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Resumo

LIMA, M. L. S. Relacdo do peso ao nascer com a concentracdo sérica de
hormonio antimulleriano: Estudo transversal aninhado a uma coorte de
mulheres na menacme. 73f. 2016. Dissertacdo (Mestrado) da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Séao Paulo. Ribeirdo Preto-SP.
2016.

Introducdo: O processo de envelhecimento reprodutivo ocorre em virtude do
declinio progressivo na quantidade e qualidade de 6vulos que se inicia apos a
puberdade, se mantém ao longo da menacme, com reducdo gradual da
fertilidade, e termina na menopausa, caracterizada pelo esgotamento do nimero
de foliculos e, consequentemente, da reserva ovariana funcional (ROF). A vida
pré-natal constitui um importante periodo para o desenvolvimento dos érgéaos
genitais internos femininos e mudancas nessa fase podem ter repercussdes
futuras: quando o feto €& submetido a condigcbes adversas intrauterinas,
mecanismos metabodlicos e enddcrinos de adaptacdo podem mudar o eixo
metabdlico pds-natal predispondo a certas doencas na vida adulta. Com base
nesses dados, postulou-se que condicbes desfavoraveis de vida intrauterina que
poderiam se refletir com alteracBes do peso ao nascer (PN) poderiam levar a
reprogramacado de genes envolvidos no controle da ROF e que talvez nascer
pequeno para idade gestacional (PIG) ou grande (GIG) possibilitaria a
interferéncia com a ROF estimada por meio das concentracdes séricas do
hormdénio antimilleriano (AMH). Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar a
relacdo do PN com a ROF, estimada por meio da concentracédo sérica do AMH
em mulheres na menacme com 34 a 35 anos de idade. Pacientes e Métodos:
Trata-se de um estudo transversal aninhado a uma coorte de mulheres que
nasceram no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sdo Paulo (HCFMRP-USP), no periodo de 01 de junho de
1978 e 31 de maio de 1979. O desfecho primario avaliado foi a concentracdo
sérica de AMH, um marcador da ROF, e sua correlacdo com o PN, divididos em
trés grupos: PIG, adequado para a idade gestacional (AIG) e GIG. Resultados:
Das 274 pacientes incluidas no estudo, 19 foram classificadas como PIG, 238
como AIG e 17 como GIG. As concentragbes médias de AMH néo foram
significativamente diferentes (p=0,11) entre mulheres na menacme nascidas PIG,
AIG e GIG (2,14 ng/mL, 2,13 ng/mLe 2,57 ng/mL, respectivamente). Concluséo:
N&o se observou diferenca nas concentracdes séricas de AMH entre mulheres
nascidas PIG, AIG e GIG avaliadas entre 34 e 35 anos de idade. A casuistica
avaliada permitiu detectar ou descartar uma grande diferenca entre oS grupos
(effectsize de 0,7). Dessa forma, evidenciou-se que o PN ndo apresenta grande
influéncia sobre a ROF, estimada pelas concentracdes séricas do AMH, em
mulheres na menacme, entre 34 e 35 anos de idade. Caso novos estudos
evidenciem que diferencas pequenas ou moderadas nas concentracdes sericas
do AMH possam apresentar relevantes repercussoes clinicas em mulheres nesta
faixa etaria, outras pesquisas serdo necessarias, sendo os dados do presente
estudo Uteis para o calculo amostral.

Palavras-chave: Peso ao nascer, Reserva ovariana, Hormodnio antimulleriano
(AMH).
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LIMA, M. L. S. Association between birth weight and functional ovarian
reserve estimated through seric concentration of AMH: A nested cohort
study of menacme women. 73f. 2016. Dissertation (Master) Ribeirdo Preto
Medical School, University of S&o Paulo. Ribeirdo Preto-SP. 2016.

Background: The reproductive aging process occurs by a progressive decline in
the quantity and quality of oocyte, starting after pubertal onset, remaining through
menacme with gradual reduction of fertility and ends with menopause, which is the
depletion of ovarian follicles and hence the depletion of functional ovarian reserve
(FOR). Prenatal life corresponds to a critical window for the development of female
internal genitalia and changes at this stage may have future repercussions: when
the fetus is submitted to intra uterine adverse conditions, adaptive metabolic and
endocrine mechanisms will change the metabolic axis in the postnatal period
thereafter predisposing to several diseases in adulthood. Based on this
correlation, we postulate that unfavorable conditions of intrauterine life that could
reflect on birth weight (BW) could lead to the reprogramming of genes involved in
the control of FOR and that maybe being born small for gestational age (SGA) or
large for gestational age (LGA) could interfere with the FOR estimated through
serum concentrations of Anti-Mllerian hormone (AMH). Objective: To investigate
the relationship between BW and ROF estimated through AMH serum
concentration in menacme women with 34-35 years old. Patients and Methods:
This is a prospective birth cohort assessing all women who were born in Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao
Paulo (HCFMRP-USP) between June 1, 1978 and May 31, 1979. The primary
endpoint was to evaluate serum AMH concentration, a marker of FOR and its
correlation with BW divided into three groups: SGA, adequate for gestational age
(AGA) and LGA. Results: Out of the 274 patients included in the study: 19 were
classified as SGA, 238 as AGA, and 17 as LGA. The average of AMH
concentrationwas not significantly different (p=0.11) among women in reproductive
age born SGA, AGA and LGA (2.14 ng/mL, 2.13 ng/mL, and 2.57 ng/mL
respectively. A variance analysis between the three groups and OR did not find a
significant different between them (p=0.11). Conclusion: There was no difference
in serum AMH concentration in women born SGA, AGA and LGA with 34 to 35
years old. This sample also allowed to detect or rule out a major difference
between the groups (effect size of 0.7). In conclusion, BW does not have a great
influence on FOR, estimated through serum AMH concentration in
menacmewomen, between 34 and 35 years old. If new studies show clearly that
small or moderate differences in serum AMH concentration could impact clinical
outcomes in women at this age, further studies will be needed, and the data of this
study could be useful for sample size calculation.

Keywords: Birth weight; Ovarian reserve; Anti-Mullerian Hormone (AMH).
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A reserva ovariana funcional (ROF) reflete o nimero e a qualidade de
foliculos encontrados no ovéario em determinado momento da vida (BROEKMANS
et al. 2004) e esta intimamente relacionada ao potencial reprodutivo feminino. A
diminuicdo da ROF ocorre em virtude da reducdo da quantidade e qualidade
oocitéria (te VELDE; PEARSON, 2002), sucedendo-se concomitante ao avanco
da idade da mulher. E um processo gradativo que se inicia no quarto més da vida
fetal feminina (FADDY et al. 1992; HANSEN et al., 2008; LEIDY; GODFREY;
SUTHERLAND, 1998), periodo em que a mulher apresenta sua quantidade
folicular maxima correspondente a 6-7 milhdes, dos quais apenas 400-600 mil
foliculos permanecerdo até a menarca (BLOCK, 1953, te VELDE; PEARSON,
2002).

