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Bem-vindo o Consenso de Bologna

manejo clinico das pacientes mas respondedoras nos ciclos de Fertilizagdo [n Vitro (FIV) sem-

pre foi um desafio para os especialistas. Nao ha davida que a ovodoagao € a alternativa que
oferece as maiores chances de gravidez, porém nem todos os casais estdo preparados a aceitar
essa modalidade de tratamento. Por isso, alguns protocolos alternativos foram desenvolvidos na
tentativa de aumentar a quantidade de odcitos maduros e, consequentemente, melhorar as taxas
de sucesso antes da ovodoagao: protocolos com altas doses de gonadotrofinas, uso de inibidores
da aromatase, adicdo de hormoénio do crescimento (GH) e o uso de androgénios entre outros.
Atualmente a tendéncia é a adocdo de protocolos com baixas doses de gonadotrofinas ou, até
mesmo, o ciclo natural pela viabilidade econdmica desses tratamentos frente ao pequeno numero
de foliculos maduros obtidos em cada ciclo de estimulo.

Os estudos nessa area sao dificeis de serem interpretados pela heterogeneidade e pelo nime-
ro restrito de pacientes e, principalmente, pela falta de padronizagdo na definicdo de pacientes
mas respondedoras (poor responders). Em abril de 2010, durante encontro da Sociedade Europeia
de Reprodugao Humana e Embriologia (ESHRE), desenvolveu-se, na cidade de Bologna (Italia),
critérios para definir o termo “ma resposta ovariana” ao estimulo nos ciclos de FIV. De acordo
com esse consenso, ficou estabelecido que a presenga de duas de trés das seguintes caracteristicas
sdo necessarias para definir a md resposta ovariana: i) idade materna avangada ou qualquer outro
fator de risco para ma resposta; i) ma resposta ovariana em ciclo prévio (menos de quatro odcitos
obtidos); iii) teste de reserva ovariana alterado. Além disso, dois ciclos de ma resposta ovariana
ap6s estimulo com altas doses de gonadotrofinas sao suficientes para definir a paciente como ma
respondedora independente da idade e dos testes de reserva ovariana.

Parece que, finalmente, apés uma medida simples, mas fundamental, que ¢ a padronizagao
de conceitos e defini¢des sera possivel comparar resultados entre os estudos e buscar a melhor

alternativa terapéutica nos casos de ma resposta ovariana nos ciclos de FIV.

Leopoldo de Oliveira Tso
Coeditor da Revista Reprodugao & Climatério

Referéncias bibliograficas

1. Ferraretti AP, La Marca A, Fauser BC, Tarlatzis B, Nargund G, Gianaroli L, ESHRE working group on Poor
Ovarian Response Definition. ESHRE consensus on the definition of ‘poor response’ to ovarian stimulation
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Foliculos antrais como

marcadores da reserva ovariana
Antral follicles as markers of ovarian reserve

Eduardo Camelo de Castro’, Rodopiano de Souza Floréncio?, Gercino Monteiro Filho?, Waldemar Naves do Amaral*
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Medicina Reprodutiva (Femina), Professor do Curso de Pos Graduacao em Reproducao Humana da Pontificia Universidade
Catdlica de Goias (PUC-GO) e Professor da Unidade de Saude da Mulher do Curso de Medicina da PUC-GO.

Resumo

Objetivo: Comparar as curvas padroes de decréscimo da reserva ovariana considerando a dosagem do horménio foliculo estimulante (FSH) e a
contagem dos foliculos antrais (CFA). Método: Estudo transversal prospectivo de pacientes atendidas no Centro de Reproducdo Fémina no periodo
de 01/03/2010 a 31/08/2010. As pacientes foram submetidas a ultrassonografia transvaginal e & dosagem do FSH do 2° ao 4° dia da menstruacao.
Foram incluidas pacientes de 21 a 44 anos, com ciclos regulares, dois ovarios integros, nenhuma evidéncia de endocrinopatias, que ndo recebiam
medicamentos hd 6 meses, e que assinaram 0 consentimento. Foram excluidas as tabagistas, portadoras de galactosemia, cistos ovarianos, com
antecedente de hepatopatia, cirurgia ginecoldgico-ovariana, tratamento com quimioterapia ou radioterapia. O teste utilizado foi o coeficiente de
correlacao de Pearson. Resultados: Sessenta e oito pacientes com idade entre 22 e 44 anos foram incluidas. O fator masculino foi a principal
etiologia da infertilidade, contribuindo com 41% dos casos. A correlagédo entre a dosagem do FSH e a CFA foi fraca (r=-0,269) e o teste de Pearson
foi estatisticamente significante (p=0,026). Conclusao: A correlacao entre a contagem dos foliculos antrais e a dosagem sérica do hormonio foliculo
estimulante foi fraca e estatisticamente significante.

Unitermos: Reserva ovariana; Hormonio foliculo estimulante; Contagem dos foliculos 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 Fémina 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 coefficient 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 significant (p=0,026).
Conclusions: The correlation between the antral follicles count and the serum dosage of FSH was weak and statistically significant.

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

Pesquisa idealizada no Programa de Pés-Graduagao da Universidade Federal de Goias (UFG) e realizada no Centro de Reproducao Assistida Fémina

' Graduado em Medicina; Residéncia Médica em Ginecologia e Obstetricia e Especializacdo em Infertilidade Conjugal na Santa Casa de S&o Paulo; Professor da Unidade de Saude da Mulher
do Curso de Medicina da Pontificia Universidade Catdlica de Goias (PUC-GO); Professor do Curso de Pds-Graduagdo em Reproducdo Humana da PUC-GO; Diretor Associado do Centro de
Reprodugao Assistida Fémina.

2 professor Adjunto Doutor do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina da UFG; Diretor Técnico do Centro de Reproducdo Assistida Fémina.
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“ Professor Adjunto Doutor e Diretor do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina da UFG; Diretor Técnico da Clinica Fértile Diagnosticos — Goiania (GO), Brasil.
Endereco para correspondéncia: Eduardo Camelo de Castro — Rua 90-A, 166 — Setor Sul — CEP: 74093-030 — E-mail: dr.eduardodecastro@gmail.com
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Castro et al

Introducao

Reserva ovariana € o pool de foliculos ovarianos disponiveis
para recrutamento, representando o potencial funcional do ova-
rio através do nuimero e da qualidade oocitaria'”.

Diminuicao da reserva ovariana é um processo de declinio
da fecundidade associado tanto a deplecao folicular dos ovarios
quanto a piora da qualidade oocitaria®. Parece haver também
uma diminui¢do da resposta ovariana a quantidades crescentes
de gonadotrofinas®.

Sugere-se que apenas a idade ndo prediz de forma confia-
vel a capacidade reprodutiva de uma mulher’. Entre mulheres de
mesma idade, a reserva ovariana pode variar de forma significa-
tiva. Um declinio na fungdo reprodutiva das mulheres torna-se
evidente cerca de dez anos antes do seu término e a fertilidade
diminui durante a quarta década de vida, periodo associado com
modificagdes na secre¢ao de gonadotrofinas®.

O recrutamento e o desenvolvimento de multiplos foli-
culos ovarianos em resposta ao estimulo com gonadotrofinas
sao realizados no tratamento com fertilizacao in vitro (FIV). A
responsividade ovariana a este tipo de tratamento é variavel
e imprevisivel. O numero de foliculos em desenvolvimen-
to durante a estimulacdo ovariana tem relacio direta com a
quantidade de odcitos captados e influencia o nimero de em-
brides disponiveis para sele¢do, transferéncia e congelamen-
to. Assim, a reserva ovariana esta relacionada com maior ou
menor chance de gestagdo. Em aproximadamente 10% dos
casos, ocorre baixa resposta ao tratamento proposto, associa-
do diretamente a redugao do nimero de odcitos captados, ao
aumento do numero de ciclos cancelados e a indices menores
de gravidez®.

A avaliagdo da reserva ovariana se aplica a pacientes inférteis
que serdo submetidas as técnicas de reprodugao assistida com a
intengado de selecionar as que apresentam bom prognéstico para
gravidez viavel, a pacientes com suspeita ou histéria familiar de
faléncia ovariana prematura (FOP), para jovens que serdo subme-
tidas a tratamentos para neoplasias que podem acarretar perda
da fertilidade futura e ajuda os médicos na decisdo da realizagdo
de uma ooforectomia profilatica em mulheres selecionadas. Isso
mostra a importancia de se estabelecerem curvas de normalidade
para os testes de reserva ovariana.

Existem poucos dados na literatura que suportem a utilizagao
de um Unico marcador para determinar a reserva ovariana de uma
paciente. A contagem folicular antral (CFA) associada ao hormo-
nio Foliculo Estimulante (FSH) basal parece ser a abordagem de
menor custo na avaliacdo atual do casal infértil. A demonstracao
que existe uma correlagdo estreita entre a curva da dosagem do
FSH e da contagem dos foliculos antrais permitird a racionaliza-

¢ao ainda maior dos custos da avaliacio da reserva ovariana.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi comparar as curvas
padroes de decréscimo da reserva ovariana considerando a do-
sagem do hormoénio foliculo estimulante e a contagem dos fo-

liculos antrais.

Metodologia

Foi realizado um estudo transversal prospectivo de pa-
cientes dos 22 aos 44 anos atendidas pelos autores no Centro
de Reproducdo Assistida Fémina no periodo 01/03/2010 a
31/08/2010.

As pacientes foram submetidas a ultrassonografia transvagi-
nal na fase folicular precoce do segundo ao quarto dia do ciclo
menstrual. As ultrassonografias foram realizadas apenas pelos
meédicos pesquisadores, com equipamento Voluson da marca
GE com transdutores transvaginais de 7,5MHz.

