuliparidade, uso de ducha vaginal, presenca de ectopia cervical,
habito de fumar e falta de conhecimento sobre as doencas sexu-
almente transmissiveis sdo fatores comportamentais importantes
que se associam a infecgdo por clamidia®.

Estudos soroepidemioldgicos evidenciam que infec¢es por
clamidia podem esclarecer um grande numero de casos de in-
fertilidade tubaria e gestagdes ectdpicas’. O dano tubdrio é uma
causa comum da infertilidade e a laparoscopia ou histerossal-
pingografia (HSG) sdo métodos aceitos para o diagndstico desta
condigao. Eles sdo, no entanto, onerosos e invasivos e, portanto,
inadequados para triagem em larga escala. A infec¢do por cla-
midia resulta na formagio de anticorpos detectaveis no soro.
Ao contrario da laparoscopia ou HSG, a sorologia é um método
nao-invasivo, simples e rapido de executar®. Discute-se, entre-
tanto, se a sorologia para clamidia poderia ser utilizada como
teste de screening para dano tubario em mulheres inférteis.

O objetivo desse estudo foi avaliar a capacidade do exame de
imunofluorescéncia indireta (IFl) para C. rrachomatis em rastrear

lesao tubaria.

Material e métodos

Foi realizado um estudo retrospectivo de janeiro de 2006 a de-
zembro de 2009 junto ao Laboratério de Reprodugdo Humana do
Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de Goias (UFG)
e na Mater Clinica. Foram analisados 204 prontudrios eletrénicos
de pacientes com infertilidade (critério da OMS) que tenham rea-
lizado os exames de IFI e HSG, sendo a faixa etaria compreendida

entre 17 a 47 anos. Esse estudo foi submetido e aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa HC/UFG. Foram considerados posi-
tivos os titulos iguais ou superiores a 1:16. Os critérios de exclusao
foram os seguintes: ligadura tubaria, endometriose moderada ou
grave, salpingectomia por tumor ou para contracepgao e cirurgias
pélvicas complicadas com pelviperitonites.

Para avaliar a capacidade do exame de IFI em rastrear obstru-
¢ao tubdria, foi realizado o teste de “Validade de um teste diag-
néstico” ou simplesmente “Testes diagndsticos™®.

Para avaliar o risco de obstrugao tubdria em pacientes expos-
tas a clamidia, estas foram divididas em dois grupos: pacientes
“expostas” a clamidia (IFI significativa >1:16) e “ndo expostas”
(IFI nao significativa <1:16). Verificaram-se entdo as pacientes
que tiveram a “doenga” (obstrugdo tubdria) e controles (sem
obstrugao tubaria) na histerossalpingografia. Para os calculos
foi utilizado o teste Qui-quadrado (y?), corrigido para pequenas
amostras (Teste Exato de Fisher) quando necessario. O nivel de
significancia escolhido foi 0,05. O software estatistico utilizado
foi o BioEstat® 5.0°.

Optou-se por se usar a HSG neste estudo, por ser um méto-
do largamente utilizado, seguro, toleravel e de rapida execucao,
além de ser uma boa op¢ao na avaliagdo inicial da permeabilida-

de tubaria em pacientes portadoras de infertilidade!”.

Resultados

A média de idade das pacientes que apresentaram titulagao
significativa (>1:16) foi de 31,6+5,6 anos (intervalo de 18-47
anos) e aquelas que ndo apresentaram titulacio significativa foi
de 32,0+5,3 anos (intervalo de 17-42 anos).

Ao analisarmos a presenga de anticorpos detectados através
da IFI por faixa etdria, verificamos que a prevaléncia variou de
32,1% na faixa etaria de 17 a 25 anos a 30,0% na faixa etaria
maior do que 41 anos. Conforme apresentado na Tabela 1, ndo
houve diferenca estatistica entre as faixas etarias e titulos signifi-
cativos para C. trachomatis (p>0,05).

A prevaléncia de pacientes que apresentaram anticorpos para
C. trachomatis foi de 35,3% (72/204). A prevaléncia de pacientes
com obstrugao tubaria foi de 25,5% (52/204).