Desse modo, ao longo da vida da mulher, uma parte desses foliculos deixa
0 estado de repouso e inicia 0 processo de desenvolvimento folicular enquanto
outra parte entra em atresia (LEIDY; GODFREY; SUTHERLAND, 1998). Com a
chegada da puberdade, fatores endocrinos e paracrinos atuam em sinergismo no
recrutamento de, geralmente, um unico foliculo da coorte dos foliculos ativados,
resultando na ovulagcdo de um odcito e atresia dos demais foliculos que haviam
iniciado o seu desenvolvimento, enquanto que o restante desses foliculos
permanece em repouso por um periodo indeterminado (te VELDE; PEARSON,
2002). Quando o numero de foliculos remanescentes diminue para menos de
1.000 (FADDY; GOSDEN, 1996) acompanhado por um quadro de irregularidade
menstrual, considera-se o inicio da transicdo menopausica (SOULES et al., 2001).
Tal evento se inicia por volta dos 46 anos, oscilando de 34 a 54 anos, em torno de
cinco anos antes da menopausa (WEINSTEIN et al.,, 2003). Anos antes do
estabelecimento dessa transicdo menopausica, a diminuicdo da coorte folicular
comeca a apresentar impactos na vida reprodutiva da mulher, como diminui¢cao
expressiva de sua fertilidade (SOULES et al., 2001). Esta sequéncia temporal de
eventos reprodutivos possui grande variacdo interindividual (te VELDE;
PEARSON, 2002), porém alguns autores sugerem que a reducdo mais expressiva
da fertilidade feminina ocorra cerca de 10 a 13 anos antes da idade da
menopausa (FADDY; GOSDEN, 1996; PELOSI et al., 2015; THILAGAM, 2016).

Dessa forma, a predicdo acurada da menopausa poderia auxiliar na determinacao
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da extensao do futuro reprodutivo das mulheres, essencial para o planejamento
familiar.

A reducdo da ROF, que ocorrre em paralelo a progressao da idade
feminina, € um fator que se relaciona, tanto com o aumento da dificuldade de
engravidar, contribuindo para o quadro de reducao da fertilidade natural, quanto
com a piora expressiva dos resultados dos procedimentos de reproducao
assistida (RA) (HOURVITZ et al.,, 2009). Estudos mostram que as mulheres
vivenciam reducdo mais expressiva da ROF apos os 35 anos e mais
acentuadamente, apds os 40 anos. Nas mulheres com faixa etéria entre 31 e 35
anos, ha diminuicdo da taxa de gravidez cumulativa espontanea, e por volta dos
35-39 anos, um terco das mulheres experimenta dificuldade em conceber
(MENKEN; TRUSSELL; LARSEN, 1986). Dos 40 aos 44 anos de idade, mais da
metade de todas as mulheres terd sua capacidade reprodutiva consideravelmente
prejudicada (MENKEN; TRUSSELL; LARSEN, 1986)

Com a crescente participacdo da mulher no mercado de trabalho e
consequente adiamento da maternidade, tem aumentado o niumero de casos de
infertilidade relacionada a idade feminina avancada (LAMPIC et al.,, 2006,
MAHESHWARI; HAMILTON; BATTACHARYA, 2008) e a procura por tratamentos
de reproducéo assistida (TRA). Consequentemente, parte substancial dessas
mulheres tera dificuldade de conceber naturalmente devido ao efeito corrosivo de
idade na qualidade e quantidade oocitaria. A probabilidade de ndo conceber o
primeiro filho dentro de 12 meses é menor que 5% para as mulheres na faixa
etaria de 20 anos de idade, mas esse nimero aumenta para quase 30% quando
se atingi a faixa etaria de 35 anos (CHANDRA et al., 2005). Além disso, alguns
autores confirmaram que a probabilidade de obtencdo de um nascido vivo por
meio de técnicas de RA reduz significativamente a partir dos 35 anos
(TEMPLETON; MORRIS; PARSLOW, 1996) em funcdo da diminuicdo da ROF,
sendo pior para as mulheres de 40 anos ou mais (HOURVITZ et al., 2009).

Se por um lado, o avanco da idade feminina esta relacionado a reducao da
fertilidade natural e piora dos resultados reprodutivos dos TRA, por outro a ROF
também se relaciona com 0 sucesso reprodutivo desses tratamentos. Segundo
dados da Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva de 2012, dos 145.660
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ciclos de RA analisados, cerca de 16% apresentavam ROF baixa como fator
causal identificado, sendo que as taxas de nascidos vivos apdés TRA foram
significativamente menores nas mulheres com baixa ROF comparadas as outras
etiologias de infertilidade (fator masculino, endometriose, disfuncdo ovulatoria e
idiopatica) (STERN et al., 2013). Cabe ressaltar que cerca de 41% das mulheres
com ROF baixa tinham menos de 35 anos (STERN et al., 2013). Identificar fatores
de risco para a reducdo precoce da ROF seria crucial para o aconselhamento
populacional.

A Unica maneira de se obter uma estimativa real da ROF seria por meio da
contagem de todos os foliculos em repouso de ambos os ovarios, realizado
apenas em estudos post-mortem (BLOCK, 1952). Por isso, o desafio consiste em
identificar e padronizar testes de reserva ovariana (RO) capazes de estimar de
forma ndo invasiva a ROF. Atualmente, varios testes com esse objetivo estédo
disponiveis para avaliar a idade biologica do ovario e o seu potencial reprodutivo
que, coincidentemente, sdo 0s mesmos desenvolvidos para predicdo dos
resultados dos TRA como a fertilizac&o in vitro (FIV) e injecdo intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSI) (COMITTEE OPINION, 2015). Dentre eles, destacam-
se a contagem de foliculos antrais (CFA), o horménio foliculo estimulante (FSH)
sérico e o hombénio antimilleriano (AMH) (LA MARCA; SUNKARA, 2014).
Entretanto, a CFA necessita da disponibilidade de um aparelho de ultrassom, um
profissional capacitado para realizar o exame, além de a paciente estar na fase
folicular inicial do ciclo menstrual (SCHEFFER et al., 2003). O FSH apresenta
baixa correlacdo com o numero de foliculos primordiais e a taxa de recrutamento
folicular, aléem de capacidade limitada para diagnosticar disfuncbes ovarianas
como a sindrome do ovario policistico (SOP) (NELSON, 2013). O AMH suplanta
essas deficiéncias pela praticidade de realizacgdo em qualquer dia do ciclo
menstrual e boa acuracia e, uma vez que se alcance o barateamento do seu
custo e a padronizacdo da melhor metodologia de dosagem e dos valores de
normalidade ao longo da vida da mulher, provavelmente ele assumira a posicéo
de marcador isolado com maior potencialidade na predi¢cdo da ROF.