Todas as medidas dos foliculos antrais foram feitas no modo
bidimensional. O didmetro maximo longitudinal e seu diame-
tro perpendicular foram obtidos com o modo convencional 2D.
O tamanho dos foliculos foi considerado como a média dessas
duas medidas. Os foliculos de 2 a 10mm de didmetro foram con-
siderados antrais. Foram avaliados os ovarios direito e esquerdo
e realizado a somatdria das duas contagens. O numero total dos
foliculos antrais foi utilizado para o cdlculo. Essas medigoes ja
sdo feitas de modo rotineiro para avaliagdo 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
eletroquimioluminescéncia. As coletas foram realizadas pela ma-
nha, em jejum minimo de 4 horas. Coletou-se 1mL de soro que
ficou refrigerado entre 2° e 8°C e foi processado em, no maximo,
30 dias. Essa dosagem também ¢é rotineira para avaliagdo 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 ultrassonografica dos foliculos
ovarianos antrais, histérico de endocrinopatias, tabagismo,
galactosemia e presenga de cistos ovarianos durante a con-
tagem dos foliculos antrais. Nesse momento também foram
avaliados os critérios de inclusdo e exclusdo discriminados
abaixo.

Foram incluidas as pacientes com idade entre 21 e 44 anos,
com ciclos regulares de 21 a 35 dias, com dois ovarios integros,
sem evidéncia de doencas endécrinas, que nao recebiam medi-
camentos ou horménios hd 6 meses e que assinaram o informe
de consentimento.

Foram excluidas as seguintes pacientes: tabagistas, portado-
ras de galactosemia, com antecedente de cirurgias ginecologico-

ovarianas e de tratamento com quimioterapia ou radioterapia,
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portadoras de cistos ovarianos ou de foliculos ovarianos medin-
do mais que 10mm e aquelas com insuficiéncia hepatica.

Para avaliar a significancia das analises estatisticas foi utiliza-
do o programa SPSS versdo 16.0 para Windows. O teste utiliza-
do para uma amostra normal foi o coeficiente de correlagao de
Pearson.

Este estudo foi aprovado pelo Departamento de Ginecologia
e Obstetricia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal
de Goiés e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Goias (UFG).

Resultados

Sessenta e oito pacientes foram incluidas 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 Grafico 1 demonstra que a correlagdo entre as medidas ob-
tidas do FSH para cada idade foi pequena quando avaliada pelo
coeficiente de correlagdo (r=0,191), ndo sendo estatisticamente
significativa (p=0,119).

O Grafico 2 mostra que o coeficiente de correlagdo entre as
medidas obtidas do CFA para cada idade foi maior quando com-
parada com as dosagens do FSH. A correlagdo foi moderada e
estatisticamente significante (r=-0,545 e p<0,001).

A comparacao entre a contagem dos foliculos antrais e a do-
sagem sérica do horménio foliculo estimulante pode ser obser-
vada no Grafico 3. A correlagdo entre a dosagem do FSH e a
CFA foi fraca (r=-0,269) e o teste de Pearson foi estatisticamente
significante (p=0,026).

Discussao

Um bom teste de reserva ovariana deve estimar a duracdo
provavel da atividade dos ovarios, indicar a dose real de estimu-
lagao ovariana, ser preditivo de concepgdo e apontar a chance
de se ter um recém nascido-vivo'. Em varios pontos da literatura
considera-se que nao ha exames confiaveis e altamente sensiveis
para avaliar esses fatores em mulheres na menacme.

Os testes estaticos (basais) sdo comumente realizados
no terceiro dia do ciclo menstrual, destacando-se neste estu-
do a dosagem do FSH basal e o numero de foliculos antrais
ovarianos’?.

Os niveis basais do FSH refletem o estoque folicular de am-
bos os ovarios em um determinado momento da vida reproduti-
va. A medida que a reserva folicular diminui, os niveis basais do
FSH se elevam. Por isso, o FSH tem sido utilizado como um mar-
cador de insuficiéncia ovariana e, quando elevado, esta associado

a baixas taxas de sucesso em técnicas de reproducdo assistida.
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Grafico 1 - Distribuicdo da dosagem sérica do hormoénio foliculo
estimulante (FSH) em relacao a idade.
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Grafico 2 - Distribuicdo da contagem dos foliculos antrais (CFA) em
relacao a idade.
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Gréafico 3 - Distribuicao da dosagem sérica do hormonio foliculo
estimulante (FSH) em relacao a contagem de foliculos antrais (CFA).

Os valores considerados normais do FSH sérico variam entre 3
e 15U

A idade da mulher e o FSH basal sdo associados de forma
independentes aos resultados da FIV. Um estudo com pacientes
submetidas a FIV concluiu que o FSH basal é um marcador do
tamanho do pool folicular remanescente. Observou-se também
que mulheres de idade avangada, mesmo com niveis baixos des-
se hormonio, 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 FIV?. O coeficiente
de correlagao entre o FSH e a idade nesta casuistica foi pequeno.
Foi aplicado o teste de Pearson, que ndo apresentou significancia
estatistica.

Outro estudo observou que o FSH alto nao deve ser critério
de exclusdo de pacientes para FIV, ja que o teste representa o
aspecto quantitativo e ndo qualitativo da reserva ovariana, ou
seja, apesar de possuir um baixo pool folicular, uma paciente ndo
necessariamente apresentara uma ma qualidade oocitaria, 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 gestagao’.

A primeira publicacdo que correlacionou a CFA com a re-
serva ovariana foi em 1996'°. Posteriormente, mostrou-se que a
CFA diminui com o avancar da idade!!. A casuistica deste estudo
corroborou o achado da maioria dos trabalhos que demonstra-
ram uma relagio entre a CFA e a idade!*®.

Ha algum tempo, estudos também demonstram uma corre-
lagdo entre a CFA e o estado funcional dos ovarios. A CFA parece
refletir o nimero de foliculos primordiais remanescentes'?, po-
dendo ter correlagdo com a quantidade de ciclos cancelados nas
mas respondedoras e com o numero de odcitos aspirados’.

Neste estudo a CFA envolveu a medida de foliculos 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 foliculos sao recrutados!®!1.
Mulheres com mais foliculos antrais tendem a produzir mais fo-
liculos maduros e odcitos fertilizados em resposta a administra-
¢ao do FSH'S. Considera-se como minima uma contagem de dez
foliculos antrais na soma dos dois ovarios para a obtencao de
taxas adequadas de gestagao?.

Uma meta-analise demonstrou que a CFA € superior a me-

dida do volume dos ovarios na avaliagdo de ma resposta a FIV'.

Referéncias hibliograficas

Esse e outros estudos demonstraram também a superioridade da
CFA em relagao a dosagem de gonadotrofinas basais na predigao
de resposta a hiperestimulagdo ovariana nos ciclos de FIV'7%.

Estudos mostram que a CFA apresenta nitida correlagdo po-
sitiva com as concentra¢oes dos marcadores séricos'** e com os
testes dindmicos e sugerem que a CFA seja um dos melhores
pardmetros funcionais quantitativos de reserva ovariana'**®. O
coeficiente de correlagao entre a dosagem do FSH e a CFA reali-
zado nesta dissertacao foi fraco, com o teste de Pearson estatis-
ticamente significante.

A CFA e niveis séricos de HAM foram os dois parametros de
maior poder preditivo de sucesso no tratamento de reprodugao
assistida.

A CFA seria capaz de identificar 89% das mas respondedo-
ras previamente a estimulagdo com gonadotrofinas exdégenas.
Apesar da especificidade de 39%, os autores encontraram asso-
ciagao significativa com o nimero de odcitos obtidos apos ciclos
induzidos e a probabilidade de gravidez quimica?. Outro estudo
admite a importancia da CFA como teste de screening para predi-
¢do da md resposta ovariana®.

Varios estudos demonstraram a reprodutibilidade da CFA
tanto quando feita em duas oportunidades pelo mesmo observa-
dor quanto por dois observadores diferentes!®*24,

Uma metanalise com 11 estudos conclui que a combinagao de
multiplas variaveis (HAM, Inibina B, FSH, CFA e outras) para diag-
nostico de ma respondedora € comparavel ao CFA isoladamente.

Assim, se a opgao for por um Unico exame, este seria a CFA®.

conclusao

A correlacdo entre a contagem dos foliculos antrais e a dosa-
gem sérica do hormonio foliculo estimulante foi fraca e estatisti-

camente significante.
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Investigacao bacteriologica e micologica
de placas de cultivo de embrioes em

laboratorio de reproducao humana

Research bacteriological and mycological culture of plates
from embryos in the laboratory of human reproduction

Barbara Rosa Foizer Ribeiro’, Waldemar Naves do Amaral?, Geraldo Sadoyama?®

Ms. Barbara Rosa Foizer Ribeiro € professora da salide na Universidade Salgado de Oliveira, aluna do doutorado em Ciéncias da
Salde-UFG, sob orientacao do Prof. Dr. Waldemar Naves do Amaral, atua em Reproducao Humana, com énfase em contaminagao
microbiologica como fator de reducado das taxas de fertilizagdo assistida.