Tabela 1 - Distribuicao das pacientes por faixa etaria e positividade da
IFI* para Chlamydia trachomatis. Laboratorio de Reproducdo Humana
FM/HC-UFG, 2011

Idade IFI>1:16 IFI<1:16 Total
(faixa etéria) n (%) n (%) n (%)
15-25 9(32,1) 19 (67,9) 28 (100,0)
26-35 40 (32,8) 82 (67,2 122 (100,0)
36-40 20 (45,5) 24 (54,5) 44 (100,0)
>41 3(30,0) 7 (70,0) 10 (100,0)

*IFI: Imunofluorescéncia indireta >1/16 p=0,717; associacao estatisticamente significante
p<0,05
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Como se observa na Figura 1, das 72 pacientes com titulagao
significativa, 34 (47,2%) apresentaram a ocorréncia de obstrugao
tubaria. Em relagdo as 132 pacientes com titulagdo nao significativa,
somente 18 (13,7%) apresentaram obstrugdo tubaria (p<0,001).

A sensibilidade da IFI para C. trachomatis foi 65,4% (IC95%
51,8-76,8), especificidade de 75,0% (IC95% 67,6-81,2), valor
preditivo positivo foi de 47,2% (IC95% 36,1-58,6), valor prediti-
vo negativo de 86,4% (IC95% 79,5-91,2) e acuracia de 72,5%.

Houve um aumento progressivo e significativo entre os ti-
tulos obtidos através da IFI e a presenca de obstrugdo tubdria
(p<0,001), ou seja, quanto maior a titulagdo obtida maior sera
a probabilidade da mulher apresentar obstrucdo tubaria. A titu-
lagdo com maior prevaléncia de obstrucdo tubdria foi >1/256,
com uma prevaléncia de 78,6%. De acordo com a Tabela 2, na
titulagdo 1:16 a 1:32 as mulheres possuem chance de 2,80 vezes
de apresentarem obstruc¢ao tubdria (OR 2,80; IC95% 1,14-6,85;
p<0,05). Ja na titulagdo > 1/256 a chance é de 24,58 vezes (OR
24,58: 1C95% 6,22-97,20; p<0,001).

Discussao

A infecgdo pela C. trachomatis acarreta danos importan-
tes a saude sexual, reprodutiva e mental da mulher, oneran-

do significativamente o sistema de satde com suas diversas

120 1

100 1

801

601 38 (52,8%)

o Sem obstrugéo
m Com obstrugdo

401

Frequéncia (n)

<1/16 >1/16
Titulacdo para C. trachomatis

Figura 1 - Distribuicdo das pacientes segundo a positividade da
imunofluorescénciaindireta para C. trachomatis e a presenca de obstrugéo
tubaria. Laboratério de Reproducao Humana FM/HC-UFG, 2011

Tabela 2 - Distribuicao das pacientes segundo a obstrucao tubéria
e positividade na IFI* para Chlamydia trachomatis. Laboratorio de
Reproducao Humana FM/HC-UFG, 2011

Obstrucao Nao obstrucao

IFI n (%) n (%) OR (IC 95%) p
0a<1:16 18 (13,6) 114 (86,4) 1,0 ==
>1:116a 1:32 9(27,3) 24.(72,7) 2,80 (1,14-6,85) 0,040°
1:64a1:128 14.(56,0) 11 (44,0) 8,53 (3,33-21,84) <0,001°
>1:256 11 (78,6) 3(21,4) 24,58 (6,22-97,20) <0,001°

*IFI: Imunofluorescéncia indireta >1:16; associagao estatisticamente significante  p<0,05;
OR= 0dds ratio; IC=intervalo de confianca;a: Teste Qui-quadrado b,c: Teste Exato de Fischer

complicagbes. Neste estudo, foi avaliada a capacidade do exa-
me de IFI para C. trachomatis em rastrear obstrugdo tubaria e
constatamos uma alta prevaléncia de anticorpos IgG (35,3%)
para clamidia na populacdo estudada, utilizando-se a IFL
Existem poucos trabalhos nacionais com o nimero de casos
utilizados neste estudo (204 casos) o que o torna importante
referéncia nacional. Deve-se lembrar que as prevaléncias en-
contradas neste estudo sdo de uma populacdo atendida em
um centro universitario e particular de reprodugdo humana,
triadas com infertilidade, portanto, ndo podem ser compara-
das com a prevaléncia de uma populagao geral.