Por dltimo, questiona-se se a ROF apresenta relagdo com a

reprogramacdo de genes que afetam o6rgdos e sistemas, incluindo o sistema
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reprodutivo. Essa reprogramacao seria ativada por determinadas condi¢bes da
vida intrauterina. A hipotese de Barker, que discorre sobre a origem do
desenvolvimento de uma doenca no individuo adulto, afirma que caracteristicas
no inicio desse desenvolvimento, em particular durante a vida intrauterina,
resultariam em mudancas permanentes na fisiologia e no metabolismo,
aumentando o risco de certos acontecimentos adversos na idade adulta (de BOO;
HARDING, 2006). A hipotese também postula que o peso ao nascer (PN) ndo é
apenas influenciado pela carga genética e pelo peso do pai e da mae, mas teria
também interferéncia de condi¢Bes perinatais, que, quando adversas, atuam
sobre os genes que controlam a funcdo de 6rgaos e tecidos, permitindo
mecanismos adaptativos que possibilitam a sobrevivéncia a essa adversidade.
Apds 0 nascimento, esses hovos mecanismos adaptativos se integram a fisiologia
normal do organismo, criando predisposicdo a certas condi¢cdes patolégicas na
vida adulta (de BOO; HARDING, 2006). Alguns estudos evidenciam que
condicbes desfavoraveis de vida intrauterina que predispdem a PIG podem
favorecer a reprogramacao fetal de o6rgdos e tecidos por mecanismos
epigenéticos, proporcionando comorbidades durante a infancia (BARKER, 1995).
Por exemplo, meninas que nasceram PIG apresentam maior tendéncia a
hiperinsulinemia, aumento da adiposidade central (IBANEZ et al., 2006), reducao
da taxa de ovulacdo na adolescéncia (IBANEZ et al., 2002b), maior risco de SOP
(MELO et al.,, 2010), sindrome metabodlica (JAQUET; CZERNICHOW, 2003),
hipertenséo arterial e diabetes mellitus tipo 2 na vida adulta (TIAN et al., 2006).
Até o presente, ndo se sabe se existe associagcdo do PN com genes que regulam
a ROF e acredita-se que a variabilidade da idade da menopausa é um fenétipo
complexo que sofre influéncias de uma série de mecanismos genéticos.

Com base nesses dados, postula-se que condi¢cdes desfavoraveis de vida
intrauterina, que podem se refletir com alteracdes do PN, poderiam levar a
reprogramacao de genes envolvidos no controle da ROF e que talvez nascer PIG
ou GIG poderia interferir com a ROF estimada por meio das concentracfes

séricas de AMH.
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2.1 O processo de reducao da ROF

Como citado anteriormente, a diminuicdo da ROF em virtude da diminuicéo
da quantidade e qualidade oocitaria (te VELDE; PEARSON, 2002), sendo um
processo gradativo que se inicia no quarto més da vida fetal feminina (FADDY et
al., 1992; HANSEN et al., 2008) e finaliza quando o numero de foliculos
remanescentes for reduzido para menos de 1.000 (FADDY; GOSDEN, 1996).
Quando o esgotamento da ROF ocorre depois dos 40 anos de idade denomina-se
menopausa (SOULES et al., 2001) e nos casos em que o periodo de 12 meses de
amenorreia acontece antes dos 40 anos de idade, acompanhado de niveis
elevados de FSH, geralmente acima de 40IU/l, detectado em pelo menos duas
ocasifes (CONWAY, 2000), tem-se o diagndéstico de faléncia ovariana prematura
(FOP) ou insuficiéncia ovariana primaria (WELT, 2008). A deteccdo dessa
condicdo tem se mostrado traumatica e emocionalmente estressante para as
pacientes, ndo s6 em funcdo da escassez de informacfes e orientacdes sobre
como lidar com as mudancas de uma vida hipoestrogénica mas também pela
inabilidade médica de fornecer conforto emocional (GROFF et al., 2005).

Apesar de a menopausa significar, para algumas mulheres, alivio e
transicdo para uma nova fase da vida, para a maioria ela se apresenta associada
a sintomas fisicos e psicossociais que se traduzem em importante queda da
qualidade de vida (BLUMEL et al., 2000) e infertilidade. Esse ultimo fator, somado
a conjuntura de mudanca da dinamica social ditada pelo adiamento da
maternidade, gera muito sofrimento pela reducdo do potencial reprodutivo e
posterior dificuldade de concepcéo, tanto espontadnea quanto artificial por meio
dos TRA.

2.2 Importancia da ROF no sucesso nos tratamentos de RA e gestacédo
natural

A ROF interfere na resposta a estimulacdo ovariana controlada com
gonadotrofinas (EOC) para os TRA (NELSON; KLEIN; ARCE, 2015). Atualmente,
considera-se ma resposta a EOC a suspenséao do ciclo por auséncia de resposta
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folicular ou a obtencdo de menos de quatro 6ocitos (FERRARETTI et al., 2011),
que esta relacionada a piora expressiva dos resultados reprodutivos (STERN et
al., 2013). Alguns estudos evidenciam que a probabilidade de obtencdo de um
nascido vivo por meio de técnicas de reproducdo assistida pode reduzir
significativamente a partir dos 35 anos (TEMPLETON; MORRIS; PARSLOW,
1996) em funcdo da diminuicdo da ROF. Um estudo realizado com dados da
SART (do inglés, Society of Assisted Reproduction Technology) referiu que 16%
de suas pacientes tiveram como unico fator que poderia justificar a infertilidade, a
baixa ROF antes dos 40 anos de idade (STERN et al., 2013). Nesse estudo foram
analisados ciclos de 145.660 pacientes apresentando apenas um diagndstico,
estratificando por faixa etaria, a chance de sucesso no tratamento. As pacientes
com reducdo da ROF necessitaram de doses maiores de gonadotrofinas, tiveram
menor quantidade de Ovulos captados, menor quantidade de embribes
congelados e menor taxa de nascido vivo por ciclo para cada faixa etaria
analisada, além de menor taxa de nascido vivo em relagdo a todos 0s outros

diagnésticos.