Resumo

Introducao: Em laboratorios de Reproducao Humana, o controle de qualidade é de fundamental importancia para o sucesso dos procedimentos.
A realizacéo correta dos procedimentos influi diretamente nos resultados, principalmente porque a vagina, o liquido folicular e o0 sémen nao
podem ser esterilizados. Um alto grau de higiene, limpeza e 0 descarte do material deve ser observado para se evitar contaminacao nos
meios de cultura e equipamentos. Objetivo: Investigar a prevaléncia de contaminacao bacteriologica e micoldgica nas placas de cultivo de
embrides humanos e identificar o micro-organismo em género e espécie. Métodos: Foram coletadas 125 amostras de placas de cultivo de
embrides humanos, apos a transferéncia para o Utero materno, em trés laboratorios de reprodugdo humana na cidade de Goiania (GO), no
periodo 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 identificadas. Resultados: Foram encontradas 6 amostras contaminadas do total de 125, com prevaléncia de 4,8%
de contaminacao. Os micro-organismos encontrados foram bactérias do género Escherichia coli (50%), Klebsiella sp. (16,6%), Pseudomonas sp.
(16,6%) e uma levedura (16,6%). Conclusao: Embora 0s meios de cultura apresentem os antibioticos penicilina G ou gentamicina, bastonetes
Gram-negativos resistentes foram encontrados. Houve prevaléncia de 4,8% de contaminagao. E. coli foi o bastonete Gram-negativo de maior
frequéncia, encontrado em trés 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: Reproducao humana; Contaminacao; Microbiologia; Laboratorio; Placas de cultivo; Estruturas embrionérias.

Abstract

Introduction: In human reproduction laboratories, quality control is crucial for the success of procedures. The correct implementation of procedures
directly influences the results, especially because the vagina, the follicular fluid 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 Goiania (GO), from May 2009 to May 2010. The culture media were inoculated in BHI broth and incubated.
Samples that clouded (positivist) were isolated and identified. 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%).
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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.

Introducao

O decréscimo da fertilidade, com o passar do tempo, é um
inevitavel fato bioldgico, aliado a maternidade tardia. A técnica
de fertilizacao in virro (FIV) avancou nessas Ultimas trés décadas
para ajudar os casais a resolverem o problema da infertilidade.
Relatos histéricos trazem o bebé Louise Brown como o primeiro
a nascer de FIV, na Inglaterra, no ano 1978. Na FIV, os embrides
sdo formados e cultivados fora do corpo da mae, em placas de
cultivo, gracas ao avango dos meios de cultura, que oferecem os
nutrientes necessarios para o bom desenvolvimento dos embri-
des, cultivados em laboratério de reproducdo humana'.

Em laboratérios de reproducdo humana, o controle de qua-
lidade é de fundamental importancia para o sucesso dos proce-
dimentos. A realizagdo correta dos procedimentos influi direta-
mente nos resultados, principalmente porque a vagina, o liquido
folicular e o sémen nao podem ser esterilizados. Um alto grau
de higiene e de limpeza e o descarte do material devem ser ob-
servados para se evitar contaminagao nos meios de cultura e nos
equipamentos.

Cada passo nos procedimentos e manipula¢oes laborato-
riais devem ser executados com técnicas de assepsia rigorosas®.
A exata frequéncia dessas contaminagdes microbiologicas nao
¢ conhecida. H4 um numero limitado de publica¢des e descri-
coes de casos sobre esse assunto®. Desde 1997, contaminagoes
microbioldgicas em meios de cultura tém sido rotineiramente re-
gistrados para contribuir na melhora da qualidade do sistema de
manejo em reprodugdo humana, o que compromete diretamente
os resultados gestacionais em fertilizagao assistida. Bactericidas
e fungicidas vém sendo incorporados aos meios de cultura, a
medida que aumenta a resisténcia dos micro-organismos®. As
principais causas dessa contaminagao vém sendo associadas a
infeccdo do trato genital masculino e feminino e, consequente,
contaminacdo dos ovocitos e embrides. Também pode vir da
contaminacgao do ar, de maquindrios e materiais utilizados, como
as placas de cultivo.

No entanto, nem vagina e nem um ejaculado podem ser con-
siderados como ambientes estéreis®. Portanto, muito cuidado
deve ser tomado para se minimizarem os riscos de transferéncia
de micro-organismos durante a realizacdo de procedimentos cli-
nicos ou laboratoriais. Durante a coleta de ovdcitos, ha estudos
de aparecimento de células vaginais no fluido folicular, correndo
o risco de contaminar a pelve materna e os embrides®. A maioria

dos laboratérios de reproducao humana utiliza meios de cultura

contendo antibidticos para minimizar os riscos de crescimento
microbiano. Os meios de cultivo utilizados nos laboratérios de
reprodugao foram o IVF + 5% de albumina, que apresenta peni-
cilina G como antibiético, e o HTF (sigla do inglés Human Tubal
Fluid, Irvine Scientific), que apresenta gentamicina como antibi-
6tico. Esses meios devem ser usados depois de equilibrada a at-
mosfera em 37°C e 5% de CO,. Nao obstante, ocasionalmente,
o0s micro-organismos colonizam placas de cultivo de odcitos e
embrides. A frequéncia exata dessas contaminagdes ou infecgdes
microbianas é desconhecida. O préprio nimero limitado de pu-
blicagdes e relatérios de como lidar com esse assunto®”® poderia
sugerir que as infec¢des nas placas de cultivo apresentam um
risco insignificante. Foram relatadas placas com a contaminagao
de levedura, no total de 729 ciclos, com prevaléncia de 0,69%, e
outros seis casos de relatos®, nos quais a contaminagao microbio-
légica da cultura de embriGes foi observada apés 1.691 coletas
de ovdcitos, com prevaléncia de 0,35%. Extrapolando essa fre-
quéncia para o numero de ciclos de FIV realizados na Europa, os
resultados’ indicaram que muitas centenas de placas de cultivo
de embries contaminadas, provenientes de FIV, ocorrem a cada
ano. Ao longo de um periodo de 8 anos, 95 infeccdes em placas
de cultivo in vitro foram observadas ap6s coleta de 13.977 amos-
tras envolvendo placas e sémens, com prevaléncia de 0,68%?°.
Técnicas diferentes em reprodugdo assitida possuem indice de
contaminacao diferentes. Na injegao intracitoplasmatica de es-
permatozoides (ICSI), a taxa de contaminacdo foi desprezivel,
mas, na FIV, o indice de contaminacdo aumenta®.

A primeira consequéncia que se deve observar estd na re-
dugdo da formacdo de embrides viaveis para transferéncia. Os
embrides podem ndo sobreviver nas primeiras clivagens, apre-
sentar teratogenia, ou simplesmente ndo conseguirem implantar
no utero. Também pode haver sindromes e comprometimento
da satde 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-
tilizagdo assistiva é amplamente utilizada'®.

Em outra vertente, traz o risco de contaminar e infectar o
organismo da mae, com lesdo temporaria ou definitiva para a
mesma. E por isso que procedimentos no controle de qualida-
de devem ser sempre acrescentados para minimizar os riscos, ja
que a contaminagdo pode ser vertical (dos progenitores para o
embrido), ou lateral (de uma mulher para outra, durante as inter-
vengoes cirtrgicas de coleta de ovécitos e de transferéncia, por

exemplo)©.
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Como nao hd estudos longitudinais sobre doencas que aco-
metem individuos concebidos por fertilizacdo assistida em qual-
quer fase da vida ligadas a provavel contaminac¢do na fase em-
briolégica, torna-se dificil a atribui¢do da causa “contaminagio”
a consequeéncia “doenga”. A qualidade dos embriGes precisa ser
preservada, e mesmo que a contaminagdo ainda nao possa ser
corroborada por estudos em humanos, hd evidéncia de infecgdo
gestacional que prejudica o aparelho reprodutivo e provoca ma
formacao no feto, em animais® .

O entendimento sobre as possiveis contaminagoes, endoge-
nas e exogenas, de gametas e embrides e seus maus resultados
reprodutivos, traz a luz a necessidade do rastreamento e controle
dos agentes infecciosos dentro do laboratério de reproducao hu-
mana. A identificagdo microbioldgica se faz necessaria, uma vez
que sdo fornecidos dados que comprovem essa contaminagao,
o que vai nortear as mudangas necessarias nos guias de proce-
dimentos laboratoriais e ambulatoriais, também nos meios de
cultivo de embrides, para que haja protegdo materno-fetal””.

Neste estudo, analisou-se a prevaléncia da contaminagdo mi-
crobioldgica por bactérias e fungos, em placas de cultivo de em-
brides humanos, e as contaminag¢des encontradas foram isoladas
e identificadas. Essas placas de cultivo dos embrides representam
o melhor local de coleta para verificar se ha contaminagao micro-
bioldgica eminente, por que para ela confluem os varios fatores
provaveis de contaminagdo, que interfere diretamente nas taxas

de gestagao.

Métodos

Essa pesquisa de corte transversal realizou-se de forma qua-
litativa, com abordagem descritiva sobre a presenca e o tipo de
micro-organismo em materias em que foi constatada contamina-
¢ao, e também quantitativa, com indices de prevaléncia. Houve
coleta do meio de cultura apds a transferéncia dos embrides para
o Utero em trés laboratérios de reprodugao humana em Goiania
(GO). Os locais foram escolhidos por se tratarem de instituigdes
privadas e publica — trés institui¢es ativas em Goiania. Embrides
foram cultivados em meio de cultura HTF ou IVF (meio de cul-
tivo de embrides, Vitrolife), contendo penicilina ou gentamicina
de antibidtico. As placas foram preparadas com gotas periféricas
de IVE com albumina a 5%, e cobertas com 6leo mineral (sigma),
mas houve também o cultivo de embrides em placas que utili-
zam o modo “pogas”, com IVF ou HTF (Figura 1). Independente
da suspeita de contaminagao, todas as placas guardadas na in-
cubadora dos laboratérios de reprodugao foram utilizadas como
amostra para esse estudo.

