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Editorial

Bem-vindo o Consenso de Bologna

O manejo clínico das pacientes más respondedoras nos ciclos de Fertilização In Vitro (FIV) sem-

pre foi um desafi o para os especialistas. Não há dúvida que a ovodoação é a alternativa que 

oferece as maiores chances de gravidez, porém nem todos os casais estão preparados a aceitar 

essa modalidade de tratamento. Por isso, alguns protocolos alternativos foram desenvolvidos na 

tentativa de aumentar a quantidade de oócitos maduros e, consequentemente, melhorar as taxas 

de sucesso antes da ovodoação: protocolos com altas doses de gonadotrofi nas, uso de inibidores 

da aromatase, adição de hormônio do crescimento (GH) e o uso de androgênios entre outros. 

Atualmente a tendência é a adoção de protocolos com baixas doses de gonadotrofi nas ou, até 

mesmo, o ciclo natural pela viabilidade econômica desses tratamentos frente ao pequeno número 

de folículos maduros obtidos em cada ciclo de estímulo.

Os estudos nessa área são difíceis de serem interpretados pela heterogeneidade e pelo núme-

ro restrito de pacientes e, principalmente, pela falta de padronização na defi nição de pacientes 

más respondedoras (poor responders). Em abril de 2010, durante encontro da Sociedade Europeia 

de Reprodução Humana e Embriologia (ESHRE), desenvolveu-se, na cidade de Bologna (Itália), 

critérios para defi nir o termo “má resposta ovariana” ao estímulo nos ciclos de FIV. De acordo 

com esse consenso, fi cou estabelecido que a presença de duas de três das seguintes características 

são necessárias para defi nir a má resposta ovariana: i) idade materna avançada ou qualquer outro 

fator de risco para má resposta; ii) má resposta ovariana em ciclo prévio (menos de quatro oócitos 

obtidos); iii) teste de reserva ovariana alterado. Além disso, dois ciclos de má resposta ovariana 

após estímulo com altas doses de gonadotrofi nas são sufi cientes para defi nir a paciente como má 

respondedora independente da idade e dos testes de reserva ovariana.

Parece que, fi nalmente, após uma medida simples, mas fundamental, que é a padronização 

de conceitos e defi nições será possível comparar resultados entre os estudos e buscar a melhor 

alternativa terapêutica nos casos de má resposta ovariana nos ciclos de FIV.

Leopoldo de Oliveira Tso

Coeditor da Revista Reprodução & Climatério
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Resumo
Objetivo: Comparar as curvas padrões de decréscimo da reserva ovariana considerando a dosagem do hormônio folículo estimulante (FSH) e a 

contagem dos folículos antrais (CFA). Método: Estudo transversal prospectivo de pacientes atendidas no Centro de Reprodução Fêmina no período 

de 01/03/2010 a 31/08/2010. As pacientes foram submetidas à ultrassonografi a transvaginal e à dosagem do FSH do 2º ao 4º dia da menstruação. 

Foram incluídas pacientes de 21 a 44 anos, com ciclos regulares, dois ovários íntegros, nenhuma evidência de endocrinopatias, que não recebiam 

medicamentos há 6 meses, e que assinaram o consentimento. Foram excluídas as tabagistas, portadoras de galactosemia, cistos ovarianos, com 

antecedente de hepatopatia, cirurgia ginecológico-ovariana, tratamento com quimioterapia ou radioterapia. O teste utilizado foi o coefi ciente de 

correlação de Pearson. Resultados: Sessenta e oito pacientes com idade entre 22 e 44 anos foram incluídas. O fator masculino foi a principal 

etiologia da infertilidade, contribuindo com 41% dos casos. A correlação entre a dosagem do FSH e a CFA foi fraca (r=-0,269) e o teste de Pearson 

foi estatisticamente signifi cante (p=0,026). Conclusão: A correlação entre a contagem dos folículos antrais e a dosagem sérica do hormônio folículo 

estimulante foi fraca e estatisticamente signifi cante. 

Unitermos: Reserva ovariana; Hormônio folículo estimulante; Contagem dos folículos antrais ovarianos; Infertilidade.

Abstract
Objective: To compare the curves patterns of ovarian reserve decline taking into account the follicle stimulating hormone measurement (FSH) and the 

antral follicles count (AFC). Methods: Prospective transversal study of patients attended at Fêmina Reproduction Center from March 2010 to August 

2010. The patients were submitted to transvaginal ultrasonography and had FSH measurement from days 2 to 4 of their period. Patients included 

were the ones who were 21 to 44 years old, with regular menses, two healthy ovaries, without any evidence of endocrinopathies, that were not taking 

medicines for 6 months, and signed the consent.  Patients excluded: smokers, with galactosemia or ovarian cysts, with antecedents of hepatopathies, 

gynecological ovarian surgeries or were treated with chemotherapy or x-ray. Pearson’s correlation coeffi cient was used to analyze the data. Results: 

Sixty-eight patients were included in the trial, age ranged from 22 to 44 years old. The male factor was the main etiology of infertility, contributing with 

41% of the cases. The correlation between FSH measurement and AFC was weak (r=-0,269) and Pearson test was statistically signifi cant (p=0,026). 

Conclusions: The correlation between the antral follicles count and the serum dosage of FSH was weak and statistically signifi cant.

Uniterms: Ovarian reserve; Follicle stimulating hormone; Antral follicles count; Infertility.
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Introdução

Reserva ovariana é o pool de folículos ovarianos disponíveis 

para recrutamento, representando o potencial funcional do ová-

rio através do número e da qualidade oocitária1,2. 

Diminuição da reserva ovariana é um processo de declínio 

da fecundidade associado tanto a depleção folicular dos ovários 

quanto a piora da qualidade oocitária3. Parece haver também 

uma diminuição da resposta ovariana à quantidades crescentes 

de gonadotrofinas4. 

Sugere-se que apenas a idade não prediz de forma confiá-

vel a capacidade reprodutiva de uma mulher5. Entre mulheres de 

mesma idade, a reserva ovariana pode variar de forma significa-

tiva. Um declínio na função reprodutiva das mulheres torna-se 

evidente cerca de dez anos antes do seu término e a fertilidade 

diminui durante a quarta década de vida, período associado com 

modificações na secreção de gonadotrofinas6. 

O recrutamento e o desenvolvimento de múltiplos folí-

culos ovarianos em resposta ao estímulo com gonadotrofinas 

são realizados no tratamento com fertilização in vitro (FIV). A 

responsividade ovariana a este tipo de tratamento é variável 

e imprevisível. O número de folículos em desenvolvimen-

to durante a estimulação ovariana tem relação direta com a 

quantidade de oócitos captados e influencia o número de em-

briões disponíveis para seleção, transferência e congelamen-

to. Assim, a reserva ovariana está relacionada com maior ou 

menor chance de gestação. Em aproximadamente 10% dos 

casos, ocorre baixa resposta ao tratamento proposto, associa-

do diretamente à redução do número de oócitos captados, ao 

aumento do número de ciclos cancelados e a índices menores 

de gravidez3.

A avaliação da reserva ovariana se aplica a pacientes inférteis 

que serão submetidas às técnicas de reprodução assistida com a 

intenção de selecionar as que apresentam bom prognóstico para 

gravidez viável, a pacientes com suspeita ou história familiar de 

falência ovariana prematura (FOP), para jovens que serão subme-

tidas a tratamentos para neoplasias que podem acarretar perda 

da fertilidade futura e ajuda os médicos na decisão da realização 

de uma ooforectomia profilática em mulheres selecionadas. Isso 

mostra a importância de se estabelecerem curvas de normalidade 

para os testes de reserva ovariana.

Existem poucos dados na literatura que suportem a utilização 

de um único marcador para determinar a reserva ovariana de uma 

paciente. A contagem folicular antral (CFA) associada ao hormô-

nio Folículo Estimulante (FSH) basal parece ser a abordagem de 

menor custo na avaliação atual do casal infértil. A demonstração 

que existe uma correlação estreita entre a curva da dosagem do 

FSH e da contagem dos folículos antrais permitirá a racionaliza-

ção ainda maior dos custos da avaliação da reserva ovariana.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi comparar as curvas 

padrões de decréscimo da reserva ovariana considerando a do-

sagem do hormônio folículo estimulante e a contagem dos fo-

lículos antrais.

Metodologia

Foi realizado um estudo transversal prospectivo de pa-

cientes dos 22 aos 44 anos atendidas pelos autores no Centro 

de Reprodução Assistida Fêmina no período 01/03/2010 a 

31/08/2010.

As pacientes foram submetidas à ultrassonografia transvagi-

nal na fase folicular precoce do segundo ao quarto dia do ciclo 

menstrual. As ultrassonografias foram realizadas apenas pelos 

médicos pesquisadores, com equipamento Voluson da marca 

GE com transdutores transvaginais de 7,5MHz.

Todas as medidas dos folículos antrais foram feitas no modo 

bidimensional. O diâmetro máximo longitudinal e seu diâme-

tro perpendicular foram obtidos com o modo convencional 2D. 

O tamanho dos folículos foi considerado como a média dessas 

duas medidas. Os folículos de 2 a 10mm de diâmetro foram con-

siderados antrais. Foram avaliados os ovários direito e esquerdo 

e realizado a somatória das duas contagens. O número total dos 

folículos antrais foi utilizado para o cálculo. Essas medições já 

são feitas de modo rotineiro para avaliação da reserva ovariana 

da mulher.

Entre o dia 2 e 4 do ciclo menstrual foram colhidas amostras 

de sangue para determinar também a dosagem do FSH basal pela 

eletroquimioluminescência. As coletas foram realizadas pela ma-

nhã, em jejum mínimo de 4 horas. Coletou-se 1mL de soro que 

ficou refrigerado entre 2º e 8ºC e foi processado em, no máximo, 

30 dias. Essa dosagem também é rotineira para avaliação da re-

serva ovariana da mulher.

O protocolo foi preenchido com a idade da paciente, cau-

sa da infertilidade, método de dosagem do FSH, o valor da 

dosagem do FSH, a contagem ultrassonográfica dos folículos 

ovarianos antrais, histórico de endocrinopatias, tabagismo, 

galactosemia e presença de cistos ovarianos durante a con-

tagem dos folículos antrais. Nesse momento também foram 

avaliados os critérios de inclusão e exclusão discriminados 

abaixo. 

Foram incluídas as pacientes com idade entre 21 e 44 anos, 

com ciclos regulares de 21 a 35 dias, com dois ovários íntegros, 

sem evidência de doenças endócrinas, que não recebiam medi-

camentos ou hormônios há 6 meses e que assinaram o informe 

de consentimento.

Foram excluídas as seguintes pacientes: tabagistas, portado-

ras de galactosemia, com antecedente de cirurgias ginecológico-

ovarianas e de tratamento com quimioterapia ou radioterapia, 
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portadoras de cistos ovarianos ou de folículos ovarianos medin-

do mais que 10mm e aquelas com insufi ciência hepática.