Estudos prévios tém mostrado resultados varidveis sobre
as prevaléncias desses microorganismos no Brasil. Utilizando
o método da imunofluorescéncia direta (IFD), Simdes et al.!!,
em Campinas (Sdo Paulo), obtiveram taxa de 2,1% ao pesqui-
sar contato da C. trachomatis entre 328 gestantes''. Faundes et
al.’?, na mesma cidade, detectaram através da IFD uma fre-
quéncia de 6,6% em 407 mulheres do ambulatério de plane-
jamento familiar. Outros autores obtiveram aproximadamen-
te 20% de positividade, utilizando a técnica de PCR, para a
infeccdo por clamidia em adolescentes e mulheres jovens da
regiao Centro-oeste’®.

Barberis etal." relatam que um dos fatores de risco nas infecgoes
seria a idade. O grupo etdrio mais afetado estaria compreendido en-
tre 21 e 30 anos, devido a uma maior atividade sexual ou maior
namero de parceiros. Da mesma forma, Miranda et al.’® reportam
que a baixa idade é um dos fatores de risco mais importantes. Neste
estudo, no qual foi avaliado a cicatriz sorolégica deixada pela clami-
dia, observou-se que a medida que a faixa etaria vai aumentando,
por efeito cumulativo, a prevaléncia de soropositividade (presenca
de anticorpos) para C. trachomatis foi aumentando progressivamente,
atingindo um platé entre os 36 e 40 anos (45,5%).

A principal causa de infertilidade feminina € a oclusao tubaria
bilateral causada pela doenga inflamatéria pélvica'®. Quando sdo
avaliadas as causas relacionadas com a infertilidade, verifica-se
que variam de regido para regidao. Nos paises desenvolvidos, o fa-
tor tubdrio tem uma frequéncia de 36%, enquanto nos paises em
desenvolvimento, de 44%". No Brasil, 2.331 casais atendidos
nos Servigos de Esterilidade Conjugal dos hospitais universitarios
da Unicamp e da PUC-Campinas, em Campinas-SP, no periodo
de 1980 a 1992, foram estudados, revelando que a etiologia mais
frequente foi o fator tubdrio, respondendo por 53% dos casos.
Essa elevada incidéncia do fator tubario deveu-se as mulheres
que procuraram tratamento para reversao da laqueadura tubaria
(24% do total de casos)'®.

Deve-se lembrar que a prevaléncia de 25,5% de obstrucio
tubaria no nosso estudo nao incluiu pacientes com histéria de
ligadura tubaria, em decorréncia do desenho do projeto de pes-

quisa, uma vez que o objetivo foi avaliar especificamente lesdo
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tubdria detectada a HSG associada a IFI para a clamidia. Dai a
prevaléncia aparentemente menor deste estudo.

Altos titulos de anticorpos IgG para clamidia estdo associa-
dos com lesdes tubarias, aderéncias pélvicas e aumento do risco
de gravidez tubéria'**. De acordo com Glina?', aproximadamen-
te 70% das mulheres com lesdo tubaria apresentam anticorpos
circulantes para C. trachomatis.

Peivandi et al.?? investigaram o papel da sorologia para
Chlamydia como teste de triagem para infertilidade tubaria e
compararam os resultados com a HSG e achados laparoscépicos
e encontraram uma relagdo linear entre a presenca de anticorpos
e probabilidade de lesdo tubaria. E esse foi um dos principais
achados do presente estudo com um aumento progressivo entre
os niveis de anticorpos e a probabilidade de obstrugao tubaria
(p<0,001), ou seja, quanto maior a titulagao, maior serd a proba-
bilidade de ocorréncia de obstrucao tubaria. Entretanto, o fator
idade pode ter sido uma variavel capaz de confundir visto que a
medida que a paciente avanca na idade, o tempo de exposicao a
clamidia é progressivamente maior e, por efeito cumulativo, ha
um aumento da prevaléncia de obstrucao tubaria. Esse argumen-
to ndo explica, entretanto, os maiores valores de IFI em faixas
etarias superiores.