2.3 Fatores de risco parareducédo precoce da ROF e antecipacédo da idade da
menopausa

Alguns fatores de risco para a reducdo precoce da ROF tém sido
extensivamente estudados. A ROF reduzida pode esta associada a uma série de
condicoes, além da idade avancada, como o baixo nivel de escolaridade, baixo
indice de massa corporal (IMC), tabagismo, menarca precoce e nuliparidade,
segundo dados de um estudo com 31.000 mulheres na Italia, em que foi
demonstrada a influéncia desses fatores na diminuicdo da idade da menopausa
natural (PARAZZINI; PROGETTO MENOPAUSA ITALIA STUDY GROUP, 2007).

Um estudo comprovou que mulheres tabagistas apresentam niveis mais
baixos de AMH do que as nao fumantes (PLANTE et al., 2010), e ja é
comprovado que o fumo provoca a liberacdo de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos que sdo capazes de causar destruicdo dos odcitos afetando o
funcionamento dos ovarios (MATIKAINEN et al., 2001).



Revisdo de Literatura 29

Também mulheres com historia familiar de menopausa precoce consistem
grupo de alto risco para menopausa precoce (de BRUIN et al., 2001).
Recentemente, foi descrita alta prevaléncia de FOP entre gémeas monozigoticas
e dizigoticas (GOSDEN et al., 2007). Uma possivel explicacéo para o fato seria a
menopausa precoce das maes de gémeas dizigoticas, relacionadas a niveis mais
elevados de FSH como consequéncia de mdultiplos crescimentos foliculares e
ovulacbes. Por heranca genética, as filhas também experimentariam a
menopausa precoce. Para gémeas monozigéticas é mais dificil encontrar uma
explicacdo plausivel para esse evento. Algumas teorias propéem maior incidéncia
de variacdes dos genes GDF9 e BMP15 que codificam proteinas relacionadas ao
crescimento folicular e maturacdo oocitaria entre os gemelares monozigéticos;
levando, assim, a maior incidéncia de FOP nesses casos (DI PASQUALE et al.,
2006; LAISSUE et al., 2006).

Proteinas de ligacdo do DNA e fatores de transcricdo como NOBOX e
LHX8 e proteinas de ligagdo do RNA como NANOS (KOK et al.,, 2005) sao
expressos durante a oogénese e suas mutacdes podem acarretar diversos graus
de bloqueio na formacgdo das células germinativas. Pequenas variacdes nesses
genes poderiam determinar a variabilidade do pool folicular e assim responder
pela variabilidade da idade da menopausa (KOK et al., 2005), que pode ser
antecipada. Mutacfes no gene FMR1 (fragile X mental retardation 1) também tém
sido relacionadas a FOP (GLEICHER et al., 2013; GUO et al., 2014).

Outros fatores, igualmente bem estabelecidos, sdo o0s agressores
biolégicos, a exemplo da radiagdo pélvica e quimioterapia que também podem
promover dano ovariano, favorendo a subfertilidade e FOP (KRAWCZUK-RYBAK
et al.,, 2013). O esgotamento precoce das ceélulas germinativas nas gbnadas &
causado por insultos toxicos direto no foliculo primordial, sendo esse o principal
mecanismo de faléncia ovariana (FAMILIARI et al., 1993; OKTEM,; OKTAY, 2007).
Ja foi comprovado que a injecdo de uma Uunica dose de ciclofosfamida pode
causar reducdo de 93% na densidade de foliculos primordiais em 48 horas,
confirmando a gonadotoxicidade dessa droga in vivo (OKTEM; OKTAY, 2007).
Himelstein-Braw, Peters e Faber (1978) obtiveram, por autdpsia, ovarios de 31

criancas com leucemia tratadas com farmacos citotoxicos e comparados com 28
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ovarios de criangcas da mesma idade que faleceram por outros motivos. Os
ovarios das criangas normais mostraram crescimento folicular e presenca de
foliculos antrais, ja o desenvolvimento folicular foi inibido nos ovarios das criancas
leucémicas; e nos ovarios em que houve o desenvolvimento folicular, o numero e
a dimensédo dos foliculos antrais foram significativamente menores do que no
controle. Além disso, danos ao estroma ovariano e a arquitetura microvascular
ajudam a intensificar esse evento (SOLEIMANI et al., 2011). Também ja foi
demonstrada correlacdo entre ROF reduzida e cirurgias pélvicas como
ooforectomia unilateral, repetidas incisbes cesarianas e embolizacdo de miomas
(HEHENKAMP et al., 2007), infecgBes pélvicas ou doencga tubaria (KEAY et al.
1998a,b) e endometriose severa (BARNHART; DUNSMOOR-SU; COUTIFARIS,
2002). Identificar grupos de risco e 0s momentos em que ocorreria a reducao da
ROF pode ter ampla utilidade para orientar o planejamento familiar dessas
pacientes. Da mesma forma, uma vez identificados os fatores que estimulam ou
restringem a velocidade de declinio da populacéo folicular, serd compreendida

uma série de informacgdes sobre o potencial reprodutivo da mulher.

2.4 Alteracdes na vida pré-natal com repercussdes na vida adulta

Os processos biolégicos que comandam o momento exato do inicio e
término da vida reprodutiva ainda ndo sdo bem compreendidos. Diversos estudos
demonstram a influéncia de fatores genéticos na idade da menarca e da
menopausa e, consequentemente, na taxa de envelhecimento ovariano; sendo
responsavel por 50% da variabilidade interindividual na idade da menopausa
(CRAMER; XU; HARLOW, 1995; de BRUIN et al., 2001; MURABITO et al., 2005;
van ASSELT et al., 2004).

A vida pré-natal corresponde a uma janela critica para o desenvolvimento
dos 6rgaos genitais internos femininos (MACKLON; FAUSER, 1999) e alteracdes
nessa fase podem trazer repercussfes futuras. Quando o feto é submetido a
condicbes adversas intrauterinas, mecanismos metabdlicos e enddcrinos
adaptativos alteram o eixo metabdlico normal da crianca no periodo pos-natal

(BARKER, 1995), predispondo a determinadas condicbes e doencas na vida



Revisdo de Literatura 31

adulta. Por exemplo, adultos que nasceram PIG possuem maior chance de
apresentar sindrome metabdlica, caracterizada pelo aumento da presséo arterial
(PA) (DALLA POZZA et al.,, 2006), do IMC e das concentracbes séricas de
insulina, hiperlipidemia e diabetes tipo 2 (JAQUET; CZERNICHOW, 2003). Com
base nessa correlagéo, muito tem sido discutido na literatura (de BOO; HARDING,
2006) sobre essas condicdes de vida intraterina e perinatal, que poderiam
impactar o futuro reprodutivo por meio desses ajustes metabdlicos.