O projeto foi aprovado no comité de ética do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goias (UFG). A coleta do

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

—
Figura 1 - Placas de cultivo de embrides. Modo: “pocgas” a esquerda e
modo “microgotas”, a direita.

no primeiro semestre de 2010, nas dependéncias das institui¢oes
citadas, de acordo com a disponibilidade do descarte de placas de
embrides, e levadas ao laboratério de Microbiologia do Instituto
de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da UFG, onde se
analisou primeiramente a presenga de contaminagao e, poste-
riormente, a identificagdo dos micro-organismos das amostras.
Para analisar a presenca de contaminacdo, 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 utilizacao. Se estives-
sem contaminados, turvariam nesse periodo dentro da estufa.
Depois de garantida a esterilizagdo, as amostras foram coletadas
no préprio ambiente dos laboratdrios de reprodugdo humana.
Cada coleta foi realizada utilizando a cdmara de fluxo laminar
ou a pressdo positiva do laboratério, evitando a contaminagdo
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 37°C, na estufa do laboratério de microbiologia
do IPTSP-UFG. Foi retirado todo o meio de cultura disponivel,
tanto nas placas contendo microgotas, quanto nas placas conten-
do “pogas”. 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 caracterizagdo morfotintorial (azul de
lactofenol — fungos e coloracao de Gram-bactérias). Para os cocos
Gram-positivos foram realizado os testes de produgdo de catalase
e coagulase. Para os bacilos Gram-negativos foram realizados va-

rios testes bioquimicos de identificagdo metabdlica bacteriana.

Testes bioquimicos

Os testes bioquimicos baseiam-se na presenga ou auséncia
de substancias, sejam elas enzimas ou produtos do metabolis-

mo bacteriano, sendo identificadas por métodos quimicos, como
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indicadores de pH e mudanga de coloragdo. Uma sequéncia de
testes bioquimicos foi realizada em metodologia semelhante a
citada por Koneman'!.

As amostras contaminadas foram coradas com método Gram
e em seguida, separadas e subcultivadas no meios MacConkey,
agar manitol salgado e agar nutriente.

Na amostra contaminada por Klebsiella, houve crescimen-
to no MacConkey, indicando a presenca de bastonetes Gram-
negativos. Passou-se para o TAF (triplice agucar e ferro) com o
indicador de pH vermelho de fenol, que fermentou apenas a gli-
cose. Na leitura, o TAF apresentou inclinagao alcalina (vermelha)
e fundo acido (amarelo). Nao houve degradagao de sacarose, lac-
tose e manitol. A produgao de gas CO, pela fermentagdo, no am-
biente anaerdbio inferior do tubo do TAE foi elevada. No meio
SIM (motilidade, indol e enxofre), para deteccao da produgao
do indol (um produto de degradagdo do aminodacido triptofano),
nao apareceu a cor vermelha na parte superior do tubo, indican-
do que nao houve a produgao de indol, e ndo foi detectada a mo-
tilidade bacteriana (para motilidade com a presenca de flagelos, o
meio contendo tetrazélio induz o aparecimento de rastros de cor
vermelha, que ajuda a seguir a disseminagao da bactéria a partir
da linha de inocula¢do, em uma andlise macroscopica), nem a
producao de acido sulfidrico (enxofre € liberado a partir da de-
gradagdo de aminoacidos, com producao de precipitado negro,
sulfeto de metal pesado insolavel) como corpo de fundo no tubo.
O teste foi realizado com o indicador de pH vermelho de metila,
e o resultado foi negativo, j4 que ndo houve mudanca de cor,
pois a quantidade minima de acidos produzidos foi insuficiente
para reduzir o pH, caracteristico da familia Enterobacteriaceae. No
meio para citrato, que determina a capacidade de utilizacao do
citrato de sédio como Unica fonte de carbono metabdlico, ocor-
reu a produgao de uma cor azul no meio, indicando resultado
positivo, com presenca de produtos alcalinos. No meio para feni-
lalanina, o aparecimento do acido fenilpirGvico indica a degrada-
¢ao da fenilalanina pela enzima fenilalanina desaminase, que foi
negativo. Caso fosse positivo, surgiria uma cor verde apds a adi-
cao do reativo cloreto férrico. No meio agar ureia de Christensen
para urease, a mudanga de cor de rosa para vermelho indica a
positividade. A superficie inclinada torna-se vermelha, em uma
reagao alcalina, indicando que o micro-organismo hidrolisa a
ureia, liberando aménia e produzindo mudanca 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 ndo houve fermentagao de glico-
se, de sacarose, de lactose e de manitol. A cor vermelha de incli-
nacao alcalina permaneceu inalterada. No meio SIM, ndo houve
motilidade, nem producdo de indol e de acido sulfidrico. No

teste para urease, ndo houve mudanca de cor, sendo negativo.

Positivo para citrato, com a produgdo de substancias alcalina e
coloragdo azulada no teste.

Nas amostras contaminadas por E. coli, houve crescimento no
MacConkey. A leitura do TAF revelou fermentacao para glicose,
sacarose, lactose e manitol, com mudanca de cor de vermelho para
amarelo. Houve produgdo de gas. Positivo para vermelho de meti-
la. No meio SIM, positivo para motilidade, para producao de indol
e negativo para producao de 4cido sulfidrico. Nao houve hidroli-
zagao da ureia, sendo negativo para ureia. Nao houve a utilizagio
do citrato de sédio como fonte de carbono, sem mudanca de cor,
de carater negativo. Negativo para degradacgao da fenilalanina.

Na amostra contaminada por leveduras, houve crescimento
no agar nutriente com antibioticos, e, no Gram, foi observada a
presenca de células eucariontes, bastante coradas, unicelulares.

As amostras que apareceram com Bacillus Gram-positivos
cresceram no meio manitol. No método Gram, todas apresenta-
vam coloragdo roxa e organizavam-se sob a forma de estreptoba-
cilos, sem importancia médica.

Realizou-se uma analise da prevaléncia, dos achados iden-
tificados e testes comparativos com os estudos de Kastrop, do

ano de 2007.

Resultado

Foram coletadas 125 amostras no periodo de maio de 2009
a maio de 2010, das quais 6 apresentaram contaminagao, resul-
tando em uma prevaléncia de 4,8%. Foi achada contaminagao
tanto para a técnica FIV, quanto para ICSI. Nos laboratérios um
e trés, cada procedimento incluiu tanto FIV quanto ICSI, e no
laboratério dois, apenas ICSI foi realizada. A identificagdo dos
micro-organismos mostrou que a principal contaminagao foi por
E. coli, presente na microbiota humana. Uma contaminacao foi
causada por uma levedura, provavelmente do género Candida,
muito comum na microbiota genital. O quantitativo encontrado
foi de quatro bactérias, sendo trés da familia Enterobacteriaceae da
microbiota intestinal humana (E. coli e Klebsiella) e um bastone-
te Gram-negativo ndo fermentador (Pseudomonas), uma bactéria
ambiental e muito encontrada em infecges hospitalares. Todas
as contaminagdes bacterianas sao de bastonetes Gram-negativos,
como mostra a Tabela 1. Os micro-organismos de maior preva-
léncia, segundo os resultados, foram E. coli para bactérias e o gé-
nero Candida, um tipo de levedura, para fungos. Essas bactérias
apresentam resisténcia a penicilina G e gentamicina, antibioticos
presentes nos meios de cultura IVF e HTE respectivamente.

Foram encontradas contaminagdes por bacillus Gram-positivos
nos trés laboratérios, grandes bacilos tipicos de contaminagao
do ar, motivo pelo qual foram retiradas dos dados de prevalén-
cia. Esses bacilos normalmente ndo sio identificados com testes

bioquimicos e sdo indicadores da qualidade do ar. Como foram
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encontrados em amostras dos trés laboratérios, levantou-se a hi-
pétese de contaminagdo cruzada entre os laboratérios, inclusive
o de microbiologia IPTSP-UFG, onde acontecia a manipulagao e
posterior incubagdo dos caldos BHI nas estufas, para crescimento,
caso houvesse contaminacao. Essas amostras foram descartadas.

A maior frequéncia dos micro-organismos encontrados foi
da E. coli, no laboratério um. A maior variagdo de micro-organis-
mos foi encontrada no laboratério dois. A distribui¢ao percen-
tual isolada de cada micro-organismo encontrado é apresentada
na Tabela 2.

Analisando a taxa de contaminagao, em proporgao ao nime-
ro de amostras por laboratdrio, encontramos as porcentagens na
Tabela 3.

Discussao

Semelhantemente aos trabalhos anteriores, foi encontrada
contaminagao nas placas de cultivo de embrides humanos, em
laboratérios de reprodugdo humana. Com a legislagao vigente de
implementagao de uma gestao de qualidade, todo caso de con-
taminacao deve ser considerado um evento adverso, que nao sé
deve ser registrado, a fim de corroborar tendéncias, mas também
analisado a fim de maximizar a possibilidade de tomar medidas
ativas, com o objetivo de evitar a transferéncia, tanto da con-
taminacdo microbioldgica dos espermatozoides para o ovocito,
quanto dos embrides contaminados para o Gtero. Foi evidencia-
do” que, nos casos em que as placas de cultivo estavam conta-
minadas por bactérias, a qualidade dos embrides em desenvol-
vimento era pobre. Embrides ruins, de classificagao R (Figura 2),
apresentam clivagem desequilibrada, com muitos blastomeros
de tamanhos desiguais, alta fragmentagao e residuos'.