Em Bristol, El Hakim et al.?®, utilizando a técnica de microi-

munofluorescéncia, observaram a relagao que ha entre titulos de

Referéncias hibliograficas

anticorpos séricos para Chlamydia e severidade da lesdo tubaria
em mulheres inférteis que foram submetidas a laparoscopia. Os
resultados do presente estudo, ndo apenas afirmaram uma rela-
¢3o quantitativa entre os niveis de anticorpos como também a
gravidade geral de danos das trompas em mulheres inférteis.
Nossos resultados sugerem que, com um titulo >1:16 utili-
zando o teste da IF], o risco de uma mulher ter obstrucao tuba-
ria € alto, ou seja, o suficiente para considerar encaminhamento
precoce de novas investigagdes. Titulos <1:16 podem justificar
encaminhamento precoce somente se houvesse outros fatores
de risco tais como: dor aguda abdominal ou a relagao sexual,
cirurgia ou histéria de infec¢do pélvica ou o casal ndo concebido

dentro de um tempo razoavel.

conclusao

Concluimos que a sorologia para C. trachomatis através da de-
teccdo de anticorpos pela técnica da IFI tém relagdo importante
com dano tubario, demonstrado pela tendéncia linear entre o au-
mento dos niveis de anticorpos e incidéncia de dano tubario. Em
locais onde nao esta disponivel rastreamento por PCR, a IFI é va-
lida para rastreamento de lesdo tubaria. Além disso, a sorologia
causa minimo desconforto para a paciente, é largamente disponi-

vel e deveria fazer parte da rotina nas clinicas de infertilidade.
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Abstract

Objective: To evaluate the presence/localization of meiotic spindles of in vivo matured oocytes from infertile women with and without endometriosis
undergoing stimulated cycles for intracytoplasmic sperminjection. Methods: Meiotic spindles of oocytes with the first polar body extruded were imaged
using polarization microscopy immediately before the intracytoplasmic sperm injection. Results: We analyzed 326 oocytes (79 from endometriosis
stages minimal/mild, 51 from endometriosis stages moderate/severe — Ill/IV, and 196 from the Control Group). No significant differences were seen
in the percentage of oocytes in metaphase Il with visible and nonvisible spindles and in the spindle localization among the groups. Conclusions:
We can conclude from this study that noninvasive analysis of spindles from in vivo matured oocytes of infertile patients with endometriosis did not
demonstrate significant differences in terms of the nuclear maturation stage, the percentage of oocytes in metaphase Il with visible spindles, and the
spindle localization when compared to control group.

Uniterms: Endometriosis; Infertility; Cellular spindle; Human oocyte; Polarization microscopy; ICSI.

Resumo

Objetivo: Avaliar a presenca e localizacao do fuso celular meiético de o6citos maturados in vivo de mulheres inférteis, com e sem endometriose,
submetidas a estimulagdo ovariana para injecao intracitoplasmatica de espermatozoide. Métodos: Os fusos meiéticos de 06citos com o primeiro
corpusculo polar visivel foram analisados por microscopia de polarizacdo imediatamente antes da injecao intracitoplasmatica de espermatozoide.
Resultados: Foram analisados 326 o6citos (79 de mulheres com endometriose estagios I/1l, 51 de portadoras de endometriose llI/IV e 196 do
Grupo Controle). Nao houve diferenca significativa entre 0s grupos tanto na porcentagem de odcitos em metafase Il com fuso celular visivel e ndo-
visivel, como na localizacao do fuso celular. Conclusoes: A analise ndo-invasiva dos fusos celulares de odcitos maduros de mulheres inférteis com
endometriose pélvica nao demonstrou diferenca significativa em termos de percentagem de odcitos em metéafase Il, com fuso visivel e nao-visivel e
nas diferentes localizacbes, quando comparados ao Grupo Controle.

Unitermos: Endometriose; Infertilidade; Fuso celular; Odcito humano; Microscopia de polarizacao; ICSI.
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Introduction

In the spectrum of endometriosis-related symptoms, one of
the most intriguing is the association of the disease with inferti-
lity, ;mainly in cases where there are no mechanical alterations
of the reproductive system. Although it has been a controversial
issue for decades, several data have supported the concept of
decreased fertility in endometriosis patients'?. The finding that
similar implantation rates in oocyte donation cycles have been
recorded between women with endometriosis and controls su-
ggests an important role of the oocyte quality in assisted repro-
duction outcomes in infertile women with endometriosis!**.

Some studies have suggested that oxidative stress has a po-
tential role in explaining the etiopathogenesis of infertility asso-
ciated with endometriosis®™’, which could theoretically promote
an impairment of the oocyte quality among such patients. Some
alterations in the quality of oocytes may lead to either an im-
pairment to embryonic development® or a total block in that
process’, when women with endometriosis were compared to
infertile controls.