Para avaliar a signifi cância das analises estatísticas foi utiliza-

do o programa SPSS versão 16.0 para Windows. O teste utiliza-

do para uma amostra normal foi o coefi ciente de correlação de 

Pearson.

Este estudo foi aprovado pelo Departamento de Ginecologia 

e Obstetrícia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal 

de Goiás e pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal de Goiás (UFG). 

Resultados

Sessenta e oito pacientes foram incluídas no estudo, com ida-

de entre de 22 e 44 anos (média de 32,3 anos). Dentre as causas 

de infertilidade, o fator masculino foi a principal etiologia, contri-

buindo com quarenta e um por cento (41%) dos casos.

O Gráfi co 1 demonstra que a correlação entre as medidas ob-

tidas do FSH para cada idade foi pequena quando avaliada pelo 

coefi ciente de correlação (r=0,191), não sendo estatisticamente 

signifi cativa (p=0,119).

O Gráfi co 2 mostra que o coefi ciente de correlação entre as 

medidas obtidas do CFA para cada idade foi maior quando com-

parada com as dosagens do FSH. A correlação foi moderada e 

estatisticamente signifi cante (r=-0,545 e p<0,001).

A comparação entre a contagem dos folículos antrais e a do-

sagem sérica do hormônio folículo estimulante pode ser obser-

vada no Gráfi co 3. A correlação entre a dosagem do FSH e a 

CFA foi fraca (r=-0,269) e o teste de Pearson foi estatisticamente 

signifi cante (p=0,026).

Discussão

Um bom teste de reserva ovariana deve estimar a duração 

provável da atividade dos ovários, indicar a dose real de estimu-

lação ovariana, ser preditivo de concepção e apontar a chance 

de se ter um recém nascido-vivo1. Em vários pontos da literatura 

considera-se que não há exames confi áveis e altamente sensíveis 

para avaliar esses fatores em mulheres na menacme.

Os testes estáticos (basais) são comumente realizados 

no terceiro dia do ciclo menstrual, destacando-se neste estu-

do a dosagem do FSH basal e o número de folículos antrais 

ovarianos7,8. 

Os níveis basais do FSH refl etem o estoque folicular de am-

bos os ovários em um determinado momento da vida reproduti-

va. À medida que a reserva folicular diminui, os níveis basais do 

FSH se elevam. Por isso, o FSH tem sido utilizado como um mar-

cador de insufi ciência ovariana e, quando elevado, está associado 

à baixas taxas de sucesso em técnicas de reprodução assistida. 

Os valores considerados normais do FSH sérico variam entre 3 

e 15UI2. 

A idade da mulher e o FSH basal são associados de forma 

independentes aos resultados da FIV. Um estudo com pacientes 

submetidas à FIV concluiu que o FSH basal é um marcador do 

tamanho do pool folicular remanescente. Observou-se também 

que mulheres de idade avançada, mesmo com níveis baixos des-

se hormônio, demonstraram resultados limitados no tratamen-

to. Isso sugere que a idade deve ser levada em conta antes da 
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dosagem do FSH na estimativa de sucesso da FIV2. O coeficiente 

de correlação entre o FSH e a idade nesta casuística foi pequeno. 

Foi aplicado o teste de Pearson, que não apresentou significância 

estatística.

Outro estudo observou que o FSH alto não deve ser critério 

de exclusão de pacientes para FIV, já que o teste representa o 

aspecto quantitativo e não qualitativo da reserva ovariana, ou 

seja, apesar de possuir um baixo pool folicular, uma paciente não 

necessariamente apresentará uma má qualidade oocitária, espe-

cialmente se for jovem. Por outro lado, sugere-se que o FSH ba-

sal seja usado para aconselhar as pacientes sobre suas chances de 

sucesso de uma gestação9. 

A primeira publicação que correlacionou a CFA com a re-

serva ovariana foi em 199610. Posteriormente, mostrou-se que a 

CFA diminui com o avançar da idade11. A casuística deste estudo 

corroborou o achado da maioria dos trabalhos que demonstra-

ram uma relação entre a CFA e a idade12,13.

Há algum tempo, estudos também demonstram uma corre-

lação entre a CFA e o estado funcional dos ovários. A CFA parece 

refletir o número de folículos primordiais remanescentes12, po-

dendo ter correlação com a quantidade de ciclos cancelados nas 

más respondedoras e com o número de oócitos aspirados5.

Neste estudo a CFA envolveu a medida de folículos entre 

2 e 10mm, mas esse valor pode variar entre os centros de estu-

do. Considera-se que essa contagem depende do tamanho do 

pool folicular primordial do qual os folículos são recrutados13,14,15. 

Mulheres com mais folículos antrais tendem a produzir mais fo-

lículos maduros e oócitos fertilizados em resposta à administra-

ção do FSH16. Considera-se como mínima uma contagem de dez 

folículos antrais na soma dos dois ovários para a obtenção de 

taxas adequadas de gestação15. 

Uma meta-análise demonstrou que a CFA é superior à me-

dida do volume dos ovários na avaliação de má resposta à FIV17. 

Esse e outros estudos demonstraram também a superioridade da 

CFA em relação à dosagem de gonadotrofinas basais na predição 

de resposta à hiperestimulação ovariana nos ciclos de FIV17,18.

Estudos mostram que a CFA apresenta nítida correlação po-

sitiva com as concentrações dos marcadores séricos19,20 e com os 

testes dinâmicos e sugerem que a CFA seja um dos melhores 

parâmetros funcionais quantitativos de reserva ovariana14,18. O 

coeficiente de correlação entre a dosagem do FSH e a CFA  reali-

zado nesta dissertação foi fraco, com o teste de Pearson estatis-

ticamente significante. 

A CFA e níveis séricos de HAM foram os dois parâmetros de 

maior poder preditivo de sucesso no tratamento de reprodução 

assistida.

A CFA seria capaz de identificar 89% das más respondedo-

ras previamente à estimulação com gonadotrofinas exógenas. 

Apesar da especificidade de 39%, os autores encontraram asso-

ciação significativa com o número de oócitos obtidos após ciclos 

induzidos e a probabilidade de gravidez química21. Outro estudo 

admite a importância da CFA como teste de screening para predi-

ção da má resposta ovariana22.

Vários estudos demonstraram a reprodutibilidade da CFA 

tanto quando feita em duas oportunidades pelo mesmo observa-

dor quanto por dois observadores diferentes18,23,24.

Uma metanálise com 11 estudos conclui que a combinação de 

múltiplas variáveis (HAM, Inibina B, FSH, CFA e outras) para diag-

nóstico de má respondedora é comparável ao CFA isoladamente. 

Assim, se a opção for por um único exame, este seria a CFA25. 

Conclusão	

A correlação entre a contagem dos folículos antrais e a dosa-

gem sérica do hormônio folículo estimulante foi fraca e estatisti-

camente significante.
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Resumo 
Introdução: Em laboratórios de Reprodução Humana, o controle de qualidade é de fundamental importância para o sucesso dos procedimentos. 

A realização correta dos procedimentos infl ui diretamente nos resultados, principalmente porque a vagina, o líquido folicular e o sêmen não 

podem ser esterilizados. Um alto grau de higiene, limpeza e o descarte do material deve ser observado para se evitar contaminação nos 

meios de cultura e equipamentos. Objetivo: Investigar a prevalência de contaminação bacteriológica e micológica nas placas de cultivo de 

embriões humanos e identifi car o micro-organismo em gênero e espécie. Métodos: Foram coletadas 125 amostras de placas de cultivo de 

embriões humanos, após a transferência para o útero materno, em três laboratórios de reprodução humana na cidade de Goiânia (GO), no 

período de maio de 2009 a maio de 2010. Os meios de cultivo foram inoculados em caldo BHI e incubados na estufa. As amostras que turvaram 

(positivaram) foram isoladas e identifi cadas. Resultados: Foram encontradas 6 amostras contaminadas do total de 125, com prevalência de 4,8% 

de contaminação. Os micro-organismos encontrados foram bactérias do gênero Escherichia coli (50%), Klebsiella sp. (16,6%), Pseudomonas sp. 

(16,6%) e uma levedura (16,6%). Conclusão: Embora os meios de cultura apresentem os antibióticos penicilina G ou gentamicina, bastonetes 

Gram-negativos resistentes foram encontrados. Houve prevalência de 4,8% de contaminação. E. coli foi o bastonete Gram-negativo de maior 

frequência, encontrado em três amostras, das seis contaminadas. Os micro-organismos encontrados e seus quantitativos foram: E. coli (3), 

Klebsiella sp. (1), Pseudomonas sp. (1), e levedura (1).

Unitermos: Reprodução humana; Contaminação; Microbiologia; Laboratório; Placas de cultivo; Estruturas embrionárias. 

Abstract 
Introduction: In human reproduction laboratories, quality control is crucial for the success of procedures. The correct implementation of procedures 

directly infl uences the results, especially because the vagina, the follicular fl uid and semen can not be sterilized. A high degree of hygiene, cleanliness 

and disposal of the material must be observed to avoid contamination in the cultural environment and equipment. Objective: To investigate the 

prevalence of bacterial contamination on plates and mycological culture of human embryos and identify the organism in the genus and species. 

Methods: 125 samples of culture dishes from human embryos, kept in the greenhouse after embryos transfer to the uteruswere collected at three 

human reproduction laboratories in Goiânia (GO), from May 2009 to May 2010. The culture media were inoculated in BHI broth and incubated. 

Samples that clouded (positivist) were isolated and identifi ed. Results: We found six contaminated samples of the total 125, with a prevalence of 

4.8% contamination. The microorganisms were bacteria like Escherichia coli (50%), Klebsiella sp (16.6%), Pseudomonas sp (16.6%), and yeast (16.6%). 

Trabalho realizado na Faculdade de Medicina e no Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública (IPTSP) da Universidade Federal de Goiás (UFG) – Goiânia (GO), Brasil.
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Brasileira de Reprodução Humana (SBRH). 
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Endereço para correspondência: Barbara Rosa Foizer Ribeiro, Rua S-5, n° 262, apto. 502, Ed. Arara azul, St. Bela Vista, Goiânia-GO, e-mail: wellingtonbarbara@yahoo.com.br (Barbara Rosa Foizer Ribeiro)

Pesquisa fi nanciada pelo IPTSP da UFG, com fornecimento do material de coleta e reagentes de identifi cação microbiológica.