Os micro-organismos de maior prevaléncia foram E. coli e
levedura, , sendo os mesmos exemplares resultados de estudos
na Europa’, que coletou amostras no periodo de 1997 a 2004.
Penicilina G ainda é utilizada no meio IVE mas no meio HTF
houve substitui¢do por gentamicina, a partir de 2005¢, desde en-
tdo, a colonizagdo de placas de cultivo foi observada somente
por Candida; dados considerados inéditos para Kastrop et al.5,
mas fora de seu perfodo de coleta de dados. No entanto, é co-
nhecida a alta frequéncia de adaptagdo e resisténcia, adquirida
por bactérias em um curto periodo de tempo. Os antibioticos
penicilina G ou gentamicina, utilizados nos meios de cultivo de
embrides, foram insuficientes para conter a proliferagdo bacteria-
na neste estudo.

Diferentemente dos trabalhos de Kastrop et al.%, que utiliza-
ram sémen como parte da amostragem, a técnica ICSI ndo foi
encontrada como um fator de prote¢do contra a contaminagao.
Nessa técnica, a inje¢do de um Unico espermatozoide no ovoci-

to M2 (maduro para fertiliza¢do), ao contrario da FIV (colocado

Tabela 1 - Distribui¢do dos micro-organismos isolados dos meios de
cultura em Goiania (GO), 2009/2010

Micro-organismos Laboratorio 1 Laboratorio 2 Laboratorio 3

(n=25) (n=80) (n=20)
Escherichia coli 2 _ 1
Klebsiella sp. _ 1 _
Pseudomonas sp. _ 1 _
Leveduras 1

N: nimero de amostras disponibilizadas em cada laboratorio.

Tabela 2 - Distribuicao dos casos da pesquisa microbiolégica, realizadas
em laboratérios de reproducdo humana, Goiania (GO), 2009/2010,
segundo 0s micro-organismos identificados

Microrganismo isolado Numero 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 3 - Porcentagem de contaminacao em propor¢ao ao numero de
amostras de cada laboratorio de reprodug¢do humana, Goidnia (GO)

L. NUumero de NUmero de amos- % de contami-
Laboratério . ~
amostras tras contaminadas nacao
1 25 2 8,00
2 80 8 3,75
3 20 1 5,00

Figura 2 - Comparacao entre embrides humanos saudaveis (a esquerda)
e embrides ruins de classificacéo R™.

uma gota de sémen capacitado sobre o ovocito), poderia redu-
zir a contaminacdo proveniente do sémen, o que nao interfere
em outras provaveis causas de contaminacao. Essa capacitagao
(técnica de swim-up) separa os espermatozoides classe A e B da
parte liquida do sémen, fonte potencial de micro-organismos.
Em estudos da contaminacao do sémen*, 46 amostras do total
de 150 foram encontradas contaminadas, e foram detectadas nas
lavagens da agulha apds a coleta de ovécitos amostras de sémen,
nos fluidos foliculares e em placas de incubagao para FIV. O uso
de penicilina e estreptomicina foi eficaz na conten¢ao da con-
taminacdo, em 1996. Apés o processamento seminal em meio
de cultura, rico em antibidticos, a taxa de contaminacao redu-
zia para 5% (8 contaminadas em 120 amostras)*. Neste estudo,
utilizaram-se apenas as placas de cultivo de embrides, ja que

possiveis contaminagdes do sémen poderiam ser percebidas e
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identificas, também por meio das placas. As placas de cultivo sdo
o local de maior problematica de contaminagao, ja que interfe-
rem diretamente no embrido, em suas primeiras clivagens.

As amostras contaminadas por grandes bacilos Gram-
positivos, normalmente presentes no ar, no solo e na agua, indi-
cam contaminagdo ambiental, com auséncia de espécies de im-
portancia médica. Como foram encontrados nos trés laboratérios
(uma amostra em cada), levantou-se a hipotese de contaminagao
cruzada entre os laboratérios, inclusive com o de microbiologia
IPTSP-UFG, onde acontecia a manipulagdo dos meios, posterior
incubacao dos caldos BHI nas estufas, para crescimento, e iden-
tificacdo, caso houvesse contaminacdo. Como nao houve formas
de descartar essa hipotese de contaminagao cruzada, as amostras
foram retiradas do total. Nao houve nenhum trabalho que apre-
sentasse bacilos Gram-positivos associados a infec¢do humana.

Para a espécie de levedura encontrada neste trabalho, tem-se o
relato® de que a Candida albicans nao afetou parametros esperma-
ticos, mas aumentou a fragmentagao do DNA e apoptose, danos
que podem ter causado fracasso apds a fertilizagdo no tratamento
de reprodugao assistida. Fungos normalmente sao de crescimento
mais lento quando comparados a bactérias. Eles aparecem nas
placas de cultivo de embrides com 2 a 3 dias, até mesmo ap6s a
transferéncia, e, por isso, muitas vezes nao sao detectados. Em
outro estudo®® constata-se que, de 240 amostras do ar de ambien-
tes hospitalares, 80 foram isoladas fungos, dentre os quais, 41
eram leveduras (do género Candida). C. albicans € um fungo muito
encontrado na microbiota genital feminino e masculino.

Foram identificados os mesmos géneros de micro-organis-
mos encontrados nos estudos de Kastrop et al.’ (com prevaléncia
de 0,68% de contaminacao) (Tabela 4).

Em estudos comparativos que testam a diferenca entre o re-
sultado deste estudo e o de Kastrop et al®, apresentou-se uma
prevaléncia microbioldgica sete vezes maior do que o mesmo,

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

Tabela 4 - Comparacao da distribuicao dos micro-organismos isolados
e identificados, neste estudo, Goiania (GO), 2009/2010, e nos de Kastrop,
Graaf-Miltenburg, Gutknecht e Weima®.

Estudo atual - Kastrop, Graaf-Milten-

Goiania (2009-2010) % burg, Gutknecht e Weima® e %
Escherichia coli 50 8 Candida species 24 253
Klebsiella sp. 16 1 Escherichia coli 56 589
Pseudomonas sp. 16 1 Stenotrophomonas 4 4,2
maltophilia
Leveduras 16 1 Agrobacterium species 3 32
- Pseudomonas species 8 32
- Klebsiella pneumoniae 2 21
- Citrobacter koseri 1 1.1
- Ochromobacter anthropi 1 11
- Aspergillus terreus 1 1.1

*NUmero de amostras contaminadas com cada tipo de micro-organismo.

estatistico uma analise de risco de incidéncia (risk-ratio), devido
ao numero baixo de amostras contaminadas.

A qualidade do ar nos laboratérios de FIV deve estar em
constante e rigorosa vigilancia, para manuten¢do do controle de
qualidade e seguranca exigidos e citados'?. Essa contaminagao
poderia comprometer irreversivelmente a qualidade dos em-
brides, que sdo de alta sensibilidade, e diminuir suas taxas de
implantacao e gestagdo, com nascimento a termo. Durante as
etapas de fertilizagdo, ha risco de contaminagao, seja ele na co-
leta de ovocitos, com a microbiota vaginal, o sangue e urina da
mae no trato genital feminino, ou com o cateter introduzido na
cavidade abdominal, com o sémen e até mesmo com o material,
maquinarios e comprometimento do ar, nos laboratérios®. Todos
esses dados de resisténcia bacteriana & penicilina e gentamicina
sugerem mudangas nos protocolos de fabricagdo dos meios de
cultvo de embrides 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 necessario
um estudo que quantifique o grau de sensibilidade/resisténcia
a varios antibioticos, das bactérias encontradas e também que
determine a toxicidade desses antibiéticos para os embrides, ava-
liando vantagens e desvantagens.

Mesmo sendo um estudo de corte transversal com pouca
literatura revisada sobre a identificacdo das causas de contami-
nagao, e com um numero limitado de amostras devido ao tempo
reduzido da coleta de um ano, este estudo comprovou que a
contaminacdo microbioldgica existe, tendo sido encontrada em
todos os trés laboratorios de reproducao e devendo ser ser consi-
derada como fator de contribuigao dos fracassos em reprodugao
assistida. O pequeno numero de estudos sobre contaminagdo
em laboratérios de reproducdo e sua relagdo com a fertilidade
devem ser um fator estimulante para estudos posteriores.

Houve uma prevaléncia de 4,8% de contaminagado, 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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Efeitos das isoflavonas da

soja sobre o tecido 0sseo de ratas
Effects of soy isoflavones on bone tissue of rats
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Resumo

Introduc&o: E sabido que as isoflavonas da soja exercem efeitos positivos contra a perda de massa 6ssea apds a menopausa. No entanto, os efeitos
de diferentes doses de isoflavonas e sua associagdo com o 17p-estradiol no tecido 6sseo ndo séo bem conhecidos. Objetivo: Nesse estudo, foram
investigados os efeitos de diferentes doses de isoflavonas da soja e sua associacdo com o 17p-estradiol no tecido 6sseo de ratas osteopénicas.
Métodos: 50 ratas Wistar adultas foram ooforectomizadas e, apos 90 dias, divididas em 5 grupos (10 ratas em cada): Gl — grupo controle; Gll, Glil e
GIV - tratados diariamente com isoflavonas da soja por gavage nas doses de 80 mg, 200 mg e 350 mg/kg, respectivamente; GV — tratado com 350
mg/kg de isoflavonas da soja associadas ao 17p-estradiol (10 pg/kg/via subcutanea, diariamente). Apos 90 dias, os fémures e tibias foram coletados,
e seus comprimentos e espessuras foram medidos. Os fémures distais foram processados para histomorfometria e as tibias foram congeladas e,
posteriormente, submetidas a testes fisicos e biomecanicos. Resultados: Durante o periodo de tratamento, foi observada perda de peso no grupo
submetido ao tratamento combinado. O comprimento dos fémures e a espessura das tibias foram maiores no grupo submetido ao tratamento
combinado. O tratamento combinado promoveu maior area 6ssea trabecular e espessura do 0sso cortical. A densidade 0ssea e a capacidade das
tibias de receber carga foram maiores no grupo submetido ao tratamento combinado. Conclusao: Dessa forma, este estudo demonstrou que as
isoflavonas da soja tém efeito positivo no tecido 6sseo de ratas osteopénicas e sua associacdo com 17p-estradiol potencializa esse efeito.