Foram comparadas meninas nascidas PIG com meninas AIG com meses e
anos de intervalo e notou-se aumento de FSH e reducgé&o do volume ovariano no
grupo PIG, hipotetizando-se que adolescentes que nasceram PIG possuem
células da granulosa com baixa responsividade ao FSH, reproduzindo um quadro
de “pseudo-menopausa” com hipogonadismo hipergonafotrofico e reducdo do
tamanho uterino e ovariano (IBANEZ et al., 2003). Também corroborando com
esses dados, estudos comparando adolescentes PIG com AIG, demonstraram
qgue os PIG apresentaram taxa reduzida de ovulacdo (IBANEZ et al., 2002b) e
risco aumentado de desenvolvimento de caracteristicas clinicas e bioquimicas da
SOP (PANDOLFI et al. 2008) em comparacdo com as AlG. Esse fato sugere que
novas vias metabdlicas dependentes do PN podem prejudicar a dindmica de

recrutamento e atresia folicular.

2.5 Exames utilizados para acessar a ROF

Na sociedade moderna, a predicdo do momento em que a mulher ira
vivenciar a reducéo pronunciada da fertilidade natural por meio de testes né&o
invasivos da ROF, assim como da idade da menopausa, seria de grande utilidade
no planejamento reprodutivo. O desafio consiste em determinar testes de RO
capazes de identificar o segmento de mulheres com expectativa reprodutiva mais
curta.

Atualmente, varios testes com esse objetivo estdo disponiveis para avaliar
a idade bioldgica do ovario e o seu potencial reprodutivo que, coincidentemente,
sao os mesmos desenvolvidos para a predi¢cao dos resultados das técnicas de RA
como a FIV e ICSI (NELSON, 2013). Dentre eles, destacam-se a CFA, o FSH
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sérico e 0 AMH. Esses testes sdo respectivos aos aspectos quantitativos da ROF;
sendo, portanto, candidatos a preditores da idade menopausal. Como o Colégio
Americano de Obstetricia e Ginecologia (ACOG) e a Sociedade Americana de
Medicina Reprodutiva (ROTTERDAM, 2004) publicaram um parecer ratificando a
boa confiabilidade de AMH, esse foi o exame escolhido para ser utilizado no
presente estudo.

2.5.1 Hormoénio Antimulleriano

O AMH é uma glicoproteina de 140 kDa, membro da superfamilia de
fatores de crescimento transformadores (TGF-3), produzida durante a
embriogénese pelas células de sertoli, atuando na regressao dos ductos de Mdller
(VIGIER et al., 1984).

A plausibilidade biolégica do AMH como preditor da ROF baseia-se em
dois aspectos: primeiramente, na vida pds-natal feminina, o AMH produzido pelas
células da granulosa regula o crescimento e desenvolvimento dos foliculos
ovarianos e em mulheres adultas tem grande expressao nos foliculos primarios e
antrais, cujos numeros estdo relacionados ao tamanho do pool de foliculos
primordiais. Além disso, nos foliculos antrais maiores, sua expressao desaparece
gradualmente, sugerindo importante participacao na foliculogénese (WEENEN et
al., 2004). O segundo aspecto, refere-se a forte correlagdo do AMH com a CFA e
0 numero de foliculos recrutados e oocitos obtidos em ciclos de EOC para FIV
(FICICIOGLU et al, 2006; SEIFER et al., 2002). Estudos longitudinais
demonstraram que a medida que os foliculos antrais diminuem, também ocorre
reducdo do AMH sérico (van ROOIJ et al., 2005). Em virtude do seu maior valor
prognostico reprodutivo em relacdo a outros marcadores de ROF, como o FSH, a
Inibina B e o Estradiol o AMH tem sido utilizado na predicdo do numero de oécito
captados em ciclos de estimulacao ovariana (LA MARCA et al., 2010).

Alguns estudos tém investigado o papel do AMH na predicdo da vida
reprodutiva (NELSON, 2013; YOSHIDA et al.,, 2014). Um estudo comprovou a
reducdo em escala logaritmica do AMH, com seus valores tornando-se muito

baixos ou ndo detectaveis cinco anos antes da menopausa (SOWERS et al.,
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2008). Entretanto, ndo se sabe se essa possibilidade de prever o aparecimento da
menopausa (NAIR et al., 2015; TEHRANI; SOLAYMANI-DODARAN; AZIZI, 2009;
van ROOIJ et al., 2004) se aplica também a prevencéo do término da fertilidade,
permitindo melhor planejamento reprodutivo. te Velde e Pearson (2002) sugeriram
que se o envelhecimento reprodutivo € determinado pelo declinio gradual na
qualidade e quantidade de odcitos que constituem a ROF, entdo todos os eventos
reprodutivos que antecedem esse esgotamento final, que € a menopausa, vao
apresentar o mesmo padrdo cronologico. Ou seja, mulheres com menopausa
precoce, também apresentardo precocemente os periodos de subfertilidade,
esterilidade e a transicdo para irregularidade menstrual (te VELDE; PEARSON,
2002). Entretanto, esse conceito, sugerido por esses autores, segundo o qual
uma década de infertilidade e esterilidade precede a menopausa, foi embasado
por apenas um Uunico estudo que referiu que mulheres com baixo AMH
apresentariam reducéo da fecundidade (STEINER et al., 2011). No entanto, outra
casuistica que acompanhou um grupo de mulheres jovens por seis meses
demonstrou que baixa concentracdo sérica de AMH ndo € preditiva de
fecundabilidade (HAGEN et al., 2012). Estudos com grandes casuisticas e longo
periodo de acompanhamento se fazem necesséarios para confirmar o efeito
independente, além da idade, especialmente no que diz respeito ao tempo para
alcancar a gravidez natural. Como ainda ndo existem marcadores que
identifiquem o exato momento dessa transicdo entre fertilidade normal e
subfertilidade, mas se sabe que ha certa correlacdo com o numero de foliculos
residuais na ROF e a transicdo para a menopausa, investir em marcadores
indiretos da ROF como o AMH, traz grande inovacédo para esse campo.