Estudos 
O

bservacionais

Investigação bacteriológica e micológica
de placas de cultivo de embriões em

laboratório de reprodução humana
Research bacteriological and mycological culture of plates

from embryos in the laboratory of human reproduction
Barbara Rosa Foizer Ribeiro1, Waldemar Naves do Amaral2, Geraldo Sadoyama3

Ms. Barbara Rosa Foizer Ribeiro é professora da saúde na Universidade Salgado de Oliveira, aluna do doutorado em Ciências da 

Saúde–UFG, sob orientação do Prof. Dr. Waldemar Naves do Amaral, atua em Reprodução Humana, com ênfase em contaminação 

microbiológica como fator de redução das taxas de fertilização assistida.



pesquisa microbiológica em laboratório de reprodução humana

Reprod Clim. 2010; 26(1):12-8 13

Estudos 
O

bservacionais

Investigação bacteriológica e micológica
de placas de cultivo de embriões em

laboratório de reprodução humana
Research bacteriological and mycological culture of plates

from embryos in the laboratory of human reproduction
Barbara Rosa Foizer Ribeiro1, Waldemar Naves do Amaral2, Geraldo Sadoyama3

Introdução

O decréscimo da fertilidade, com o passar do tempo, é um 

inevitável fato biológico, aliado à maternidade tardia. A técnica 

de fertilização in vitro (FIV) avançou nessas últimas três décadas 

para ajudar os casais a resolverem o problema da infertilidade. 

Relatos históricos trazem o bebê Louise Brown como o primeiro 

a nascer de FIV, na Inglaterra, no ano 1978. Na FIV, os embriões 

são formados e cultivados fora do corpo da mãe, em placas de 

cultivo, graças ao avanço dos meios de cultura, que oferecem os 

nutrientes necessários para o bom desenvolvimento dos embri-

ões, cultivados em laboratório de reprodução humana1. 

Em laboratórios de reprodução humana, o controle de qua-

lidade é de fundamental importância para o sucesso dos proce-

dimentos. A realização correta dos procedimentos infl ui direta-

mente nos resultados, principalmente porque a vagina, o líquido 

folicular e o sêmen não podem ser esterilizados. Um alto grau 

de higiene e de limpeza e o descarte do material devem ser ob-

servados para se evitar contaminação nos meios de cultura e nos 

equipamentos. 

Cada passo nos procedimentos e manipulações laborato-

riais devem ser executados com técnicas de assepsia rigorosas2. 

A exata frequência dessas contaminações microbiológicas não 

é conhecida. Há um número limitado de publicações e descri-

ções de casos sobre esse assunto3. Desde 1997, contaminações 

microbiológicas em meios de cultura têm sido rotineiramente re-

gistrados para contribuir na melhora da qualidade do sistema de 

manejo em reprodução humana, o que compromete diretamente 

os resultados gestacionais em fertilização assistida. Bactericidas 

e fungicidas vêm sendo incorporados aos meios de cultura, à 

medida que aumenta a resistência dos micro-organismos4. As 

principais causas dessa contaminação vêm sendo associadas à 

infecção do trato genital masculino e feminino e, consequente, 

contaminação dos ovócitos e embriões. Também pode vir da 

contaminação do ar, de maquinários e materiais utilizados, como 

as placas de cultivo.

No entanto, nem vagina e nem um ejaculado podem ser con-

siderados como ambientes estéreis5. Portanto, muito cuidado 

deve ser tomado para se minimizarem os riscos de transferência 

de micro-organismos durante a realização de procedimentos clí-

nicos ou laboratoriais. Durante a coleta de ovócitos, há estudos 

de aparecimento de células vaginais no fl uído folicular, correndo 

o risco de contaminar a pelve materna e os embriões6. A maioria 

dos laboratórios de reprodução humana utiliza meios de cultura 

contendo antibióticos para minimizar os riscos de crescimento 

microbiano. Os meios de cultivo utilizados nos laboratórios de 

reprodução foram o IVF + 5% de albumina, que apresenta peni-

cilina G como antibiótico, e o HTF (sigla do inglês Human Tubal 

Fluid, Irvine Scientifi c), que apresenta gentamicina como antibi-

ótico. Esses meios devem ser usados depois de equilibrada a at-

mosfera em 37°C e 5% de CO2. Não obstante, ocasionalmente, 

os micro-organismos colonizam placas de cultivo de oócitos e 

embriões. A frequência exata dessas contaminações ou infecções 

microbianas é desconhecida. O próprio número limitado de pu-

blicações e relatórios de como lidar com esse assunto4,7,8 poderia 

sugerir que as infecções nas placas de cultivo apresentam um 

risco insignifi cante. Foram relatadas placas com a contaminação 

de levedura, no total de 729 ciclos, com prevalência de 0,69%, e 

outros seis casos de relatos3, nos quais a contaminação microbio-

lógica da cultura de embriões foi observada após 1.691 coletas 

de ovócitos, com prevalência de 0,35%. Extrapolando essa fre-

quência para o número de ciclos de FIV realizados na Europa, os 

resultados9 indicaram que muitas centenas de placas de cultivo 

de embriões contaminadas, provenientes de FIV, ocorrem a cada 

ano. Ao longo de um período de 8 anos, 95 infecções em placas 

de cultivo in vitro foram observadas após coleta de 13.977 amos-

tras envolvendo placas e sêmens, com prevalência de 0,68%5. 

Técnicas diferentes em reprodução assitida possuem índice de 

contaminação diferentes. Na injeção intracitoplasmática de es-

permatozoides (ICSI), a taxa de contaminação foi desprezível, 

mas, na FIV, o índice de contaminação aumenta5. 

A primeira consequência que se deve observar está na re-

dução da formação de embriões viáveis para transferência. Os 

embriões podem não sobreviver nas primeiras clivagens, apre-

sentar teratogenia, ou simplesmente não conseguirem implantar 

no útero. Também pode haver síndromes e comprometimento 

da saúde do feto, trazendo a possibilidade de aumento de na-

timortos, prematuridade, nascimento de conceptos pequenos e 

defeituosos – fatos descritos em estudos bovinos nos quais a fer-

tilização assistiva é amplamente utilizada10.

Em outra vertente, traz o risco de contaminar e infectar o 

organismo da mãe, com lesão temporária ou defi nitiva para a 

mesma. É por isso que procedimentos no controle de qualida-

de devem ser sempre acrescentados para minimizar os riscos, já 

que a contaminação pode ser vertical (dos progenitores para o 

embrião), ou lateral (de uma mulher para outra, durante as inter-

venções cirúrgicas de coleta de ovócitos e de transferência, por 

exemplo)6. 

Conclusion: Although the culture media provide the antibiotics penicillin G and gentamicin resistant gram negative rods were found. The E. coli Gram-

negative rod was more frequently found in three samples of the six contaminated. The microorganisms and their quantity were E. coli (3), Klebsiella 

sp (1), Pseudomonas sp (1), and Yeast (1).

Keywords: Human reproduction; Contamination; Microbiology; Laboratory; Culture dishes; Embryos structures.
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Como não há estudos longitudinais sobre doenças que aco-

metem indivíduos concebidos por fertilização assistida em qual-

quer fase da vida ligadas à provável contaminação na fase em-

briológica, torna-se difícil a atribuição da causa “contaminação” 

à consequência “doença”. A qualidade dos embriões precisa ser 

preservada, e mesmo que a contaminação ainda não possa ser 

corroborada por estudos em humanos, há evidência de infecção 

gestacional que prejudica o aparelho reprodutivo e provoca má 

formação no feto, em animais10 .

O entendimento sobre as possíveis contaminações, endóge-

nas e exógenas, de gametas e embriões e seus maus resultados 

reprodutivos, traz à luz a necessidade do rastreamento e controle 

dos agentes infecciosos dentro do laboratório de reprodução hu-

mana. A identificação microbiológica se faz necessária, uma vez 

que são fornecidos dados que comprovem essa contaminação, 

o que vai nortear as mudanças necessárias nos guias de proce-

dimentos laboratoriais e ambulatoriais, também nos meios de 

cultivo de embriões, para que haja proteção materno-fetal7,9. 

Neste estudo, analisou-se a prevalência da contaminação mi-

crobiológica por bactérias e fungos, em placas de cultivo de em-

briões humanos, e as contaminações encontradas foram isoladas 

e identificadas. Essas placas de cultivo dos embriões representam 

o melhor local de coleta para verificar se há contaminação micro-

biológica eminente, por que para ela confluem os vários fatores 

prováveis de contaminação, que interfere diretamente nas taxas 

de gestação. 

Métodos

Essa pesquisa de corte transversal realizou-se de forma qua-

litativa, com abordagem descritiva sobre a presença e o tipo de 

micro-organismo em materias em que foi constatada contamina-

ção, e também quantitativa, com índices de prevalência. Houve 

coleta do meio de cultura após a transferência dos embriões para 

o útero em três laboratórios de reprodução humana em Goiânia 

(GO). Os locais foram escolhidos por se tratarem de instituições 

privadas e pública – três instituições ativas em Goiânia. Embriões 

foram cultivados em meio de cultura HTF ou IVF (meio de cul-

tivo de embriões, Vitrolife), contendo penicilina ou gentamicina 

de antibiótico. As placas foram preparadas com gotas periféricas 

de IVF, com albumina a 5%, e cobertas com óleo mineral (sigma), 

mas houve também o cultivo de embriões em placas que utili-

zam o modo “poças”, com IVF ou HTF (Figura 1). Independente 

da suspeita de contaminação, todas as placas guardadas na in-

cubadora dos laboratórios de reprodução foram utilizadas como 

amostra para esse estudo.

O projeto foi aprovado no comitê de ética do Hospital das 

Clínicas da Universidade Federal de Goiás (UFG). A coleta do 

material de estudo foi realizada no decorrer do ano de 2009 e 

no primeiro semestre de 2010, nas dependências das instituições 

citadas, de acordo com a disponibilidade do descarte de placas de 

embriões, e levadas ao laboratório de Microbiologia do Instituto 

de Patologia Tropical e Saúde Pública (IPTSP) da UFG, onde se 

analisou primeiramente a presença de contaminação e, poste-

riormente, a identificação dos micro-organismos das amostras. 

Para analisar a presença de contaminação, foi utilizado o meio 

de cultura BHI (Brain Heart Infusion). Para garantir a esterilidade 

dos caldos BHI, estes foram preparados nos tubos de ensaio e 

autoclavados em seguida. Os meios foram mantidos em geladei-

ra e colocados na estufa 24 horas antes da utilização. Se estives-

sem contaminados, turvariam nesse período dentro da estufa. 

Depois de garantida a esterilização, as amostras foram coletadas 

no próprio ambiente dos laboratórios de reprodução humana. 

Cada coleta foi realizada utilizando a câmara de fluxo laminar 

ou a pressão positiva do laboratório, evitando a contaminação 

externa. O meio de cultivo foi retirado das placas com pipetas 

estéreis, também autoclavadas e embaladas isoladamente, e ino-

culado nesses tubos contendo 5 mL de caldo BHI e incubados 

por 24/48 horas a 37ºC, na estufa do laboratório de microbiologia 

do IPTSP-UFG. Foi retirado todo o meio de cultura disponível, 

tanto nas placas contendo microgotas, quanto nas placas conten-

do “poças”. As amostras que positivaram no caldo BHI, foram 

posteriormente subcultivadas em Agar Nutriente (verificar cres-

cimento de fungos), Agar Manitol Salgado (verificar crescimento 

de Staphylococcus e Bacillus) e Agar MacConkey (verificar o cresci-

mento de bactérias Gram-negativas). As amostras isoladas foram 

identificadas por meio da caracterização morfotintorial (azul de 

lactofenol – fungos e coloração de Gram-bactérias). Para os cocos 

Gram-positivos foram realizado os testes de produção de catalase 

e coagulase. Para os bacilos Gram-negativos foram realizados vá-

rios testes bioquímicos de identificação metabólica bacteriana. 