Unitermos: Isoflavonas; Tecido 0sseo; Estrogénios; Ratos.

Abstract

Introduction: It has been shown that soy isoflavones counteract postmenopausal bone loss. However, the effects of different doses and its treatment
combined with 17p-estradiol on bone tissue are not well-known. Objective: In this study we investigated the effects of different doses of soy
isoflavones and their association with 17p-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): Gl — control; GlI, Glll and GIV — treated orally with soy isoflavones at the doses of 80 mg, 200 mg and
350 mg/kg/bodyweight/daily respectively; GV — soy isoflavones (350 mg/orally) + 17p-estradiol (10 pg/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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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 17p-estradiol.

Keywords: Isoflavones; Bone tissue; Estrogens; Rats.

Introducao

O osso ¢ um tecido que se renova constantemente ao longo
da vida e sua integridade depende do equilibrio entre processos
anabdlicos (aposicdo) e catabdlicos (reabsor¢do); a perda desse
equilibrio pode levar a alteragdes na matriz e mineralizagdo 6s-
sea'. A remodelagdo Gssea é um processo continuo entre a reab-
sorcdo do osso pelos osteoclastos e a formagdo e mineralizagdo
da matriz po meio dos osteoblastos. Interacoes entre as células
sseas e proteinas da matriz sdo essenciais no controle da massa
Ossea’?.

Uma série de condi¢des como mobilidade, idade, estado hor-
monal e acdo de algumas drogas podem alterar esse equilibrio
entre formacao e reabsorcao, levando a alteracoes metabdlicas e
ou mecdnicas, como a osteoporose®.

A osteoporose é uma desordem esquelética sistémica pro-
gressiva que afeta principalmente mulheres na pés-menopausa
e ¢ caracterizada por diminuigdo da massa 6ssea e deterioragao
de sua microarquitetura, levando a aumento de fragilidade e
consequente aumento do risco de fraturas®®. Considerado um
grave problema de Satude Publica, a osteoporose atinge grande
parte da populagdo acima de 50 anos de idade’®. A cessagdo
da funcado ovariana e mais particularmente a deficiéncia estro-
génica € considerada a maior causa de osteoporose na pos-
menopausa’.

A terapia de reposi¢do hormonal quando iniciada no pe-
riodo de transicao do climatério, é efetiva na reducdo ou rever-
sdo da perda dssea que ocorre na pos-menopausa'’!! e no alivio
de outros sintomas do climatério'?. Por outro lado, estudos re-
alizados em 2002 pelo Women’s Health Initiative Study revelaram
os efeitos adversos da terapia estrogénica, incluindo doengas
cardiovasculares e cancer de mama, apesar de seu efeito benéfi-
co sobre o 0sso®. Diversas investigagdes cientificas tém voltado
seu interesse em alternativas farmacéuticas naturais que pos-
sam apresentar os efeitos benéficos do estrogénio sobre o osso,
fungbes cognitivas e sintomas da menopausa sem promover
os efeitos adversos da TRH sobre a mama, o Utero e o sistema
cardiovascular®.

Nesse sentido, as isoflavonas, compostos quimicos fendlicos,
pertencentes a classe dos fitoestrogénios, que estdo amplamen-

te distribuidos no reino vegetal, tém sido a terapia natural mais

estudada, principalmente devido aos potenciais beneficios que
uma dieta rica nesses compostos pode conferir no controle de
muitas doengas cronicas. Essas substancias se comportam como
estrogénios na maioria dos sistemas biologicos, além de serem
os mais abundantes dentre os fitoestrogénios, possuem diversas
propriedades bioldgicas (atividade antioxidante, inibicdo da ati-
vidade enzimatica, entre outras) que podem influenciar muitos
processos bioquimicos e fisiologicos™.

Estudos epidemioldgicos tém sugerido que a incidéncia de os-
teoporose pos-menopausa é menor na Asia que no Ocidente. Uma
das possiveis explicagoes para essa diferenca baseia-se na elevada
ingestao de produtos da soja, ricos em isoflavonas, pelas mulheres
asiaticas. Estudos tém demonstrado que o extrato de soja inibe a
perda 6ssea em mulheres menopausadas!®’. Nesse sentido, estu-
do experimental em ratas mostrou que o extrato de soja aumenta
a densidade mineral 6ssea (DMO) e melhora a microarquitetura
do osso trabecular na tibia de ratas!®*, além de observar que o
tratamento com extrato de soja suprimiu a perda 6ssea induzida

pela ooforectomia e esse efeito foi dose dependente.

Objetivo

Este trabalho teve por objetivo avaliar a agdo de dife-
rentes doses do extrato de soja no tecido Osseo de ratas

ooforectomizadas.

Métodos

O projeto de pesquisa foi analisado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Escola Paulista de Medicina
da Universidade Federal de Sao Paulo (Unifesp) sob o nimero
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
a temperatura de 22°C, com iluminagao artificial, sendo o ciclo
claro-escuro constante e o periodo de luz das 7 as 19 horas.
Durante todo o periodo do experimento, os animais recebe-

ram alimentacdo Nuvilab CR1 (Parand, Brasil) — composigao

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



Isoflavonas e tecido 6sseo

por quilograma da ragdo: calcio de 1 a 1,2%, fésforo de 0,78 a
0,90%, zinco aproximadamente 60 mg, vitamina D3 1.800,00
Ul e agua ad libitum.

Apés 7 dias de adaptacdo, todos os animais foram subme-
tidos a ooforectomia bilateral, com a finalidade de induzir os
animais a um anestro.

Apés 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 1I — animais que receberam extrato concen-
trado de soja (80 mg/kg, por dia), durante 90 dias; Grupo
IIT — 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 17f-
estradiol (10 pg/kg, por dia).

Apds o procedimento cirtrgico, os animais foram pesados
semanalmente até o final do experimento. O veiculo e as drogas
foram administrados por gavagem (0,5 mL, volume final).

Ao final da administracdo 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 fémures e as tibias foram removidos para subseqtien-

tes analises

Analise das propriedades fisicas e
biomecanicas das tibias

As tibias foram dissecadas e congeladas a 20°C (em NaCl
0,9%) imediatamente apés a eutandsia. As anélises foram reali-
zadas no Departamento de Ciéncias Fisiologicas do Centro de
Ciéncias Biolégicas e da Satde da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar).

Propriedades fisicas

As analises foram realizadas no Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas do Centro de Ciéncias Biologicas e da Satde da
UFSCar.

As tibias foram descongeladas e imersas separadamente em
agua destilada e mantidas em um dessecador (DI-PUMP) por 24
horas, para retirar o ar dos poros ésseos. O volume 6sseo (VO)
e a densidade ¢ssea (DO) foram calculados segundo o principio
de Arquimedes®. Para tanto, obteve-se o peso imerso (Pi) inse-
rindo as tibias em agua destilada a temperatura ambiente, sus-
pensas individualmente por um fio de cobre. Posteriormente,

as tibias foram pesadas para se obter o peso tmido (Pu). O

peso seco das amostras (Ps) foi obtido apds desidratagdo em
estufa a 100°C por 24 horas. Em seguida, os ossos entdo fo-
ram colocados em um forno mufla a 800°C (Quimis, modelo
Q318A) por 24 horas para obtengdo do peso de cinzas (Pc)*.
Todas as medidas foram realizadas em balanga analitica de pre-
cisao, com sensibilidade de 0,0001 g (Chy JK-180, Japan). Os
seguintes parametros foram avaliados: DO (g/cm?), VO (cm?) e
DMO (g/cm).

Os valores obtidos das pesagens foram calculados com base

nas férmulas descritas a seguir:

Volume ésseo = Pu
. . Pu 3
Densidade éssea=——(g/cm”)
VO

Densidade mineral = e (g/cm®)
VO

Sendo:

Pu: peso tmido 6sseo;

Ps: peso 6sseo da amostra desidratada;
Pi: peso imerso 6sseo;

Pm: peso do material mineral (cinzas)

p: densidade da 4gua.

Propriedades biomecanicas

As propriedades biomecanicas das tibias foram mensuradas
por meio do teste de flexdo em trés pontos, utilizando-se a ma-
quina de ensaio universal INSTRON modelo 4444 acoplada a
uma célula de carga com capacidade de medir até 100 kgf?.

Os resultados foram registrados pelo software Instron Series
IX na forma de grafico, gerando uma curva: carga x deforma-
¢do. Como resultado das analises das curvas, foram obtidos as
seguintes propriedades biomecanicas: carga maxima (carga ma-
xima aplicada durante o ensaio) e carga de fratura (carga aplicada

no momento da fratura).

Analise morfologica

Processamento do material

A parte distal dos fémures foi fixada em formaldeido 10%
(tampao fosfato) e descalcificados em acido férmico 25%, por
aproximadamente 40 dias. Em seguida, as pegas foram desidra-

tadas, diafanizadas e incluidas em parafina. Os blocos foram
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realizados cortes semisseriados (5 pm) e, em seguida, corados

pela hematoxilina-eosina (HE).

Histomorfometria ossea

As andlises histomorfométricas (seis cortes de cada animal) fo-
ram realizadas nas laminas coradas por HE, que foram observadas
e fotografadas com o auxilio de um microscopio (Axiolab 2.0, Carl
Zeiss) com objetivas variando de 4 a 100x, acoplado a uma video-
camara de alta resolucao (AxionCam, Carl Zeiss) e analisadas com
o auxilio do programada Axionvision 4.2 REL (Catl Zeiss).