In order that the oocyte be prepared for fertilization, it needs
to be mature (at the metaphase II stage) and with a morpholo-
gically and functional meiotic spindle. In a recently published
study from our group analyzing in vitro matured oocytes obtai-
ned from stimulated cycles of infertile patients with either en-
dometriosis or male/tubal infertility causes, we observed that
patients with endometriosis tended to have a higher percentage
of oocytes in telophase I among those with the first polar body
(PB) visualized™. It suggests a potential delay or impairment of
meiosis I associated with endometriosis, which would contribu-
te to decreased oocyte quality. However, the number of cases
presented was small and data could not necessarily be extrapo-
lated to in vivo matured oocytes. These findings arouse interest in
using noninvasive and innocuous methods to analyze this im-
portant cellular structure in i vivo matured oocytes from stimu-
lated cycles of infertile women with endometriosis, which has
not been performed yet. Such approach would make possible
the utilization of the analyzed oocytes in subsequent assisted
reproduction techniques (ART).

Polarization microscopy enables observation and characteriza-
tion of spindles in live oocytes without the need of fixation'. Itis an
innocuous method, which allows the use of the analyzed oocytes
for intracytoplasmic sperm injection (ICSI) without compromising
subsequent embryonic development. This methodology permits
the identification of the nuclear maturation stage of oocytes and
may have clinical utility for predicting embryo quality and fertiliza-
tion after ICSI'"3. Otherwise, identification of the meiotic spindle
position relative to the first PB may prevent embryologists from da-

maging this important cellular structure during ICSI*.

Thus, we evaluated the presence/location of meiotic spindles
of in vivo matured oocytes (in metaphase II) from women with
endometriosis (stages minimal/mild — I/Il and moderate/severe —
[II/IV) and male or tubal causes of infertility (controls), who were

undergoing stimulated cycles for ICSI.

Material and methods

Patients

This prospective study was performed from March, 2008
to March, 2009 at the In Vitro Fertilization (IVF) Center of
Ribeirdo Preto Clinical Hospital, Department of Gynecology and
Obstetrics, Ribeirdo Preto Medical School — University of Sao
Paulo, Brazil. This study was submitted to and approved by the
Research Committee. All of the participating couples underwent
ovulation induction for purposes of ICSI, fulfilled the inclusion
criteria, demonstrated a desire to participate in the project, and
completed an informed consent form.

Patients with age <38 years, basal follicle stimulating hormo-
ne (FSH) <10 mIU/mL and body mass index (BMI) <30 kg/m?
were included. Women with endometriosis were included when
diagnosed by videolaparoscopy according to the protocol from
the American Society of Reproductive Medicine'®, which classi-
fies the disease in four stages: minimum (stage I), mild (stage 1I),
moderate (stage III), and severe (stage IV). Women included in
the Control Group did not have pelvic diseases associated with
infertility, as demonstrated by videolaparoscopy.

Patients with chronic pathologies, users of tobacco or alcoho-
lic beverages, and patients using medications that could interfere
with ovarian foliculogenesis or oxidative stress, such as nonste-
roid anti-inflammatories and corticosteroids, in the six months
prior to the beginning of ovulation induction were excluded.

Seventy-four patients met the inclusion criteria for the study.
Of these, 43 presented with male and/or tubal factors and were
designated as the Control Group, and 31 presented with infertili-
ty related to endometriosis (16 with minimal and mild endome-

triosis and 15 with moderate and severe endometriosis).

Controlled ovarian stimulation protocol

The patients underwent pituitary suppression using a gona-
dotropin-releasing hormone (GnRHa) analog ten days prior to
the basal transvaginal ultrasound (long protocol), with admi-
nistration of leuproliof acetate (Lupron®, Abott, Brazil). The pa-
tients received 100 to 300 IU per day of recombinant FSH (ESHr)
(Gonal-F®, Serono, Brazil; Puregon®, Organon, Brazil) in the first
six days of induction. When at least two follicles reached a mean

diameter of 18 mm, the recombinant hCG was administered
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(Ovidrel®, Serono, Brazil). The oocyte collection was performed

34 to 36 hours after administration of recombinant hCG.