Testes bioquímicos

Os testes bioquímicos baseiam-se na presença ou ausência 

de substâncias, sejam elas enzimas ou produtos do metabolis-

mo bacteriano, sendo identificadas por métodos químicos, como 

Figura 1 - Placas de cultivo de embriões. Modo: “poças” à esquerda e 

modo “microgotas”, à direita.
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indicadores de pH e mudança de coloração. Uma sequência de 

testes bioquímicos foi realizada em metodologia semelhante à 

citada por Koneman11.

As amostras contaminadas foram coradas com método Gram 

e em seguida, separadas e subcultivadas no meios MacConkey, 

ágar manitol salgado e ágar nutriente.

Na amostra contaminada por Klebsiella, houve crescimen-

to no MacConkey, indicando a presença de bastonetes Gram-

negativos. Passou-se para o TAF (tríplice açúcar e ferro) com o 

indicador de pH vermelho de fenol, que fermentou apenas a gli-

cose. Na leitura, o TAF apresentou inclinação alcalina (vermelha) 

e fundo ácido (amarelo). Não houve degradação de sacarose, lac-

tose e manitol. A produção de gás CO2 pela fermentação, no am-

biente anaeróbio inferior do tubo do TAF, foi elevada. No meio 

SIM (motilidade, indol e enxofre), para detecção da produção 

do indol (um produto de degradação do aminoácido triptofano), 

não apareceu a cor vermelha na parte superior do tubo, indican-

do que não houve a produção de indol, e não foi detectada a mo-

tilidade bacteriana (para motilidade com a presença de flagelos, o 

meio contendo tetrazólio induz o aparecimento de rastros de cor 

vermelha, que ajuda a seguir a disseminação da bactéria a partir 

da linha de inoculação, em uma análise macroscópica), nem a 

produção de ácido sulfídrico (enxofre é liberado a partir da de-

gradação de aminoácidos, com produção de precipitado negro, 

sulfeto de metal pesado insolúvel) como corpo de fundo no tubo. 

O teste foi realizado com o indicador de pH vermelho de metila, 

e o resultado foi negativo, já que não houve mudança de cor, 

pois a quantidade mínima de ácidos produzidos foi insuficiente 

para reduzir o pH, característico da família Enterobacteriaceae. No 

meio para citrato, que determina a capacidade de utilização do 

citrato de sódio como única fonte de carbono metabólico, ocor-

reu a produção de uma cor azul no meio, indicando resultado 

positivo, com presença de produtos alcalinos. No meio para feni-

lalanina, o aparecimento do ácido fenilpirúvico indica a degrada-

ção da fenilalanina pela enzima fenilalanina desaminase, que foi 

negativo. Caso fosse positivo, surgiria uma cor verde após a adi-

ção do reativo cloreto férrico. No meio ágar ureia de Christensen 

para urease, a mudança de cor de rosa para vermelho indica a 

positividade. A superfície inclinada torna-se vermelha, em uma 

reação alcalina, indicando que o micro-organismo hidrolisa a 

ureia, liberando amônia e produzindo mudança de cor vermelho 

rosado no meio. 

Na amostra contaminada por pseudomonas, houve cresci-

mento no MacConkey. Passou-se para o TAF com o indicador de 

pH vermelho de fenol, no qual não houve fermentação de glico-

se, de sacarose, de lactose e de manitol. A cor vermelha de incli-

nação alcalina permaneceu inalterada. No meio SIM, não houve 

motilidade, nem produção de indol e de ácido sulfídrico. No 

teste para urease, não houve mudança de cor, sendo negativo. 

Positivo para citrato, com a produção de substâncias alcalina e 

coloração azulada no teste.

Nas amostras contaminadas por E. coli, houve crescimento no 

MacConkey. A leitura do TAF revelou fermentação para glicose, 

sacarose, lactose e manitol, com mudança de cor de vermelho para 

amarelo. Houve produção de gás. Positivo para vermelho de meti-

la. No meio SIM, positivo para motilidade, para produção de indol 

e negativo para produção de ácido sulfídrico. Não houve hidroli-

zação da ureia, sendo negativo para ureia. Não houve a utilização 

do citrato de sódio como fonte de carbono, sem mudança de cor, 

de caráter negativo. Negativo para degradação da fenilalanina.

Na amostra contaminada por leveduras, houve crescimento 

no ágar nutriente com antibióticos, e, no Gram, foi observada a 

presença de células eucariontes, bastante coradas, unicelulares.

As amostras que apareceram com Bacillus Gram-positivos 

cresceram no meio manitol. No método Gram, todas apresenta-

vam coloração roxa e organizavam-se sob a forma de estreptoba-

cilos, sem importância médica.

Realizou-se uma análise da prevalência, dos achados iden-

tificados e testes comparativos com os estudos de Kastrop, do 

ano de 2007.

Resultado 

Foram coletadas 125 amostras no período de maio de 2009 

a maio de 2010, das quais 6 apresentaram contaminação, resul-

tando em uma prevalência de 4,8%. Foi achada contaminação 

tanto para a técnica FIV, quanto para ICSI. Nos laboratórios um 

e três, cada procedimento incluiu tanto FIV quanto ICSI, e no 

laboratório dois, apenas ICSI foi realizada. A identificação dos 

micro-organismos mostrou que a principal contaminação foi por 

E. coli, presente na microbiota humana. Uma contaminação foi 

causada por uma levedura, provavelmente do gênero Candida, 

muito comum na microbiota genital. O quantitativo encontrado 

foi de quatro bactérias, sendo três da família Enterobacteriaceae da 

microbiota intestinal humana (E. coli e Klebsiella) e um bastone-

te Gram-negativo não fermentador (Pseudomonas), uma bactéria 

ambiental e muito encontrada em infecções hospitalares. Todas 

as contaminações bacterianas são de bastonetes Gram-negativos, 

como mostra a Tabela 1. Os micro-organismos de maior preva-

lência, segundo os resultados, foram E. coli para bactérias e o gê-

nero Candida, um tipo de levedura, para fungos. Essas bactérias 

apresentam resistência à penicilina G e gentamicina, antibióticos 

presentes nos meios de cultura IVF e HTF, respectivamente. 

Foram encontradas contaminações por bacillus Gram-positivos 

nos três laboratórios, grandes bacilos típicos de contaminação 

do ar, motivo pelo qual foram retiradas dos dados de prevalên-

cia. Esses bacilos normalmente não são identificados com testes 

bioquímicos e são indicadores da qualidade do ar. Como foram 
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encontrados em amostras dos três laboratórios, levantou-se a hi-

pótese de contaminação cruzada entre os laboratórios, inclusive 

o de microbiologia IPTSP-UFG, onde acontecia a manipulação e 

posterior incubação dos caldos BHI nas estufas, para crescimento, 

caso houvesse contaminação. Essas amostras foram descartadas.

A maior frequência dos micro-organismos encontrados foi 

da E. coli, no laboratório um. A maior variação de micro-organis-

mos foi encontrada no laboratório dois. A distribuição percen-

tual isolada de cada micro-organismo encontrado é apresentada 

na Tabela 2.

Analisando a taxa de contaminação, em proporção ao núme-

ro de amostras por laboratório, encontramos as porcentagens na 

Tabela 3.

Discussão

Semelhantemente aos trabalhos anteriores, foi encontrada 

contaminação nas placas de cultivo de embriões humanos, em 

laboratórios de reprodução humana. Com a legislação vigente de 

implementação de uma gestão de qualidade, todo caso de con-

taminação deve ser considerado um evento adverso, que não só 

deve ser registrado, a fim de corroborar tendências, mas também 

analisado a fim de maximizar a possibilidade de tomar medidas 

ativas, com o objetivo de evitar a transferência, tanto da con-

taminação microbiológica dos espermatozoides para o ovócito, 

quanto dos embriões contaminados para o útero. Foi evidencia-

do5 que, nos casos em que as placas de cultivo estavam conta-

minadas por bactérias, a qualidade dos embriões em desenvol-

vimento era pobre. Embriões ruins, de classificação R (Figura 2), 

apresentam clivagem desequilibrada, com muitos blastômeros 

de tamanhos desiguais, alta fragmentação e resíduos12. 

Os micro-organismos de maior prevalência foram E. coli  e 

levedura, , sendo os mesmos exemplares resultados de estudos 

na Europa5, que coletou amostras no período de 1997 a 2004. 

Penicilina G ainda é utilizada no meio IVF, mas no meio HTF 

houve substituição por gentamicina, a partir de 2005e, desde en-

tão, a colonização de placas de cultivo foi observada somente 

por Candida; dados considerados inéditos para Kastrop et al.5, 

mas fora de seu período de coleta de dados. No entanto, é co-

nhecida a alta frequência de adaptação e resistência, adquirida 

por bactérias em um curto período de tempo. Os antibióticos 

penicilina G ou gentamicina, utilizados nos meios de cultivo de 

embriões, foram insuficientes para conter a proliferação bacteria-

na neste estudo.

Diferentemente dos trabalhos de Kastrop et al.5, que utiliza-

ram sêmen como parte da amostragem, a técnica ICSI não foi 

encontrada como um fator de proteção contra a contaminação. 

Nessa técnica, a injeção de um único espermatozoide no ovóci-

to M2 (maduro para fertilização), ao contrário da FIV (colocado 

uma gota de sêmen capacitado sobre o ovócito), poderia redu-

zir a contaminação proveniente do sêmen, o que não interfere 

em outras prováveis causas de contaminação. Essa capacitação 

(técnica de swim-up) separa os espermatozoides classe A e B da 

parte líquida do sêmen, fonte potencial de micro-organismos. 

Em estudos da contaminação do sêmen4, 46 amostras do total 

de 150 foram encontradas contaminadas, e foram detectadas nas 

lavagens da agulha após a coleta de ovócitos amostras de sêmen, 

nos fluidos foliculares e em placas de incubação para FIV. O uso 

de penicilina e estreptomicina foi eficaz na contenção da con-

taminação, em 1996. Após o processamento seminal em meio 

de cultura, rico em antibióticos, a taxa de contaminação redu-

zia para 5% (8 contaminadas em 120 amostras)4. Neste estudo, 

utilizaram-se apenas as placas de cultivo de embriões, já que 

possíveis contaminações do sêmen poderiam ser percebidas e 

Micro-organismos
Laboratório 1

(n=25)
Laboratório 2

(n=80)
Laboratório 3

(n=20)

Escherichia coli 2 _     1

Klebsiella sp. _ 1 _

Pseudomonas sp. _ 1 _

Leveduras _ 1 _

Tabela 1 - Distribuição dos micro-organismos isolados dos meios de 

cultura em Goiânia (GO), 2009/2010

N: número de amostras disponibilizadas em cada laboratório.