Para o VO trabecular (BV/TV/%) dos fémures distais, as medi-
das foram obtidas determinando-se um retangulo de 1.800 x 1.600
pm, que foi tracado a 390 pm a partir do ponto inferior do disco
epifisario em diregao a diafise, para excluir a regido entre a cartila-
gem e a metafise, e 390 ym a partir do periésteo”. As trabéculas
localizadas na area do retangulo foram delimitadas e tiveram suas
areas mensuradas.

A espessura (Ct.Wi/um) do osso cortical foi obtida em trés
locais: na porgao posterior, média e inferior do quadrado estabe-
lecido para a analise do BV/TV, no qual foi tracada uma linha que
media a espessura do osso nessas regides.

As abreviagoes dos pardmetros morfomeétricos foram baseadas
na nomenclatura padronizada pelo Comité da American Society for
Bone and Mineral Research®.

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos & anélise de variancia
(ANOVA) complementada pelo teste de Tukey, para observar as
possiveis diferengas entre os grupos. O nivel de significancia para
a rejei¢do da hipétese nula foi de 5% (a<0,05). Para tanto, utili-
zou-se o programa GraphPad Prism 5.0 (San Diego, California,
USA).

Resultados

Parametros fisicos e biomecanicos das tibias

Observou-se que a DO (principio de Arquimedes) das ti-

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 ndo promoveu
uma melhora na DO. Nao ocorreram diferengas significantes nos
demais parametros fisicos estudados.

Entre os pardmetros biomecanicos estudados, novamente
verificou-se que as tibias dos animais que receberam isoflavonas
associadas ao estrégeno se tornaram mais resistentes a fratura,
pois apresentaram uma maior capacidade de receber carga e essa
diferenca foi significante (p<0,05) quando se comparou esse gru-
po a GII e GIV. Nao foram encontradas diferengas significantes

nos demais pardmetros biomecanicos estudados.

Andlise morfologica

Histomorfometria 0ssea dos fémures

Todos os grupos tratados apresentaram maior area éssea tra-
becular (BV/TV) quando comparados ao grupo controle, porém
essa diferenca s6 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 (p) do fémur (Figura 1B) quando comparado com aos
demais grupos tratados e ao controle. Essa diferenga 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.

Discussao

Diante do grande ntimero de mulheres que apresentam
contraindicacOes a reposigdo hormonal com estrégenos®, nos
ultimos anos tém-se notado que alguns constituintes de plan-
tas denominados fitoestrogénos e, sobretudo, as isoflavonas
da soja, podem atuar como alternativas naturais a terapia de
reposicdo hormonal, melhorando os sintomas da menopausa e
osteoporose”.

Apesar de, nas ultimas décadas, evidéncias cientificas de-
monstrarem que o consumo das isoflavonas da soja e, consequen-

temente, a presenca dessas substancias e de seus metabdlitos no

Tabela 1 - Média + desvios-padrao da densidade 6ssea, densidade mineral ssea, carga maxima e carga de fratura das tibias dos animais nos véarios

grupos experimentais.

Grupos DO (g/cm?) DMO (g/cm?) CM (Kn) CF (N)

Gl-Controle 1,596+0,078" 0,758+0,092 0,048+0,01 0,077+0,01
GlI-ISO-80 1,610+0,041% 0,733+0,046 0,039+0,01 0,062+0,02
Glll-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*#8 0,788+0,093 0,062+0,01" 0,076+0,01

p<0,05; DO (g/cm?): GI*, GlII*, GlII%, GIVS, GV*#; CM (Kn): GII', GIV¥, GV,

DO: densidade 0ssea: (DMO): densidade mineral 6ssea; (CM): carga maxima; (CF): carga de fratura.
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Figura 1 - Média da area 0ssea trabecular (BV/TV %) e da espessura do 0sso cortical (Ct.wi ) dos fémures dos animais dos diferentes grupos

experimentais. Média + desvio padrao.

Tabela 2 - Area 6ssea trabecular (BV/TV%) e espessura do 0sso cortical
(CT.Wi) dos fémures dos animais dos diferentes grupos experimentais

Parametros
Grupos BV/TV % CT.Wi ()
Gl-Controle 15,93+1,93* 364,0+45,26
GII-ISO-80 17,37+4,70* 372,5+£66,04
GlII-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 area dssea trabecular (BV/TV) dos fémures dos animais dos diferentes grupos
experimentais. Média + DP. p<0,05, GI*, GlI* e GlII& versus GV*#&.

Média da espessura do 0sso cortical (Ct.Wi) do fémur dos animais dos diferentes grupos
experimentais. Média + DP. p<0,05, GV* versus GllI*.

plasma estao relacionados a efeitos benéficos sobre o osso, ndo
existe ainda na literatura um consenso em relacdo a melhor dose
de isoflavonas associada ou ndo ao estrégeno que pode ser utili-
zada com eficacia e seguranga.

Dessa forma, o propésito deste estudo foi verificar os efeitos
de diferentes doses do extrato de isoflavonas da soja e deste as-
sociado ao 17B-estradiol sobre os constituintes do tecido dsseo
de ratas ooforectomizadas.

Ratas ooforectomizadas tém sido consideradas como mo-
delo animal ideal para se estudar a perda éssea provocada pela
deplecdo hormonal ovariana. Pois, a perda de massa Gssea que
ocorre tanto nesse modelo animal quanto em mulheres na me-
nopausa apresentam varias similaridades? .

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

submetidas a ooforectomia bilateral, com o objetivo de submeter

esses animais a privagao estrogénica. Para constatacao da hipoes-
trogenia, realizou-se o exame colpocitologico no 21° dia do pés-
operatrio; somente os animais que permaneceram em anestro
foram utilizados para inclusdo no experimento.

Com relacdo as propriedades fisicas estudadas, foram encon-
trados efeitos positivos apenas sobre a DO no grupo que rece-
beu terapia combinada (Grupo V). Sabe-se que a DO reflete a
quantidade de massa dssea, e sua diminui¢do pode influenciar
na resisténcia do osso. Acredita-se que o aumento nesse pard-
metro deve ter sido ocasionado pelo 17-estradiol, pois o grupo
tratado apenas com isoflavonas na mesma dose nao apresentou
esse efeito.

Foi observado que o tratamento por 16 semanas com extra-
to de isoflavonas (6,25 g/kg de dieta) preveniu a perda dssea e
melhorou a DO em fémures, tibias e vértebras lombares de ratas
ooforectomizadas com trés meses de idade. O mesmo trabalho
mostra que essa terapia com isoflavonas ainda foi mais eficaz do
que o 17p-estradiol administrado sozinho pelo mesmo periodo
na dose de 3,9 mg/kg de dieta®.

A resisténcia 6ssea reflete a integragdo de dois importantes
fatores: densidade e qualidade Osseas, alteragoes nessas proprie-
dades intrinsecas do osso, podem contribuem para o aumento da
fragilidade Gssea, porém a resisténcia ndo estd apenas relacionada
a densidade, mas também a qualidade do osso neoformado. Para
tanto, analisou-se a qualidade do osso por meio dos seguintes

testes biomecanicos: carga maxima (maior carga suportada pela
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Santos

amostra (tibia) durante o ensaio) e carga de fratura (carga aplicada
no momento da fratura da amostra (tibia) durante o ensaio).

Esse estudo demonstrou que a carga maxima foi o pardmetro
que apresentou diferencas 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 relacao a esse aspecto, sabe-se que as isoflavonas em altas
doses podem apresentar efeitos adversos, enquanto que em baixas
doses, efeitos positivos® . Esse modo de agdo das isoflavonas é
denominado de efeito bifasico e esse efeito tem sido observado in
vivo™>3 e in virro®, tendo sido evidenciado que as isoflavonas esti-
mulam a osteogénese em baixas concentra¢oes e a inibem quando
em altas concentragdes.

Contudo, o grupo que recebeu a terapia combinada (10 pg/kg +
350 mg/kg por dia), demonstrou maior resisténcia a fratura, pois sua
capacidade de receber carga foi significativamente maior (p<0,05)
em comparagao ao grupo que recebeu isoflavonas na mesma dose.
Acredita-se que o efeito positivo sobre esse pardmetro se deva ao
17B-estradiol, ja que o grupo tratado apenas com isoflavonas na
mesma dose ndo apresentou esse efeito.

Para avaliar a acdo das isoflavonas da soja combinadas ou ndo
ao 17B-estradiol sobre a microarquitetura Ossea, utilizou-se dois
pardmetros histomorfométricos: a area dssea trabecular e a espes-
sura do osso cortical.

Emboranao tenha sido significante, observou-se que os grupos
que receberam tratamento apenas com isoflavonas, nas diferentes
doses, apresentaram maior area 6ssea (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 a melhor resposta®; também foram encontrados efeitos

dose-dependente sobre a DMO no fémur de ratas osteopénicas
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Relato de caso: hipospadia feminina em crianca
Case report: female hypospadia in children
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Resumo

Hipospéadia feminina € uma doenca raramente diagnosticada na infancia na qual o 6stio externo da uretra localiza-se na parede anterior da vagina. Na
pesquisa da literatura encontram-se raros relatos de casos em criancas do sexo feminino. O diagndstico nesta faixa etaria acaba sendo feito quando
hé infeccdes urinarias recorrentes. Este trabalho apresenta um caso de uma crianca de sete anos de idade cuja localizacédo atipica do 6stio da uretra
foi corrigida através de cirurgia classica modificada e adverte, ainda, da necessidade de realizacao de exames mais detalhados em criancas do sexo
feminino que apresentam infecgdes urinarias de repeticao, observando-se com mais atencao a localizacao anatdmica do 6stio externo da uretra.