Oocyte preparation

All of the material aspirated during the oocyte collection
was analyzed to identify and isolate the cumulus-oocyte com-
plexes (COC). After identification, the COC were isolated from
the follicular fluid (FF) and placed upon separated plates. The
COC were carefully washed in Human Tubal Fluid-HEPES (HTE,
Irvine Scientific) to remove blood and debris. Subsequently, they
were placed upon NUNC plates (Multidish 4 wells Nuclon,
Delta SI), filled with HTF culture medium, covered with mineral
oil, and subjected to 5% CO, gas incubation under ideal tempe-
rature (37° C) and humidity (95%) conditions for a period of two
to three hours. After this period to remove the cumulus cells,
the COC were placed in micro-drops of 25 pL of hyaluronidase
(H4272 type IV-S, Sigma), diluted in 80 Ul/mL of HTEF/HEPES
(TIrvine Scientific), for a maximum of 30 seconds, and then wa-
shed from two to three times with HTF modified medium (HTF/
HEPES, Irvine Scientific), supplemented with 10% Synthetic
Serum Substitute (SSS). The mechanical removal of cellular de-
bris was done with a stripper pipette (130 um denuding pipette,
Cook, Melbourne, Australia).

After oocyte denuding, the degree of oocyte maturation was
identified using a light microscope. The immature oocytes (ger-
minal vesicle stage or metaphase I) were discarded. The mature
oocytes (morphologically characterized by the presence of the
first PB extruded) were incubated in 25 pL of HTF + 10% SSS
for one hour (after oocyte denuding) and then analyzed by the
OCTAX ICSI Guard™ System (Medical Technology Vertriebs-
GmbH, Altdorf, Germany) immediately before ICSI.

Polarization microscopy

The spindles of oocytes with the first PB extruded were
evaluated using an inverted microscope equipped with a vi-
deo camera and with the hardware of the polarization micros-
cope, which consists of electric crystals and an optic-electric
controller (OCTAX ICSI Guard™ System, Medical Technology
Vertriebs-GmbH, Altdorf, Germany). The electric crystal
groups are controlled by the computer through the OCTAX
EyeWare™ Software (Medical Technology Vertriebs-GmbH,
Altdorf, Germany). The oocytes were analyzed at 37° C, in 5
pl drops of HTF/Hepes + 10% SSS in coated glass bottom Petri
dishes (MatTek Corp., Ashland, MA), and they were placed on
a surface heated to 37°C.

To control the methodological biases related to nonvisua-

lization of the spindle due to oocyte denuding and metaphase

aging, denuding was done two to three hours after the cellular
collection. Subsequently, the oocytes were placed on the pre-
viously balanced culture plates in the incubator for one more
hour followed by imaging and ICSI. A maximum of seven
oocytes were analyzed on each plate due to the total time,
including the time necessary to analyze the cellular spindle
by polarization microscope and ICSI was less than or equal
to seven minutes.

The cellular spindles in metaphase II were characterized by
the presence of radially distributed birefringent fibers in the sha-
pe of a barrel and oriented parallel to the cortical membrane.
Since chromosomes are minimally birefringent, they were not
properly analyzed by this methodology. The cellular spindle lo-
calization was based on the angle formed between this structure
and the first PB; the oocytes were divided into six groups, as
follows: with spindles making 0 to 30° as related to the first PB;
with spindles making 30 to 60° as related to the first PB; with
spindles making 60 to 90° as related to the first PB; with spindles
making 90 to 120° as related to the first PB; with spindles making
120 to 150° as related to the first PB; and with spindles making
150 to 180° as related to the first PB.

Statistical analysis

The Endometriosis and Control Groups were first analyzed
comparatively using Fisher’s exact test with regard to the follo-
wing parameters: the percentage of oocytes in metaphase I with
visible and nonvisible spindles and the percentage of oocytes
with spindles localized in the different positions. Quantitative
variables were analyzed statistically by the analysis of variance
(ANOVA,) followed by the Duncan post-test. The level of signifi-

cance was 5% (p<0.05) in all analyses.

Results

Three hundred and twenty-six oocytes with the first PB
extruded (considered mature oocytes by embryologists in cli-
nical practice) were analyzed by polarization microscopy, 130
from the Endometriosis Group (79 from the Endometriosis I/
II Group and 51 from the Endometriosis III/IV Group) and 196
from the Control Group, immediately before ICSI. We did not
observe a significant difference between the percentage of
oocytes in metaphase II with visible and nonvisible spindles
among the analyzed groups (94.9, 91.5, and 86.9, of oocytes
with visible spindles, respectively, in the Endometriosis I/II,
[II/IV, and Control Groups). All of the oocytes presented a
cellular spindle localized between 0° and 90° in relation to the
first PB. We did not see any significant differences in the per-

centage of oocytes with cellular spindles localized between
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0° and 30°, 30° and 60°, and 60° and 90° among the analyzed
groups. It is noteworthy that the percentage of oocytes with
cellular spindles localized between 60° and 90° in relation to
the first PB was small among the three analyzed groups (2.7,
4.7, and 4.2, respectively in the Endometriosis I/1I, III/IV, and
Control Groups) (Table 1).