Laboratório
Número de 
amostras

Número de amos-
tras contaminadas

% de contami-
nação

1 25 2 8,00

2 80 3 3,75

3 20 1 5,00

Tabela 3 - Porcentagem de contaminação em proporção ao número de 

amostras de cada laboratório de reprodução humana, Goiânia (GO)

Microrganismo isolado
Número de 
amostras

%

Escherischia coli 3 50,0

Klebsiella sp. 1 16,6

Pseudomonas sp. 1 16,6

Leveduras 1 16,6

Total 6 100

Tabela 2 - Distribuição dos casos da pesquisa microbiológica, realizadas 

em laboratórios de reprodução humana, Goiânia (GO), 2009/2010, 

segundo os micro-organismos identificados 

Figura 2 - Comparação entre embriões humanos saudáveis (à esquerda) 

e embriões ruins de classificação R12.

BL
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identificas, também por meio das placas. As placas de cultivo são 

o local de maior problemática de contaminação, já que interfe-

rem diretamente no embrião, em suas primeiras clivagens. 

As amostras contaminadas por grandes bacilos Gram-

positivos, normalmente presentes no ar, no solo e na água, indi-

cam contaminação ambiental, com ausência de espécies de im-

portância médica. Como foram encontrados nos três laboratórios 

(uma amostra em cada), levantou-se a hipótese de contaminação 

cruzada entre os laboratórios, inclusive com o de microbiologia 

IPTSP-UFG, onde acontecia a manipulação dos meios, posterior 

incubação dos caldos BHI nas estufas, para crescimento, e iden-

tificação, caso houvesse contaminação. Como não houve formas 

de descartar essa hipótese de contaminação cruzada, as amostras 

foram retiradas do total. Não houve nenhum trabalho que apre-

sentasse bacilos Gram-positivos associados à infecção humana. 

Para a espécie de levedura encontrada neste trabalho, tem-se o 

relato8 de que a Candida albicans não afetou parâmetros espermá-

ticos, mas aumentou a fragmentação do DNA e apoptose, danos 

que podem ter causado fracasso após a fertilização no tratamento 

de reprodução assistida. Fungos normalmente são de crescimento 

mais lento quando comparados a bactérias. Eles aparecem nas 

placas de cultivo de embriões com 2 a 3 dias, até mesmo após a 

transferência, e, por isso, muitas vezes não são detectados. Em 

outro estudo13 constata-se que, de 240 amostras do ar de ambien-

tes hospitalares, 80 foram isoladas fungos, dentre os quais, 41 

eram leveduras (do gênero Candida). C. albicans é um fungo muito 

encontrado na microbiota genital feminino e masculino.

Foram identificados os mesmos gêneros de micro-organis-

mos encontrados nos estudos de Kastrop et al.5 (com prevalência 

de 0,68% de contaminação) (Tabela 4).

Em estudos comparativos que testam a diferença entre o re-

sultado deste estudo e o de Kastrop et al.5, apresentou-se uma 

prevalência microbiológica sete vezes maior do que o mesmo, 

com intervalo de confiança de 95%. Foi utilizada como teste 

estatístico uma análise de risco de incidência (risk-ratio), devido 

ao número baixo de amostras contaminadas.

A qualidade do ar nos laboratórios de FIV deve estar em 

constante e rigorosa vigilância, para manutenção do controle de 

qualidade e segurança exigidos e citados12. Essa contaminação 

poderia comprometer irreversivelmente a qualidade dos em-

briões, que são de alta sensibilidade, e diminuir suas taxas de 

implantação e gestação, com nascimento a termo. Durante as 

etapas de fertilização, há risco de contaminação, seja ele na co-

leta de ovócitos, com a microbiota vaginal, o sangue e urina da 

mãe no trato genital feminino, ou com o cateter introduzido na 

cavidade abdominal, com o sêmen e até mesmo com o material, 

maquinários e comprometimento do ar, nos laboratórios5. Todos 

esses dados de resistência bacteriana à penicilina e gentamicina 

sugerem mudanças nos protocolos de fabricação dos meios de 

cultivo de embriões humanos, e até mesmo adaptando o tipo 

antimicrobiano usado a um estudo de necessidades para as dife-

rentes localidades onde se pratica a FIV. No entanto é necessário 

um estudo que quantifique o grau de sensibilidade/resistência 

a vários antibióticos, das bactérias encontradas e também que 

determine a toxicidade desses antibióticos para os embriões, ava-

liando vantagens e desvantagens. 

Mesmo sendo um estudo de corte transversal com pouca 

literatura revisada sobre a identificação das causas de contami-

nação, e com um número limitado de amostras devido ao tempo 

reduzido da coleta de um ano, este estudo comprovou que a 

contaminação microbiológica existe, tendo sido encontrada em 

todos os três laboratórios de reprodução e devendo ser ser consi-

derada como fator de contribuição dos fracassos em reprodução 

assistida. O pequeno número de estudos sobre contaminação 

em laboratórios de reprodução e sua relação com a fertilidade 

devem ser um fator estimulante para estudos posteriores.

Houve uma prevalência de 4,8% de contaminação, sendo os 

micro-organismos encontrados e seu quantitativo por amostra: 

E. coli (3), Klebsiella sp. (1), Pseudomonas sp. (1) e levedura (1).
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Estudo atual -  
Goiânia (2009-2010)

n°* %
Kastrop, Graaf-Milten-

burg, Gutknecht e Weima5  
nº* %

Escherichia coli 50 3 Candida species 24 25,3

Klebsiella sp. 16 1 Escherichia coli 56 58,9

Pseudomonas sp. 16 1 Stenotrophomonas 
 maltophilia

4 4,2

Leveduras 16 1 Agrobacterium species 3 3,2

- Pseudomonas species 3 3,2

- Klebsiella pneumoniae 2 2,1

- Citrobacter koseri 1 1,1

- Ochromobacter anthropi 1 1,1

- Aspergillus terreus 1 1,1

Tabela 4 - Comparação da distribuição dos micro-organismos isolados 

e identificados, neste estudo, Goiânia (GO), 2009/2010, e nos de Kastrop, 

Graaf-Miltenburg, Gutknecht e Weima5.

*Número de amostras contaminadas com cada tipo de micro-organismo.
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Resumo
Introdução: É sabido que as isofl avonas da soja exercem efeitos positivos contra a perda de massa óssea após a menopausa. No entanto, os efeitos 

de diferentes doses de isofl avonas e sua associação com o 17β-estradiol no tecido ósseo não são bem conhecidos. Objetivo: Nesse estudo, foram 

investigados os efeitos de diferentes doses de isofl avonas da soja e sua associação com o 17β-estradiol no tecido ósseo de ratas osteopênicas. 

Métodos: 50 ratas Wistar adultas foram ooforectomizadas e, após 90 dias, divididas em 5 grupos (10 ratas em cada): GI – grupo controle; GII, GIII e 

GIV – tratados diariamente com isofl avonas da soja por gavage nas doses de 80 mg, 200 mg e 350 mg/kg, respectivamente; GV – tratado com 350 

mg/kg de isofl avonas da soja associadas ao 17β-estradiol (10 μg/kg/via subcutânea, diariamente). Após 90 dias, os fêmures e tíbias foram coletados, 

e seus comprimentos e espessuras foram medidos. Os fêmures distais foram processados para histomorfometria e as tíbias foram congeladas e, 

posteriormente, submetidas a testes físicos e biomecânicos. Resultados: Durante o período de tratamento, foi observada perda de peso no grupo 

submetido ao tratamento combinado. O comprimento dos fêmures e a espessura das tíbias foram maiores no grupo submetido ao tratamento 

combinado. O tratamento combinado promoveu maior área óssea trabecular e espessura do osso cortical. A densidade óssea e a capacidade das 

tíbias de receber carga foram maiores no grupo submetido ao tratamento combinado. Conclusão: Dessa forma, este estudo demonstrou que as 

isofl avonas da soja têm efeito positivo no tecido ósseo de ratas osteopênicas e sua associação com 17β-estradiol potencializa esse efeito.

Unitermos: Isofl avonas; Tecido ósseo; Estrogênios; Ratos. 

Abstract
Introduction: It has been shown that soy isofl avones counteract postmenopausal bone loss. However, the effects of different doses and its treatment 

combined with 17β-estradiol on bone tissue are not well-known. Objective: In this study we investigated the effects of different doses of soy 

isofl avones and their association with 17β-estradiol on bone tissue of osteopenic rats. Methods: 50 adult Wistar rats were ovariectomized and after 

90 days divided in 5 groups (10 rats in each): GI – control; GII, GIII and GIV – treated orally with soy isofl avones at the doses of 80 mg, 200 mg and 

350 mg/kg/bodyweight/daily respectively; GV – soy isofl avones (350 mg/orally) + 17β-estradiol (10 μg/kg/body weight/subcutaneously, daily). After 

90 days, the femurs and tibias were collected and its length and thickness were measured the distal femurs were processed for histomorphometry; 

the tibias were frozen and submitted to biomechanical tests. Results: During the period of treatment, loss of body weight in the group subjected 

to the combined treatment was observed. The femur length and the thickness of the tibias were higher in the combined treated group as well as 
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Introdução

O osso é um tecido que se renova constantemente ao longo 

da vida e sua integridade depende do equilíbrio entre processos 

anabólicos (aposição) e catabólicos (reabsorção); a perda desse 

equilíbrio pode levar a alterações na matriz e mineralização ós-

sea1. A remodelação óssea é um processo contínuo entre a reab-

sorção do osso pelos osteoclastos e a formação e mineralização 

da matriz po meio dos osteoblastos. Interações entre as células 

ósseas e proteínas da matriz são essenciais no controle da massa 

óssea2,3.

Uma série de condições como mobilidade, idade, estado hor-

monal e ação de algumas drogas podem alterar esse equilíbrio 

entre formação e reabsorção, levando a alterações metabólicas e 

ou mecânicas, como a osteoporose4.

A osteoporose é uma desordem esquelética sistêmica pro-

gressiva que afeta principalmente mulheres na pós-menopausa 

e é caracterizada por diminuição da massa óssea e deterioração 

de sua microarquitetura, levando a aumento de fragilidade e 

consequente aumento do risco de fraturas5,6. Considerado um 

grave problema de Saúde Publica, a osteoporose atinge grande 

parte da população acima de 50 anos de idade7,8. A cessação 

da função ovariana e mais particularmente a deficiência estro-

gênica é considerada a maior causa de osteoporose na pós-

menopausa9. 