Unitermos: Hipospadia; Uretra; Anormalidades urogenitais; Infeccdes urinarias; Doencas urogenitais femininas; Crianca.

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 modified 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 orifice.

Uniterms: Hypospadias; Urethra; Urogenital abnormalities; Urinary tract infections; Female Urogenital Diseases; Child.
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Relato de caso: hipospadia feminina em crianca

Introducao

Hipospadia feminina é uma anormalidade da uretra na qual o
6stio externo da uretra esta localizado em posi¢do anémala na pa-
rede anterior da vagina, proximo ao anel himenal'. Hipospadia é
uma das anomalias congénitas mais comuns nos Estados Unidos,
ocorrendo em aproximadamente 1 em cada 125 nascidos vivos
do sexo masculino. No entanto, sua incidéncia no homem pode
variar de 1/100 a 1/1000, de acordo com origem étnica’.

No sexo feminino a incidéncia de hipospadia ainda nao é co-
nhecida, pois passa despercebida, sendo normalmente diagnos-
ticada durante o cateterismo ou endoscopia do trato feminino ja
na mulher adulta®. Geralmente, essa anormalidade é detectada
em pacientes do sexo feminino com infec¢des urinarias de repe-
ticdo e que nao respondem bem ao tratamento médico.

O diagnéstico é dificilmente feito em criancas do sexo femi-
nino?, pois somente quando ha infec¢des urindrias recorrentes é
que é realizado o exame fisico mais apurado dos 6rgaos genitais
femininos externos. O presente artigo relata o caso de uma crian-
ca do sexo feminino submetida a corregdo cirtrgica do defeito,

sem derivacao da urina.

Relato de caso

Paciente do sexo feminino, 7 anos de idade, negra, natural de
Séo Paulo, Brasil, que aos dois anos foi levada ao pediatra devido
a quadro de febre e irritabilidade constante. Foi constatada, no
exame fisico, sinéquia parcial dos labios menores do pudendo,
porém, ndo foram percebidas alteragdes relacionadas as micgdes
e ao Ostio externo da uretra. Foram realizados exames de urina
tipo I, urocultura e antibiograma, sendo diagnosticada infecgao
do trato urinario. Durante os cinco anos seguintes a crianca apre-
sentou, em média, duas vezes ao ano episédios de febre, politria
e irritabilidade, diagnosticados como infec¢do urinaria por meio
de urocultura.

A paciente foi avaliada em consulta pela cirurgia plastica aos
sete anos, na qual foi constatada, por meio de exame gineco-
légico externo, sinéquia parcial dos labios menores do puden-
do, e também a aparente auséncia do éstio externo da uretra.
No exame, sob sedagdo, notou-se que o Ostio externo da uretra
encontrava-se no interior da vagina, na parede anterior, proximo
ao himen. Diagnosticou-se hipospadia feminina tipo III, segundo
a classificagio de Blum® (Figura 1).

Realizou-se a neo-uretroplastia pela técnica proposta por
Fischelovitch e Ben-Bassat®. Demarcou-se um segmento da mu-
cosa de 1cm de largura e 3cm de comprimento, iniciando-se a
2mm posterior ao 6stio externo da uretra andémala, em forma
de semicirculo, abrangendo-o e terminando na posicao do dstio
(Figura 2).

Figura 1 - Fotografia mostrando o aspecto da hipospadia feminina
de paciente com sete anos, notando-se a aparente auséncia do 6stio
externo da uretra no introito vaginal.

Incisou-se o retalho em sua totalidade. A seguir, descolou-
se uma extensdo de 3mm de cada parte lateral desse e a tota-
lidade da parte posterior que engloba o 6stio externo uretral
anomalo. Deixou-se aderido ao leito a parte demarcada (Figura
2). Suturaram-se os segmentos descolados a partir do orificio em
diregdo a vulva, formando assim um tubo que se constituiu na
neo-uretra, dando uma nova posi¢ao ao 6stio uretral. As mar-
gens cruentas deixadas apds a confeccdo da neo-uretra foram

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

Clitoris
Retalho
Ostio da neouretra
Area ) . .
descolada Area aderida ao leito

Ostio uretral anémalo
Ostio da Vagina

Figura 2 - Desenho esquematico mostrando como foi a marcagao e a
confeccgdo do retalho da mucosa vaginal.
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Margens deixadas ap6s
a confeccao da neouretra

Figura 3 - Desenho esquematico mostrando como foi realizada a
confeccao da neo-uretra.

Sonda de Foley

na neouretra

- % 1o
1L \ '1 ’ -
Figura 4 - Fotografia mostrando o aspecto do pds-operatério imediato
da neo-uretra com sonda de Foley, reconstruida pela técnica de
Fischelovitch e Ben-Bassat.

Nao foi realizada cistostomia; apenas utilizou-se uma sonda
de Foley durante dez dias. A paciente permaneceu internada por
quatro dias. Evoluiu sem fistula ou qualquer outro tipo de com-

plicacao (Figura 4).

Discussao

A hipospadia feminina trata-se de uma doenca rara e seu
diagnéstico em criangas é ainda mais raro, conforme relatos da
literatura. Em 1904, Blum classificou as hipospadias femininas
em trés grupos, de acordo com a situagdo do 6stio da uretra em
relagdo a parede anterior da vagina. O tipo I consiste na exis-
téncia de uma comunicagdo longitudinal da parede posterior da

uretra com a parede anterior da vagina; o tipo 1l é a persisténcia

do sinus urogenital; no tipo III,, a uretra abre-se no interior da
vagina proximo a formagao himenal.

Campbell, em 1970, relata que tinha conhecimento de 46
casos de hipospadia feminina descritos na literatura até aquele
momento, sendo a grande maioria diagnosticada em mulheres
na idade adulta’.

Outros trabalhos reforgam a raridade dessa doenca, princi-
palmente em criangas, e que, quando diagnosticada, pode ou
nao haver outras malformacoes genitais associadas®!!.

Pode-se mencionar estudo realizado por Gaber, em 1981,
no qual se verificou o comprimento da uretra em 32 cadaveres
do sexo feminino, cujas fichas mostravam infec¢oes urinarias
recorrentes. Chegou-se a um comprimento médio da uretra de
3,67cm ap6s a andlise de 29 casos. Em trés casos, encontrou-se
comprimento de 2,8; 3,1 e 3,2cm; destes, dois apresentavam o
6stio externo da uretra junto ao anel himenial. Concluiu-se que
a hipospadia feminina pode ser congénita, porém rara, sendo
denominada “hipospadia feminina relativa ao encurtamento da
uretra”, e pode também ser adquirida pelo trauma durante a vida
sexual ativa da mulher'.

Outros autores, como Hill et al. em 1982, discutiram a pos-
sibilidade da mesma néo ser apenas de etiologia congénita, mas
também adquirida. Essa hipotese 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 anos®.
Essa conclusao reforca o parecer de Gaber'?. A menina de quatro
anos, além da auséncia do 6stio externo da uretra, apresentava
deformidade congénita da bexiga. Portanto, a hipospadia fazia
parte de uma deformidade complexa das vias urindrias. Contudo,
raros sdo os casos com criangas descritos na literatura.

Em 1992, Van Bogaert apresentou seis casos somente de
adultos, com idade entre 19 e 35 anos, com sindrome uretral,
apresentando disuria e dispareunia e com o inicio dos sintomas
apds o comeco da atividade sexual. Todos foram tratados com
medicamentos por um periodo de dois anos. Nao havendo res-
posta ao tratamento conservador, acabaram sendo submetidos
ao avango cirurgico da uretra por meio de retalhos locais de mu-
cosa, fato que vem reforgar a teoria da hipospadia adquirida’.

Novos relatos de casos em criancas, isolados na literatura,
surgem em 1995 quando Knight et al. relataram um caso de hi-
pospadia feminina na idade de 2 anos, com estenose parcial da
uretra, e descreveram a diferenca sinus urogenital e a hipospadia
proximal ou distal™.

Também Ayed et al., em 1995, relataram trés casos, sendo
um de hipospadia isolada e outros dois nos quais havia outras
anomalias genitais associadas!!.

Greenfield et al.’®, em estudo retrospectivo de 10 anos - de
1994 a 2003 - no servico de urologia da cidade de Buffalo (USA),

encontraram / meninos com hipospadia e nenhuma menina.
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Relato de caso: hipospadia feminina em crianca

Acredita-se que a hipospadia possa ter uma etiologia mult-
fatorial, em que variantes alélicas de genes que controlam a agao
dos androgénios e seu metabolismo predispdem os individuos a
desenvolver essa condigao®*. Quando a susceptibilidade gené-
tica é combinada com a exposi¢ao a agentes antiandrogénicos,
um limite é ultrapassado, o que resulta na manifestacdo desse
defeito congénito. Um papel claro para a exposigdo a substancias
quimicas ambientais antiandrogénicas ainda nao foi estabelecido
na etiologia das hipospadias, embora os resultados em modelos
animais de laboratério indicarem que uma série de compostos
quimicos ambientais possam estar envolvidos, entre os quais
anti-histaminicos'; organofosforados's e antirretrovirais®.

Assim, como no presente caso, varios autores relacionam a
infecgdo urinaria recidivante como fator importante para o diag-
nostico no sexo feminino. Essa malformacao pode vir acompa-

nhada de outras relacionadas a bexiga. A demora no diagnéstico
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o diagnéstico precoce desta anomalia, que é de facil correcao.
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