No significant differences were found among groups
(Endometriosis /11, III/IV, and Control Groups) in relation to the
median age, the number of retrieved oocytes, and the number of
mature oocytes (with first PB extruded) (Table 2).

Discussion

The mechanisms involved in the etiopathogenesis of infertili-
ty related to endometriosis have not been fully elucidated. Lower
fertilization and implantation rates in women with endometrio-
sis undergoing ovarian stimulation for ART"** might result from
decreased oocyte quality!®. However, we could not find any stu-
dies that have objectively evaluated markers of oocyte quality in
infertile women with endometriosis using noninvasive methods,
which permit clinical use of oocytes in ART.

In the clinical practice, embryologists perform oocyte de-

nudation before ICSI and the visualization of the first PB is

Table 1 — Non-invasive analysis of oocytes with the first polar body
extruded obtained from stimulated cycles of infertile patients with and
without endometriosis (tubal and/or male infertility factors)

Endometriosis Tubal and/or
Variables 1o ey M.alle In infer-
tility factors
Spindle visualization (MIl oocytes)
Nonvisible (%) 5.0(4/79) 8.5(4/47) 13(25/191)

Visible (%)
Spindle localization
0°-30° (%)

94.9(75/79) 91.5(43/47) 86.9(166/191)

78.6(59/75) 86(37/43) 85.5(142/166)
30°-60° (%) 18.6(14/75) 9.3(4/43)  10.2(17/166)
60°-90° (%) 2.7(2/75)  4.7(2/43) 4.2(7/166)
No statistically significant difference was observed among the groups (p<0.05).

Table 2 - Comparison of the parameters of controlled ovarian
stimulation of infertile women with and without endometriosis (tubal
and /or male infertility factors)

Endometriosis Tubal and/or
Variables 1 ey n'!ellle In infer-
tility factors
Number of patients 16 15 43
Number of initiated cycles 20 18 49
Age (years) 33.6+£2.9 33.1+3.6 33.4+3.4
Number of cycles with oocytes retrieved 18 16 47
Number of retrieved oocytes 6.0+3.8 5.1+3.4 6.4+3.7
Number of mature oocytes 4.9+2.7 3.6+2.6 5.0+3.2

Data presented as media * standard deviation. Mature oocytes: oocytes with the first polar
body visible. No statistically significant difference was observed among the groups (p<0.05).

used as the criterion to classify the oocyte as mature and able
it to be injected. However, oocytes with the first PB extruded
may not complete meiosis I being in telophase I instead of
metaphase II'%.

Some studies have shown significant DNA damage and
increased microtubule and chromosomal anomalies in mou-
se oocytes incubated with peritoneal fluid (PF) from patients
with endometriosis'. These results suggest that meiotic ano-
malies may be related to impaired oocyte quality in endome-
triosis patients. It is well-established that meiotic abnormali-
ties can contribute to developmental failure through several
pathways, ranging from the inability of the cocyte to comple-
te the maturation process, which makes it incapable of being
normally fertilized, to the appearance of several errors in the
meiotic maturation process that do not make fertilization im-
possible, but that can compromise embryonic development
pre- and/or post-implantation, as well as the future viability
of the embryo!.

The objective of the present study was to compare the vi-
sualization and localization of metaphase II meiotic spindles
among infertile women with endometriosis (stages I/Il and III/
IV) and controls. In this study, the meiotic spindle was visu-
alized in almost 90% of the examined oocytes, as supported
by the data in the literature, where visualization of the cellular
spindle can range from 62.8 to 91%??'. The high percentage
of oocytes with visible cellular spindles observed in the three
analyzed groups in this study can be attributed to rigorous me-
thodological control, including incubating oocytes for one hour
after denuding and adequate control of ambient conditions
(maintenance of ideal temperature and pH and short time of li-
ghtexposure and oocytes outside incubation during analyses)®.
There was not a significant difference between the percentage
of oocytes in metaphase II with visible and nonvisible spindles
amongst patients with endometriosis I/Il, endometriosis III/IV,
and controls. In relation to the localization of the cellular spin-
dle, we also did not observe significant difference between the
groups. All of the oocytes with visible spindles presented this
structure localized between 0° and 90° in relation to the first
PB, with almost 85% localized between 0° and 30°. Studies in
the literature have evaluated the angle formed between the PB
and the cellular spindle and they concluded that when the an-
gle does not exceed 90°, there are no effects on the fertilization

rates of the oocytes??.