A terapia de reposição hormonal quando iniciada no pe-

ríodo de transição do climatério, é efetiva na redução ou rever-

são da perda óssea que ocorre na pós-menopausa10,11 e no alívio 

de outros sintomas do climatério12. Por outro lado, estudos re-

alizados em 2002 pelo Women’s Health Initiative Study revelaram 

os efeitos adversos da terapia estrogênica, incluindo doenças 

cardiovasculares e câncer de mama, apesar de seu efeito benéfi-

co sobre o osso6. Diversas investigações científicas têm voltado 

seu interesse em alternativas farmacêuticas naturais que pos-

sam apresentar os efeitos benéficos do estrogênio sobre o osso, 

funções cognitivas e sintomas da menopausa sem promover 

os efeitos adversos da TRH sobre a mama, o útero e o sistema 

cardiovascular13.

Nesse sentido, as isoflavonas, compostos químicos fenólicos, 

pertencentes à classe dos fitoestrogênios, que estão amplamen-

te distribuídos no reino vegetal, têm sido a terapia natural mais 

estudada, principalmente devido aos potenciais benefícios que 

uma dieta rica nesses compostos pode conferir no controle de 

muitas doenças crônicas. Essas substâncias se comportam como 

estrogênios na maioria dos sistemas biológicos, além de serem 

os mais abundantes dentre os fitoestrogênios, possuem diversas 

propriedades biológicas (atividade antioxidante, inibição da ati-

vidade enzimática, entre outras) que podem influenciar muitos 

processos bioquímicos e fisiológicos14. 

Estudos epidemiológicos têm sugerido que a incidência de os-

teoporose pós-menopausa é menor na Ásia que no Ocidente. Uma 

das possíveis explicações para essa diferença baseia-se na elevada 

ingestão de produtos da soja, ricos em isoflavonas, pelas mulheres 

asiáticas15. Estudos têm demonstrado que o extrato de soja inibe a 

perda óssea em mulheres menopausadas16,17. Nesse sentido, estu-

do experimental em ratas mostrou que o extrato de soja aumenta 

a densidade mineral óssea (DMO) e melhora a microarquitetura 

do osso trabecular na tíbia de ratas18,19, além de observar que o 

tratamento com extrato de soja suprimiu a perda óssea induzida 

pela ooforectomia e esse efeito foi dose dependente.

Objetivo

Este trabalho teve por objetivo avaliar a ação de dife-

rentes doses do extrato de soja no tecido ósseo de ratas 

ooforectomizadas. 

Métodos

O projeto de pesquisa foi analisado e aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Escola Paulista de Medicina 

da Universidade Federal de São Paulo (Unifesp) sob o número 

0702/09.

Foram utilizadas ratas (Rattus norvegicus albinus) adultas, vir-

gens, com 6 meses, pesando aproximadamente 310 g, fornecidas 

pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais em 

Medicina e Biologia (CEDEME) da Unifesp. 

Os animais foram transportados para o biotério e mantidos 

à temperatura de 22°C, com iluminação artificial, sendo o ciclo 

claro-escuro constante e o período de luz das 7 às 19 horas. 

Durante todo o período do experimento, os animais recebe-

ram alimentação Nuvilab CR1 (Paraná, Brasil) – composição 

higher trabecular bone area and cortical thickness. Bone density and the capacity of the tibias to receive load were higher in the combined treated 

group. Conclusion: This study demonstrated that soy isoflavones has positive effects on bone tissue of osteopenic rats and it is potencialized when 

combined with 17β-estradiol.

Keywords: Isoflavones; Bone tissue; Estrogens; Rats.



Isoflavonas e tecido ósseo

Reprod Clim. 2010; 26(1):19-25 21

por quilograma da ração: cálcio de 1 a 1,2%, fósforo de 0,78 a 

0,90%, zinco aproximadamente 60 mg, vitamina D3 1.800,00 

UI e água ad libitum. 

Após 7 dias de adaptação, todos os animais foram subme-

tidos à ooforectomia bilateral, com a finalidade de induzir os 

animais a um anestro.

Após 3 meses da ooforectomia, 50 ratas foram dividi-

das, aleatoriamente, em 5 grupos, contendo 10 animais cada: 

Grupo I – animais tratados diariamente com propilenoglicol 

(0,2 mL); Grupo II – animais que receberam extrato concen-

trado de soja (80 mg/kg, por dia), durante 90 dias; Grupo 

III – animais que receberam extrato concentrado de soja (200 

mg/kg, por dia), durante 90 dias; Grupo IV – animais que 

receberam extrato concentrado de soja (350 mg/kg, por dia), 

durante 90 dias; Grupo V – animais que receberam extrato 

concentrado de soja (350 mg/kg, por dia) associado ao 17β-

estradiol (10 µg/kg, por dia). 

Após o procedimento cirúrgico, os animais foram pesados 

semanalmente até o final do experimento. O veículo e as drogas 

foram administrados por gavagem (0,5 mL, volume final).

Ao final da administração das drogas, os animais foram anes-

tesiados pelo cloridrato de cetamina (Dopalen®; 300 mg/kg) e 

Xilazina (Anasedan®; 30 mg/kg) por via intraperitoneal. Em se-

guida, os fêmures e as tíbias foram removidos para subseqüen-

tes análises 

Análise das propriedades físicas e 
biomecânicas das tíbias

As tíbias foram dissecadas e congeladas a 20ºC (em NaCl 

0,9%) imediatamente após a eutanásia. As análises foram reali-

zadas no Departamento de Ciências Fisiológicas do Centro de 

Ciências Biológicas e da Saúde da Universidade Federal de São 

Carlos (UFSCar).

Propriedades físicas

As análises foram realizadas no Departamento de Ciências 

Fisiológicas do Centro de Ciências Biológicas e da Saúde da 

UFSCar.

As tíbias foram descongeladas e imersas separadamente em 

água destilada e mantidas em um dessecador (DI-PUMP) por 24 

horas, para retirar o ar dos poros ósseos. O volume ósseo (VO) 

e a densidade óssea (DO) foram calculados segundo o princípio 

de Arquimedes20. Para tanto, obteve-se o peso imerso (Pi) inse-

rindo as tíbias em água destilada à temperatura ambiente, sus-

pensas individualmente por um fio de cobre. Posteriormente, 

as tíbias foram pesadas para se obter o peso úmido (Pu). O 

peso seco das amostras (Ps) foi obtido após desidratação em 

estufa a 100ºC por 24 horas. Em seguida, os ossos então fo-

ram colocados em um forno mufla a 800ºC (Quimis, modelo 

Q318A) por 24 horas para obtenção do peso de cinzas (Pc)21. 

Todas as medidas foram realizadas em balança analítica de pre-

cisão, com sensibilidade de 0,0001 g (Chy JK-180, Japan). Os 

seguintes parâmetros foram avaliados: DO (g/cm³), VO (cm³) e 

DMO (g/cm).

Os valores obtidos das pesagens foram calculados com base 

nas fórmulas descritas a seguir:

 
Volume ósseo = 

Pu - Pi
 (cm3 )

 
Densidade óssea =

 Pu
VO

 (g / cm3 )

 
Densidade mineral =

 Pc
VO

 (g / cm3 )

Sendo: 

Pu: peso úmido ósseo; 

Ps: peso ósseo da amostra desidratada; 

Pi: peso imerso ósseo; 

Pm: peso do material mineral (cinzas)

ρ: densidade da água.

Propriedades biomecânicas

As propriedades biomecânicas das tíbias foram mensuradas 

por meio do teste de flexão em três pontos, utilizando-se a má-

quina de ensaio universal INSTRON modelo 4444 acoplada a 

uma célula de carga com capacidade de medir até 100 kgf22. 

Os resultados foram registrados pelo software Instron Series 

IX na forma de gráfico, gerando uma curva: carga x deforma-

ção. Como resultado das análises das curvas, foram obtidos as 

seguintes propriedades biomecânicas: carga máxima (carga má-

xima aplicada durante o ensaio) e carga de fratura (carga aplicada 

no momento da fratura).

Análise morfológica

Processamento do material
A parte distal dos fêmures foi fixada em formaldeído 10% 

(tampão fosfato) e descalcificados em ácido fórmico 25%, por 

aproximadamente 40 dias. Em seguida, as peças foram desidra-

tadas, diafanizadas e incluídas em parafina. Os blocos foram 
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Grupos DO (g/cm3) DMO (g/cm3) CM (Kn) CF (N)

GI-Controle 1,596±0,078* 0,758±0,092 0,048±0,01 0,077±0,01

GII-ISO-80 1,610±0,041# 0,733±0,046 0,039±0,01* 0,062±0,02

GIII-ISO-200 1,600±0,021& 0,739±0,021 0,054±0,02 0,066±0,01

GIV-ISO-350 1,607±0,010$ 0,737±0,027 0,031±0,01# 0,076±0,01

GV-ISO-350+E 1,680±0,040*#&$ 0,788±0,093 0,062±0,01*# 0,076±0,01

p<0,05; DO (g/cm3): GI*, GII#, GIII&, GIV$, GV*#&$; CM (Kn): GII*, GIV#, GV*#. 

DO: densidade óssea: (DMO): densidade mineral óssea; (CM): carga máxima; (CF): carga de fratura.

Tabela 1 - Média ± desvios-padrão da densidade óssea, densidade mineral óssea, carga máxima e carga de fratura das tíbias dos animais nos vários 

grupos experimentais.

realizados cortes semisseriados (5 μm) e, em seguida, corados 

pela hematoxilina-eosina (HE). 

Histomorfometria óssea
As análises histomorfométricas (seis cortes de cada animal) fo-

ram realizadas nas lâminas coradas por HE, que foram observadas 

e fotografadas com o auxilio de um microscópio (Axiolab 2.0, Carl 

Zeiss) com objetivas variando de 4 a 100x, acoplado a uma video-

câmara de alta resolução (AxionCam, Carl Zeiss) e analisadas com 

o auxílio do programada Axionvision 4.2 REL (Carl Zeiss).

Para o VO trabecular (BV/TV/%) dos fêmures distais, as medi-

das foram obtidas determinando-se um retângulo de 1.800 x 1.600 

µm, que foi traçado a 390 μm a partir do ponto inferior do disco 

epifisário em direção a diáfise, para excluir a região entre a cartila-

gem e a metáfise, e 390 μm a partir do periósteo23. As trabéculas 

localizadas na área do retângulo foram delimitadas e tiveram suas 

áreas mensuradas.

A espessura (Ct.Wi/µm) do osso cortical foi obtida em três 

locais: na porção posterior, média e inferior do quadrado estabe-

lecido para a análise do BV/TV, no qual foi traçada uma linha que 

media a espessura do osso nessas regiões. 

As abreviações dos parâmetros morfométricos foram baseadas 

na nomenclatura padronizada pelo Comitê da American Society for 

Bone and Mineral Research24. 