Seifer, Baker e Leader (2011) investigaram 17.120 mulheres na faixa etéaria
de 24 a 50 anos, que procuraram clinicas de fertilidade nos Estados Unidos com o
objetivo de definir valores de AMH sérico especificos para cada idade e
observaram que os valores da mediana e da média do AMH diminuiram de forma
constante em paralelo ao aumento da idade. Segundo os autores, a diminuicdo
meédia anual do AMH foi de 0,2 ng/mL/ano até 35 anos de idade; 0,1 ng/mL/ano
dos 35 aos 40 anos; 0,2 ng/mL/ano, durante os 40 anos de idade e 0,1 ng/mL/ano

apos essa idade. Lee et al. (2012) realizaram estudo semelhante ao de Seifer,
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Baker e Leader (2011) e corroboraram essa relagao inversamente proporcional de
idade e AMH, avaliando 16.972 mulheres coreanas, de 25 a 45 anos visando
determinar um modelo ideal de alteracdo cronolégica do AMH de acordo com a
faixa etaria da mulher para facilitar a investigacdo de infertilidade. Dentre os
modelos de regressao validados nesse estudo destacou-se o log AMH = 0.205 x
age - 0.005 x age? - 0.047 como mais apropriado e a média do AMH foi de 4,09 +
3,71 ng/mL (mediana: 3,13 ng/mL). Apesar da consisténcia nas caracteristicas do
declinio do AMH em relacdo a idade nos dois estudos supracitados (LEE et al.,
2012; SEIFER et al., 2011) existem diferencas nos niveis quantitativos de AMH,
possivelmente decorrentes de variagdes genéticas ligadas a raca e etnia
(GLEICHER et al. 2012), ou outras diferencas de base cultural. Os dados
disponiveis sobre as dosagens de AMH séo geralmente baseados nos ensaios da
Diagnostic Systems Lab (DSL) ou no Immunotech (MATALLIOTAKIS et al., 2007),
cada um apresentando diferentes anticorpos primarios contra AMH (NELSON; LA
MARCA, 2011). Desse modo, os valores medidos de AMH dependem do tipo de
ensaio utilizado, ja que o de IOT produz valores mais elevados para o0 AMH. O
ensaio de AMH Gen Il é mais uniforme em relacéo a esse aspecto (NELSON; LA
MARCA, 2011). Informagdes sobre o desenvolvimento do ensaio e dos fatores de
conversao utilizados devem ser levadas em consideracdo para uma analise mais
precisa do declinio do AMH com base nesses dois estudos.

Quando o melhor tipo de ensaio para dosagem do AMH for estabelecido,
assim como os valores de normalidade para cada populacdo especifica, &
possivel que o mesmo possa ser utilizado com a finalidade de aconselhamento
reprodutivo feminino. Coletivamente, a possibilidade de diagnosticar a mulher que
terd uma vida reprodutiva mais curta permitira a redefinicdo do planejamento
familiar. Esse deixara de ser associado apenas com contracepcao e permitira
melhor planejamento feminino de quando formar uma familia no contexto de uma

vida profissional atribulada.
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O objetivo deste estudo foi avaliar a relacédo do PN com a ROF, estimada
por meio da concentracdo sérica do AMH, em mulheres na menacme com 34

a 35 anos de idade.



4. Pacientes e Méetodos



Pacientes e Métodos 38

4.1 Desenho do estudo

Caso-controle aninhado a coorte do Departamento de Puericultura e
Pediatria da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Uniersidade de S&o
Paulo (FMRP-USP), no periodo de 1978 a 1979.

4.2 Contexto, populacéo de estudo e aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo (HCFMRP-USP) (Protocolo n® 5746/2012).

O recrutamento das pacientes foi realizado por duas pesquisadoras (MLSL
e OV) por meio de contato telefénico (inicialmente, de acordo com os dados do
arquivo do Departamento de Puericultura e Pediatria e Ginecologia e Obstetricia
da FMRP-USP e ap6s por meio de busca via lista telefénica), sistema Hygia
(Sistema de Cadastro da Rede de Saude Municipal de Ribeirdo Preto-SP) e
divulgacdo em midia virtual (www.ribeirao.usp.br), radio (radio USP) e televisdo
(EPTV) (Quadro 1).

As entrevistas e a coleta de amostras ocorreram no periodo de 07/11/2012
a 29/04/2014. A entrevista foi realizada por uma de trés pesquisadoras (MLSL,
OV e MCB) no Laboratério de Ginecologia e Obstetricia do HCFMRP-USP, em
visita Unica, apos um periodo de jejum de 10 a 12 horas. Apés a entrevista eram
aferidos 0 peso e a estatura, calculado o IMC, aferida a PA sistémica e a
circunferéncia abdominal (considerada a menor medida entre a crista iliaca e a
margem inferior da uUltima costela). Dos arquivos da Pediatria foram obtidos os
dados relativos a idade gestacional (IG), a via de parto e o0 PN. A determinagéo
dos dados antropométricos e a coleta de sangue foram realizadas por uma
auxiliar de enfermagem (OV). ApOs repouso de quinze minutos, todas as
mulheres foram submetidas a coleta de cinco tubos de 10 mL sem EDTA de
sangue venoso, que foram, imediatamente apds a coleta, centrifugados a 2500
rotacdes por minuto (temperatura ambiente) durante dez minutos e armazenados

a -70°C para que a dosagem hormonal fosse realizada em momento Unico. Para
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este estudo, apenas uma das aliquotas foi utilizada e as restantes permaneceram
armazenadas para uso em pesquisas futuras. Apos o término do recrutamento e a

coleta de amostras, estas foram descongeladas e analisadas.

= Contato telefénico, de acordo com os dados do arquivo dos Departamentos de Puericultura
e Pediatria e Ginecologia e Obstetricia da FMRP-USP.

= Busca pelo sistema de Hygia (Sistema de Cadastro da Rede de Saude Municipal de
Ribeirdo Preto-SP).

= Localiza¢éo do numero de telefone atual por meio da lista telefénica. Para isso, foi utilizado
0 endereco das pacientes arquivado pelo Departamento de Puericultura de Pediatria da
FMRP-USP.

» Divulgacdo em midia virtual (www.ribeirao.usp.br), radio (radio USP) e televiséo (EPTV).

Quadro 1: Fases de busca para recrutamento de pacientes.

4.3 Participantes - critérios de elegibilidade

Foram considerados critérios de inclusdo: mulheres na menacme, em boas
condi¢cdes de saude fisica e mental, capazes de responder ao questionario do
estudo, que concordaram em participar da pesquisa e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo) e que nasceram no HCFMRP-USP
(KAHAPOLA ARACHCHIGE et al, 2012), no periodo de 31/05/1978 a
01/06/1979. Este ultimo critério foi de extrema importancia, pois reforcou a
confiabilidade das informacfes sobre o peso e a idade ao nascimento, ja que
essas pacientes fazem parte de uma coorte previamente iniciada pelo
Departamento de Puericultura e Pediatria da FMRP-USP, cujos dados encontram-
se registrados nos prontuarios do HCFMRP-USP. As pacientes foram
classificadas pelo critério do PN em relacdo a IG, sendo divididas em trés grupos:
AIG, PIG e GIG (Quadro 2).

Como critérios de exclusdo foram considerados a presenca de gestacao,
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puerpério, amamentacao ou amenorreia primaria.

PIG Peso ao nascimento entre P10 e P90 para IG
AIG Peso ao nascimento abaixo do P10
GIG Peso ao nascimento acima do P90 para IG

PIG: Pequeno para a idade gestacional; AIG: Adequado para a idade gestacional,
GIG: Grande para a idade gestacional; P10: percentil 10; P90: percentil 90.