conclusions

We can conclude from this study that no significant diffe-
rences were observed by polarization analysis of in vivo matu-

red oocytes, in terms of visualization and localization of meiotic
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spindles from patients with and without endometriosis. First of
all, it is important to state that spindle visualization by polariza-
tion microscopy does not mean that this cell structure is normal,
which should be evaluated in further studies with adequate me-
thodology. Secondly, analysis of the present data suggests that
the localization of the oocyte spindles in anomalous positions is
not responsible for the impaired oocyte quality of patients with

infertility related to endometriosis.
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Uniao homoafetiva e reproducao assistida:

0 que pode ser feito?
Homo-affective union and assisted reproduction: what can be done?

nova Resolucao do Conselho Federal de Medicina (CEM 1.957/2010), ao estabelecer que as téc-

nicas de reprodugao assistida podem ser utilizadas para resolver os problemas da reprodugao hu-

ana, desde que exista possibilidade de sucesso e ndo haja riscos graves de satde para a paciente

ou descendente, abriu claramente a possibilidade de casais do mesmo sexo requererem esses recursos para
constituir sua familia. As clinicas de reproducao assistida recebem, nao raras vezes, essas solicitagoes.

No caso de unido entre duas mulheres, é comum uma delas desejar doar o odcito para ser fertili-
zado com o sémen de um doador, e o embrido resultante ser transferido para o ttero da outra parceira.
Ha quem argumente, erroneamente, que se trata de doagdo de o6cito de doadora conhecida, o que seria
vetado pela Resolugdo do CFM. Nada mais equivocado: trata-se de um casal com seus direitos reco-
nhecidos, que formam um ntucleo familiar. Dentro desse nucleo, o casal dispoe do Utero e dos odcitos,
faltando apenas o sémen para o processo reprodutivo. Al sim temos a obrigacdo de utilizar sémen de
doador desconhecido, como recomenda o CEM. Portanto, a solicitagao de reprodugio assistida de um
casal de mulheres, na qual uma delas fornece o o6cito e a outra fornece o Utero, € legitima e ndo esta
em desacordo com as novas normas do CEM.

No caso de parceiros do sexo masculino, a situacdo é um pouco mais complexa: enquanto para
parceiras mulheres faltam apenas os espermatozoides, no caso dos homens é apenas isso que eles tém,
faltando-lhes os odcitos e o Utero. Nessa circunstancia, os odcitos devem ser provenientes de doadora
desconhecida, o utero cedido por uma parente em primeiro grau de um dos parceiros, e o sémen for-
necido por um deles.

Essas sdo as situacoes possiveis de reprodugdo assistida em casais homoafetivos do ponto de vista
técnico e ético. Obviamente, limitamo-nos aqui a expor aspectos técnicos que ndo entrem em conflito
com as novas normas do CEM, sem nos atermos a aspectos sociais, psicolégicos e até juridicos que
envolvem esse nucleo familiar que sé atualmente vem buscando e obtendo reconhecimento como tal.

Costuma-se dizer que a ciéncia esta sempre a frente das transformagdes sociais; talvez tenhamos
aqui uma excegao a regra, pois a uniao entre individuos do mesmo sexo, que por sinal sempre existiu,
vem agora obtendo o reconhecimento de seus direitos; entre eles, o legitimo anseio de ampliagdo do
ntcleo familiar. E af que a ciéncia, por meio das técnicas de reproducio assistida, busca formas de in-
terferir para garantir esse direito.

Com essas consideragoes, despego-me da funcao de editor da Reproducdo & Climatério, desejan-
do um trabalho proficuo e muito sucesso aos novos editores. Agradego a todos pela colaboragdo que
recebi nesses anos a frente da nossa revista e espero continuar, de outras maneiras, contribuindo para
tornar cada vez mais forte a Sociedade Brasileira de Reprodu¢do Humana (SBRH).

Um abrago afetuoso a todos os associados da SBRH,

Dr. Mario Cavagna*®

*Diretor da Divisdo de Reproducao Humana do Hospital Pérola Byington — S&o Paulo (SP), Brasil.
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