Análise estatística

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) complementada pelo teste de Tukey, para observar as 

possíveis diferenças entre os grupos. O nível de significância para 

a rejeição da hipótese nula foi de 5% (α≤0,05). Para tanto, utili-

zou-se o programa GraphPad Prism 5.0 (San Diego, California, 

USA).

Resultados

Parâmetros físicos e biomecânicos das tíbias

Observou-se que a DO (princípio de Arquimedes) das tí-

bias dos animais que receberam a terapia combinada (Tabela 1) 

apresentou DO significativamente maior (p<0,05) quando com-

parada a todos os outros grupos tratados e ao controle. A terapia 

apenas com isoflavonas nas doses administradas não promoveu 

uma melhora na DO. Não ocorreram diferenças significantes nos 

demais parâmetros físicos estudados. 

Entre os parâmetros biomecânicos estudados, novamente 

verificou-se que as tíbias dos animais que receberam isoflavonas 

associadas ao estrógeno se tornaram mais resistentes à fratura, 

pois apresentaram uma maior capacidade de receber carga e essa 

diferença foi significante (p<0,05) quando se comparou esse gru-

po a GII e GIV. Não foram encontradas diferenças significantes 

nos demais parâmetros biomecânicos estudados.

Análise morfológica 

Histomorfometria óssea dos fêmures
Todos os grupos tratados apresentaram maior área óssea tra-

becular (BV/TV) quando comparados ao grupo controle, porém 

essa diferença só foi estatisticamente significante (p<0,05) quando 

se comparou o grupo que recebeu a terapia combinada aos que re-

ceberam 80 e 200 mg/kg/dia de isoflavonas e ao controle (Figura 1 

e Tabela 2). GV também apresentou maior espessura de osso cor-

tical Ct.Wi (µ) do fêmur (Figura 1B) quando comparado com aos 

demais grupos tratados e ao controle. Essa diferença foi estatisti-

camente significante (p<0,05) quando comparado ao grupo que 

recebeu 200 mg/kg/dia de isoflavonas que foi o que apresentou a 

menor espessura quando comparado com os demais grupos. 

Discussão

Diante do grande número de mulheres que apresentam 

contraindicações à reposição hormonal com estrógenos25, nos 

últimos anos têm-se notado que alguns constituintes de plan-

tas denominados fitoestrogênos e, sobretudo, as isoflavonas 

da soja, podem atuar como alternativas naturais à terapia de 

reposição hormonal, melhorando os sintomas da menopausa e 

osteoporose26. 

Apesar de, nas últimas décadas, evidências científicas de-

monstrarem que o consumo das isoflavonas da soja e, consequen-

temente, a presença dessas substâncias e de seus metabólitos no 
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p<0,05; BV/TV: GV* versus GI*,GII# e GIII&;

Ct. Wi (µ) GV* versus GIII*.
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Figura 1 - Média da área óssea trabecular (BV/TV %) e da espessura do osso cortical (Ct.Wi µ) dos fêmures dos animais dos diferentes grupos 

experimentais. Média ± desvio padrão. 

plasma estão relacionados a efeitos benéfi cos sobre o osso, não 

existe ainda na literatura um consenso em relação à melhor dose 

de isofl avonas associada ou não ao estrógeno que pode ser utili-

zada com efi cácia e segurança.

Dessa forma, o propósito deste estudo foi verifi car os efeitos 

de diferentes doses do extrato de isofl avonas da soja e deste as-

sociado ao 17β-estradiol sobre os constituintes do tecido ósseo 

de ratas ooforectomizadas.

Ratas ooforectomizadas têm sido consideradas como mo-

delo animal ideal para se estudar a perda óssea provocada pela 

depleção hormonal ovariana. Pois, a perda de massa óssea que 

ocorre tanto nesse modelo animal quanto em mulheres na me-

nopausa apresentam várias similaridades27-29. 

Optou-se, neste estudo, por um modelo de ratas maduras 

submetidas à ooforectomia bilateral, com o objetivo de submeter 

esses animais à privação estrogênica. Para constatação da hipoes-

trogenia, realizou-se o exame colpocitológico no 21º dia do pós-

operatório; somente os animais que permaneceram em anestro 

foram utilizados para inclusão no experimento.

Com relação às propriedades físicas estudadas, foram encon-

trados efeitos positivos apenas sobre a DO no grupo que rece-

beu terapia combinada (Grupo V). Sabe-se que a DO refl ete a 

quantidade de massa óssea, e sua diminuição pode infl uenciar 

na resistência do osso. Acredita-se que o aumento nesse parâ-

metro deve ter sido ocasionado pelo 17β-estradiol, pois o grupo 

tratado apenas com isofl avonas na mesma dose não apresentou 

esse efeito. 

Foi observado que o tratamento por 16 semanas com extra-

to de isofl avonas (6,25 g/kg de dieta) preveniu a perda óssea e 

melhorou a DO em fêmures, tíbias e vértebras lombares de ratas 

ooforectomizadas com três meses de idade. O mesmo trabalho 

mostra que essa terapia com isofl avonas ainda foi mais efi caz do 

que o 17β-estradiol administrado sozinho pelo mesmo período 

na dose de 3,9 mg/kg de dieta30.

A resistência óssea refl ete a integração de dois importantes 

fatores: densidade e qualidade ósseas, alterações nessas proprie-

dades intrínsecas do osso, podem contribuem para o aumento da 

fragilidade óssea, porém a resistência não está apenas relacionada 

à densidade, mas também à qualidade do osso neoformado. Para 

tanto, analisou-se a qualidade do osso por meio dos seguintes 

testes biomecânicos: carga máxima (maior carga suportada pela 

Parâmetros

Grupos BV/TV % CT.Wi (µ)

GI-Controle 15,93±1,93* 364,0±45,26

GII-ISO-80 17,37±4,70# 372,5±66,04

GIII-ISO-200 16,00±3,84& 300,6±47,52*

GIV-ISO-350 18,88±1,45 346,1±45,62

GV-ISO-350+E 23,03±4,42*#& 421,2±87,55*

Média da área óssea trabecular (BV/TV) dos fêmures dos animais dos diferentes grupos 

experimentais. Média ± DP. p<0,05, GI*, GII# e GIII& versus GV*#&. 

Média da espessura do osso cortical (Ct.Wi) do fêmur dos animais dos diferentes grupos 

experimentais. Média ± DP. p<0,05, GV* versus GIII*. 

Tabela 2 - Área óssea trabecular  (BV/TV%) e espessura do osso cortical  

(CT.Wi)  dos fêmures dos animais dos diferentes grupos experimentais  
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amostra (tíbia) durante o ensaio) e carga de fratura (carga aplicada 

no momento da fratura da amostra (tíbia) durante o ensaio).

Esse estudo demonstrou que a carga máxima foi o parâmetro 

que apresentou diferenças significativas entre os grupos experi-

mentais. Observou-se que o grupo tratado apenas com isoflavo-

nas na maior dose (350 mg/kg por dia) apresentou menor capaci-

dade de receber carga. 

Com relação a esse aspecto, sabe-se que as isoflavonas em altas 

doses podem apresentar efeitos adversos, enquanto que em baixas 

doses, efeitos positivos31,32. Esse modo de ação das isoflavonas é 

denominado de efeito bifásico e esse efeito tem sido observado in 

vivo33-36 e in vitro31,32, tendo sido evidenciado que as isoflavonas esti-

mulam a osteogênese em baixas concentrações e a inibem quando 

em altas concentrações. 

Contudo, o grupo que recebeu a terapia combinada (10 µg/kg + 

350 mg/kg por dia), demonstrou maior resistência a fratura, pois sua 

capacidade de receber carga foi significativamente maior (p<0,05) 

em comparação ao grupo que recebeu isoflavonas na mesma dose. 

Acredita-se que o efeito positivo sobre esse parâmetro se deva ao 

17β-estradiol, já que o grupo tratado apenas com isoflavonas na 

mesma dose não apresentou esse efeito. 

Para avaliar a ação das isoflavonas da soja combinadas ou não 

ao 17β-estradiol sobre a microarquitetura óssea, utilizou-se dois 

parâmetros histomorfométricos: a área óssea trabecular e a espes-

sura do osso cortical. 

Embora não tenha sido significante, observou-se que os grupos 

que receberam tratamento apenas com isoflavonas, nas diferentes 

doses, apresentaram maior área óssea (BV/TV). No entanto grupo 

que recebeu 350 mg/kg por dia, foi o que apresentou maior valor 

de BV/TV. Foi sugerido efeito dose-dependente, no qual a maior 

dose levou à melhor resposta37; também foram encontrados efeitos 

dose-dependente sobre a DMO no fêmur de ratas osteopênicas 

tratadas com 10 mg/kg/dia com genisteína, enquanto que na dose 

de 1 mg/kg/dia esse efeito apresentou-se diminuído. 

Os animais que receberam o tratamento combinado apre-

sentaram área óssea trabecular (BV/TV) significativamente maior 

quando comparado aos grupos que receberam 80 e 200 mg/kg/dia 

de isoflavonas e ao controle, porém quando comparados ao grupo 

que recebeu a mesma dose de isoflavonas, essa diferença não foi 

significante e acredita-se que nesse caso houve um efeito aditivo 

com o tratamento combinado. 

Já em relação à espessura do osso cortical, o grupo tratado 

apenas com isoflavonas na menor dose (80 mg/kg/dia) apresentou 

maior valor (embora não significativo) comparado aos demais gru-

pos tratados apenas com isoflavonas e ao controle. Novamente, 

verificaram-se os efeitos bifásicos das isoflavonas da soja, nos 

quais o osso cortical desses animais foi mais responsivo à terapia 

com isoflavonas em doses mais baixas. 

O grupo que recebeu terapia associada apresentou maior es-

pessura do osso cortical comparado a todos os demais grupos, 

embora essa diferença só foi estatisticamente significante quan-

do se comparou esse grupo ao que recebeu 200 mg/kg/dia de 

isoflavonas.

Conclusão

O tratamento das isoflavonas combinado ao 17β-estradiol 

influenciou o peso corporal dos animais. A DO e a capacidade 

das tíbias de receber carga foram maiores no grupo que recebeu 

a terapia combinada. A terapia combinada teve efeito positivo na 

área óssea trabecular e na espessura do osso cortical dos fêmu-

res. Dessa forma, este estudo demonstrou que as isoflavonas da 

soja têm efeito positivo no tecido ósseo de ratas osteopênicas e 

sua associação com o 17β-estradiol potencializa esse efeito.
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Resumo
Hipospádia feminina é uma doença raramente diagnosticada na infância na qual o óstio externo da uretra localiza-se na parede anterior da vagina. Na 

pesquisa da literatura encontram-se raros relatos de casos em crianças do sexo feminino. O diagnóstico nesta faixa etária acaba sendo feito quando 

há infecções urinárias recorrentes. Este trabalho apresenta um caso de uma criança de sete anos de idade cuja localização atípica do óstio da uretra 

foi corrigida através de cirurgia clássica modifi cada e adverte, ainda, da necessidade de realização de exames mais detalhados em crianças do sexo 

feminino que apresentam infecções urinárias de repetição, observando-se com mais atenção a localização anatômica do óstio externo da uretra.