Quadro 2: Classificagédo do peso ao nascimento em relacédo a IG.

4.4 Variaveis

4.4.1. Variaveis dependentes
e AMH: Variavel quantitativa continua, que em segundo momento foi
categorizada. Esse processo de categorizacao foi baseado em estudos
prévios que se utilizaram do ponto de corte 1 ng/mL ou de valores
aproximados para classificacdo de mulheres subférteis (SHEBL et al.,
2011), aumento da chance de apresentar ma resposta em ciclos de
estimulagdo ovariana (AMH <0,99 ng/mL) (JAYAPRAKASAN et al., 2010)
ou reducgdo da chance de nascido vivo (AMH <1,05 ng/mL) (GLEICHER;
WEGHOFER; BARAD, 2010). Esse valor de 1 ng/mL foi elegido para
categorizacao do AMH, sendo abaixo de 1 ng/mL considerado ROF baixa
e acima de 1 ng/mL ROF adequada. A dosagem do AMH foi realizada
com o kit Ultra Sensitive AMH/MIS ELISA ANSHLABS Al 105 por meio de
imunoensaio quantitativo, ou seja, baseado na ligacdo especifica da
imunoglobulina com o antigeno. O ensaio foi realizado em trés etapas: na
primeira, os calibradores, controles e as amostras desconhecidas foram
incubados com anticorpo AMH; na segunda, com anticorpo AMH
biotinilado; e na terceira, com uma solugcédo de estreptavidina conjugada
(SHRP). O complexo conjugado SHRP-anticorpo-antigeno-biotina foi
detectado pela reacédo enzima-substrato. O grau de conversdo enzimatica

do substrato foi determinado pela medi¢cdo da absorcdo do comprimento
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de onda duplo a 450 nm e 630 nm. A absorcdo medida foi diretamente
proporcional & concentracdo de AMH nas amostras e nos calibradores (kit
anshlabs). O erro intraensaio dessa anadlise foi de 3,19 ng/mL + 0,19

ng/mL e o erro interensaio foi de 1,74 ng/mL + 0,16 ng/mL.

4.4.2 Variaveis de caracterizacdo da amostra

e |dade: Variavel continua representando a idade da paciente no momento
da entrevista.

eRaca: Variavel categdrica com as seguintes possibilidades: branca;
parda/mulata/cabloca/morena e preta/negra. Classificacdo nos quesitos
cor e raca, de acordo com o julgamento da paciente em questao.

e Escolaridade: Variavel categorica representando o ultimo nivel cursado:
primério, fundamental, médio, superior ou pos-graduacao.

eRelacionamento estavel: Varidvel binaria representando casamento
religioso, em diligéncia, ou em cartério, ou coabitacdo em mesma
moradia.

eIngesta de alcool: Variavel binaria representando ingestdo de qualquer
tipo de bebida alcodlica pelo menos um dia na semana, néo levando em
consideracao a quantidade.

e Tabagismo: Variavel binaria representando fumo de qualquer tipo de
cigarro pelo menos um dia na semana, nédo levando em consideracéo a
guantidade.

eIngestdo de café: Variavel binaria representando ingestdo de café (com
excecdo de descafeinado) pelo menos um dia na semana, nao levando
em consideracao a quantidade.

eUso de método contraceptivo hormonal: Variavel binaria representando
uso prévio ou no momento da entrevista.

e Presenca de ovario policistico: Variavel binaria representando diagndstico
ja fornecido por algum médico.

e Gestacao prévia: Variavel binaria, representando se a paciente obteve em

algum momento diagnostico ultrassonografico ou sérico de gestacao.
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e Aborto prévio: Variavel binaria, representando se a paciente realizou
previamente aborto induzido ou espontaneo.

e Quimioterapia prévia: Variavel binaria, representando se a paciente foi
submetida a alguma sesséo de quimioterapia.

e Radioterapia prévia: Variavel binéria, representando se a paciente foi
submetida a alguma sesséao de radioterapia.

e Cirurgia ovariana prévia: Variavel binaria, representando se a paciente foi
submetida a algum procedimento cirdrgico que tenha incluido abordagem
de algum ovario.

ePeso: Variavel continua avaliada pela equipe de pesquisadores no
momento da entrevista e aferida em kilogramas.

e Estatura: Varidvel continua avaliada pela equipe de pesquisadores no
momento da entrevista e aferida em metros.

e Circunferéncia abdominal: Varidvel continua avaliada pela equipe de
pesquisadores no momento da entrevista e aferida em centimetros.
Considerada a menor medida entre a crista iliaca e a margem inferior da
tltima costela.

e NUmero de filhos vivos: Variavel continua.

4.5 Tamanho do estudo

Tendo em vista que todos os achado da literatura correlacionam PN
apenas com marcadores indiretos do potencial reprodutivo (como o FSH e o
volume ovariano), este estudo se destaca por ser inédito, pois utilizou um
marcador mais acurado, o AMH; e, consequentemente, superior aos citados
anteriormente. Partindo dessa premissa da originalidade e tendo ciéncia que 0s
estritos critérios de inclusdo implicariam em consideravel dificuldade de
localizac&o e recrutamento de mulheres para o estudo, optou-se por um estudo
gue descartasse uma grande diferenca entre os grupos. O tamanho amostral foi
determinado considerando o pressuposto de Cohen (1988), que referiu que o
tamanho do efeito (do inglés, effectsize) de 0,80 é considerado grande. Levando-

se em conta o poder de 80%, seria necessario avaliar 20 PIG, 240 AIG e 20 GIG
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para descartar, nas duas comparacoes PIG vs. AIG e GIG vs. AlG, uma diferenca

acima de 0.66 desvios padréo (DP).

4.6 Andlise estatistica

Para a caracterizacdo da amostra populacional, as variaveis categoricas
foram representadas como numero e percentagem, utilizando-se o teste qui-
quadrado para verificar se existia diferenca significativa entre os valores dessas
variaveis para cada um dos grupos. Para as variaveis continuas, inicialmente foi
testada a normalidade da variavel com o teste de kurtosis. As varidveis normais
foram representadas por meio de sua média e seu DP. As varidveis nao
paramétricas foram caracterizadas pelas suas medianas e pelos intervalos
interquartis.

As caracteristicas clinicas das variaveis foram comparadas para os trés
grupos (AIG, PIG, GIG) com o teste de andlise de variancia (ANOVA), no caso de
variaveis normais, e com o teste Kruskal Wallis para as variaveis nao
paramétricas. Esses dois Ultimos testes, juntamente com a kurtosis foram
realizados por meio do programa Stata versdo 13.1 (Stata Corp, 4905 Lakeway Dr
College Station, TX 77845 USA).