Unitermos: Hipospádia; Uretra; Anormalidades urogenitais; Infecções urinárias; Doenças urogenitais femininas; Criança.

Abstract
Female hypospadia is a rare malformation in which the external urethral meatus is situated on the anterior vaginal wall. The cases reported in the 

literature in children are extremely rare, and the diagnosis is established when the patient presents recurrent urinary infections. This paper presents 

the case of a seven-year-old female with hypospadia whose atypical location of the ostium of the urethra was repaired by using modifi ed classical 

surgery and draws further attention to the necessity of more detailed examinations on female children who have recurrent urinary infections, 

observing more closely the anatomical location of the external urethral orifi ce.

Uniterms: Hypospadias; Urethra; Urogenital abnormalities; Urinary tract infections; Female Urogenital Diseases; Child.
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Introdução

Hipospádia feminina é uma anormalidade da uretra na qual o 

óstio externo da uretra está localizado em posição anômala na pa-

rede anterior da vagina, próximo ao anel himenal1. Hipospádia é 

uma das anomalias congênitas mais comuns nos Estados Unidos, 

ocorrendo em aproximadamente 1 em cada 125 nascidos vivos 

do sexo masculino. No entanto, sua incidência no homem pode 

variar de 1/100 a 1/1000, de acordo com origem étnica2. 

No sexo feminino a incidência de hipospádia ainda não é co-

nhecida, pois passa despercebida, sendo normalmente diagnos-

ticada durante o cateterismo ou endoscopia do trato feminino já 

na mulher adulta3. Geralmente, essa anormalidade é detectada 

em pacientes do sexo feminino com infecções urinárias de repe-

tição e que não respondem bem ao tratamento médico. 

O diagnóstico é difi cilmente feito em crianças do sexo femi-

nino4, pois somente quando há infecções urinárias recorrentes é 

que é realizado o exame físico mais apurado dos órgãos genitais 

femininos externos. O presente artigo relata o caso de uma crian-

ça do sexo feminino submetida à correção cirúrgica do defeito, 

sem derivação da urina.

Relato de caso

Paciente do sexo feminino, 7 anos de idade, negra, natural de 

São Paulo, Brasil, que aos dois anos foi levada ao pediatra devido 

a quadro de febre e irritabilidade constante. Foi constatada, no 

exame físico, sinéquia parcial dos lábios menores do pudendo, 

porém, não foram percebidas alterações relacionadas às micções 

e ao óstio externo da uretra. Foram realizados exames de urina 

tipo I, urocultura e antibiograma, sendo diagnosticada infecção 

do trato urinário. Durante os cinco anos seguintes a criança apre-

sentou, em média, duas vezes ao ano episódios de febre, poliúria 

e irritabilidade, diagnosticados como infecção urinária por meio 

de urocultura.

A paciente foi avaliada em consulta pela cirurgia plástica aos 

sete anos, na qual foi constatada, por meio de exame gineco-

lógico externo, sinéquia parcial dos lábios menores do puden-

do, e também a aparente ausência do óstio externo da uretra. 

No exame, sob sedação, notou-se que o óstio externo da uretra 

encontrava-se no interior da vagina, na parede anterior, próximo 

ao hímen. Diagnosticou-se hipospádia feminina tipo III, segundo 

a classifi cação de Blum5 (Figura 1).

Realizou-se a neo-uretroplastia pela técnica proposta por 

Fischelovitch e Ben-Bassat6. Demarcou-se um segmento da mu-

cosa de 1cm de largura e 3cm de comprimento, iniciando-se a 

2mm posterior ao óstio externo da uretra anômala, em forma 

de semicírculo, abrangendo-o e terminando na posição do óstio 

(Figura 2).

Incisou-se o retalho em sua totalidade. A seguir, descolou-

se uma extensão de 3mm de cada parte lateral desse e a tota-

lidade da parte posterior que engloba  o óstio externo uretral 

anômalo. Deixou-se aderido ao leito a parte demarcada (Figura 

2). Suturaram-se os segmentos descolados a partir do orifício em 

direção à vulva, formando assim um tubo que se constituiu na 

neo-uretra, dando uma nova posição ao óstio uretral. As mar-

gens cruentas deixadas após a confecção da neo-uretra foram 

suturadas entre si, sepultando assim a mesma (Figura 3).

Figura 1 - Fotografi a mostrando o aspecto da hipospádia feminina 

de paciente com sete anos, notando-se a aparente ausência do óstio 

externo da uretra no intróito vaginal.

Figura 2 - Desenho esquemático mostrando como foi a marcação e a 

confecção do retalho da mucosa vaginal.
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Não foi realizada cistostomia; apenas utilizou-se uma sonda 

de Foley durante dez dias. A paciente permaneceu internada por 

quatro dias. Evoluiu sem fístula ou qualquer outro tipo de com-

plicação (Figura 4).

Discussão

A hipospádia feminina trata-se de uma doença rara e seu 

diagnóstico em crianças é ainda mais raro, conforme relatos da 

literatura. Em 1904, Blum classificou as hipospádias femininas 

em três grupos, de acordo com a situação do óstio da uretra em 

relação à parede anterior da vagina. O tipo I consiste na exis-

tência de uma comunicação longitudinal da parede posterior da 

uretra com a parede anterior da vagina; o tipo II é a persistência 

do sinus urogenital; no tipo III,, a uretra abre-se no interior da 

vagina próximo à formação himenal5.

Campbell, em 1970, relata que tinha conhecimento de 46 

casos de hipospádia feminina descritos na literatura até aquele 

momento, sendo a grande maioria diagnosticada em mulheres 

na idade adulta7.

Outros trabalhos reforçam a raridade dessa doença, princi-

palmente em crianças, e que, quando diagnosticada, pode ou 

não haver outras malformações genitais associadas8-11.

Pode-se mencionar estudo realizado por Gaber, em 1981, 

no qual se verificou o comprimento da uretra em 32 cadáveres 

do sexo feminino, cujas fichas mostravam infecções urinárias 

recorrentes. Chegou-se a um comprimento médio da uretra de 

3,67cm após a análise de 29 casos. Em três casos, encontrou-se 

comprimento de 2,8; 3,1 e 3,2cm; destes, dois apresentavam o 

óstio externo da uretra junto ao anel himenial. Concluiu-se que 

a hipospádia feminina pode ser congênita, porém rara, sendo 

denominada “hipospádia feminina relativa ao encurtamento da 

uretra”, e pode também ser adquirida pelo trauma durante a vida 

sexual ativa da mulher12.

Outros autores, como Hill et al. em 1982, discutiram a pos-

sibilidade da mesma não ser apenas de etiologia congênita, mas 

também adquirida. Essa hipótese seria apoiada pelo fato de que 

quatro entre os cinco casos relatados pelos autores serem de mu-

lheres com idade entre 69 e 84 anos e apenas uma com 4 anos8. 

Essa conclusão reforça o parecer de Gaber12. A menina de quatro 

anos, além da ausência do óstio externo da uretra, apresentava 

deformidade congênita da bexiga. Portanto, a hipospádia fazia 

parte de uma deformidade complexa das vias urinárias. Contudo, 

raros são os casos com crianças descritos na literatura.

Em 1992, Van Bogaert apresentou seis casos somente de 

adultos, com idade entre 19 e 35 anos, com síndrome uretral, 

apresentando disúria e dispareunia e com o início dos sintomas 

após o começo da atividade sexual. Todos foram tratados com 

medicamentos por um período de dois anos. Não havendo res-

posta ao tratamento conservador, acabaram sendo submetidos 

ao avanço cirúrgico da uretra por meio de retalhos locais de mu-

cosa, fato que vem reforçar a teoria da hipospádia adquirida9.

Novos relatos de casos em crianças, isolados na literatura, 

surgem em 1995 quando Knight et al. relataram um caso de hi-

pospádia feminina na idade de 2 anos, com estenose parcial da 

uretra, e descreveram a diferença sinus urogenital e a hipospádia 

proximal ou distal10. 

Também Ayed et al., em 1995, relataram três casos, sendo 

um de hipospádia isolada e outros dois nos quais havia outras 

anomalias genitais associadas11 . 

Greenfield et al.13, em estudo retrospectivo de 10 anos - de 

1994 a 2003 - no serviço de urologia da cidade de Buffalo (USA), 

encontraram 7 meninos com hipospádia e nenhuma menina.

Sonda de Foley

na neouretra

Figura 4 - Fotografia mostrando o aspecto do pós-operatório imediato 

da neo-uretra com sonda de Foley, reconstruída pela técnica de 

Fischelovitch e Ben-Bassat.

Figura 3 - Desenho esquemático mostrando como foi realizada a 

confecção da neo-uretra.
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Acredita-se que a hipospádia possa ter uma etiologia multi-

fatorial, em que variantes alélicas de genes que controlam a ação 

dos androgênios e seu metabolismo predispõem os indivíduos a 

desenvolver essa condição3,14. Quando a susceptibilidade gené-

tica é combinada com a exposição à agentes antiandrogênicos, 

um limite é ultrapassado, o que resulta na manifestação desse 

defeito congênito. Um papel claro para a exposição à substâncias 

químicas ambientais antiandrogénicas ainda não foi estabelecido 

na etiologia das hipospádias, embora os resultados em modelos 

animais de laboratório indicarem que uma série de compostos 

químicos ambientais possam estar envolvidos, entre os quais 

anti-histamínicos15; organofosforados16 e antirretrovirais17. 

Assim, como no presente caso, vários autores relacionam a 

infecção urinária recidivante como fator importante para o diag-

nóstico no sexo feminino. Essa malformação pode vir acompa-

nhada de outras relacionadas à bexiga. A demora no diagnóstico 

deve-se ao fato de não se realizar um exame minucioso dos ór-

gãos genitais femininos externos em casos nos quais há infec-

ções urinárias recorrentes.

Em nosso trabalho baseamo-nos na técnica descrita por 

Fischelovitch e Ben-Bassat6 para a correção desse caso, embora 

esses autores relatem um caso de uma paciente de 27 anos corri-

gida através da presente técnica e com utilização da cistostomia. 

A técnica cirúrgica utilizada, embora seja padronizada por ou-

tros autores, foi modificada, pois não foi utilizada a cistostomia. 

O fato de não se utilizar a cistostomia tornou o pós-operatório 

mais confortável para a criança. A não ocorrência de fístula abre 

uma nova perspectiva. O presente relato adverte para que o exa-

me físico em crianças do sexo feminino com infecção urinária de 

repetição seja mais detalhado, observando-se com mais atenção a 

localização anatômica do óstio externo da uretra para que se faça 

o diagnóstico precoce desta anomalia, que é de fácil correção.