Foram calculadas as medidas de posicéo central e de dispersdao do AMH
em relagdo aos grupos PIG, AIG e GIG. O grafico de box-plot foi construido para
verificar a distribuicdo do AMH com o PN. A andlise de variancia foi aplicada para
comparar os grupos em relacdo a RO. Como os pressupostos de normalidade dos
residuos nao foram atingidos foi realizada a transformacao logaritmica na base 10
da variavel AMH. Para a analise foi utilizado o programa SAS versédo 9.3 (SAS
Institue Inc., North Caroline University, USA), por meio do procedimento PROC
GLM. Foi considerado o nivel de significancia de 5%.

Por meio de anélise complementar, a variavel AMH foi categorizada
utilizando o ponto de corte 1 ng/mL. Foi testada a hipotese nula de que nao existe
diferenca na proporcdo de pessoas com AMH adequado em relagdo aos trés
grupos, considerando o teste exato de Fisher. Para essa analise foi realizado o

procedimento PROC FREQ, por meio do programa SAS.



5. Resultados



Resultados 45

5.1 Participantes do estudo

A populacdo do estudo consistiu de pacientes nascidas no periodo de
31/05/1978 e 01/06/1979 no HCFMRP USP, na cidade de Ribeirdo Preto, Brasil,
que integraram a coorte do Departamento de Puericultura e Pediatria e-da FMRP
USP. A amostra total da coorte foi representada por 6.827 recém-nascidos (RN),
sendo 3.316 mulheres e 3.511 homens. Do total dos individuos do sexo feminino,
3.095 foram RN a termo (nascimento entre 37 e 41 semanas de gestacao) e 221
RN pré-termo (nascimento abaixo de 37 semanas de gestacdo). Das 3.185
pacientes estudadas (excluindo-se 6bitos e gémeos) 2.683 eram AIGS, 318 PIGs
e 184 GIGs. Essas pacientes foram recrutadas em trés periodos distintos: dois
pelo Departamento de Puericultura e Pediatria da FMRP-USP (1986-1987 e 2002-
2004, de modo que 1087 mulheres nascidas a termo tiveram os seus dados
atualizados nos arquivos da Pediatria até o ano de 2004) e um pelo Departamento
de Ginecologia e Obstetricia da FMRP-USP (2007-2008 com recrutamento de 440
mulheres da coorte: 330 do grupo AIG e 110 da populacdo de PIG). A quarta
convocacao foi realizada para o desenvolvimento do presente estudo.

Tentou-se contato com essas 1087 mulheres, que tiveram seus dados
atualizados pelo Departamento de Puericultura e Pediatria da FMRP-USP, sendo
gue 691 ndo foram localizadas (nem todas mantiveram o mesmo endereco do
momento do nascimento e muitas mudaram seus nomes apos o casamento), 106
se recusaram a participar da pesquisa, trés aceitaram, porém ndo compareceram
a entrevista porque ndo queriam realizar exame de sangue.

Das 287 mulheres que comparecem a entrevista, sete foram excluidas em
funcdo de diagndstico comprovado de SOP, a partir da interse¢do da amostra do
presente estudo com a analise realizada em 2007-2008 pelo Departamento de
Ginecologia e Obstetricia da FMRP-USP, em que foram ratificados os critérios
diagnésticos da SOP de acordo com o Consenso de Roterdam (ROTTERDAM,
2004). Melo et al. (2010) concluiram que a prevaléncia de pacientes portadoras
de SOP foi duas vezes maior em nascidas PIG em comparagao as AIG. Além
disso, como a presenca da sindrome, por si, influencia no teste de ROF utilizado

nesse estudo e o AMH seria uma das causas de subfertilidade, optou-se pela
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exclusdo desses casos na tentativa de reduzir o ruido e minimizar fatores de
confundimento. Portanto, foram incluidas neste estudo 280 mulheres (20 foram
classificadas como PIG, 240 como AIG e 20 como PIG). Entretanto, seis foram
excluidas da analise por apresentarem amostras de sangue insatisfatorias para a
andlise, sendo trés PIG, duas AIG e uma GIG. Dessa forma, foram analisados
dados de 19 pacientes PIG, 238 AIG e 17 GIG. O fluxograma completo do estudo
pode ser observado na Figura 1. E importante ressaltar que houve preservacgio
das percentagens de PIG, GIG e AIG da coorte original de 1978, conforme

demonstrado no Quadro 3.

Amostra total da Coorte
(N=3316)

|

Banco de dados atualizade
pelo Departamento de
Pediatria (N=1087)

l N3o localizadas (N=691)
N3o participaram do estudo Néo aceitaram participar do
(N=800) estudo®(N=106)
i Nao realizaram exame de sangue(N=03)

Participaram do estudo
(N=287) —_— SOP(N=07)

|

PIG (N=20)
Total de pacientes entrevistadas e realizaram exame
de sangue AIG(N=240)
(N=280)
GIG (N=20)
‘ Amostra de sangue insatisfatéria para
l andlise (N=06)
PIG (N=19)
Total de pacientes entrevistadas com amostra
sanguinea satisfatdria para andlise AIG(N=238)
(N=274)
GIG (N=17)

Figura 1: Fluxograma completo do estudo. *Nao aceitaram participar do estudo: 83
pacientes se recusaram a participar devido a falta de tempo; seis mudaram de
endereco e ndo puderam ser localizadas, cinco estavam amamentando; nove
estavam gravidas; uma morreu; uma realizou cirurgia bariatrica recente a
época da chamada; uma estava em estado vegetativo e uma era deficiente e
ndo podia sair de casa desacompanhada.
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Coorte original de 1978 Coorte atual de 2014-2015
10% PIG (318/3185) 7% PIG (19/274)
84% AIG (2683/3185) 87% AIG (238/274)
6% GIG (184/3185) 6% GIG (17/274)

Quadro 3: Percentual de PIG, AIG e GIG na coorte original e na coorte atual.

5.2 Variaveis clinicas

Na Tabela 1 foram descritas caracteristicas sociais/étnicas, habitos de vida
e aspectos clinicos das voluntarias incluidas no estudo. Ndo se observou
diferenca significativa entre os trés grupos avaliados em relacdo a: raca,
escolaridade, relacionamento estavel, etilismo, tabagismo, ingestao de café, uso
de método contraceptivo, caracteristicas clinicas, gestacao prévia, quimioterapia
prévia, radioterapia prévia e cirurgia ovariana prévia. Como aborto prévio foi a
Gnica caracteristica que apontou diferenca entre os grupos, com tendéncia a
maior prevaléncia nas pacientes PIG, realizou-se andlise de correlacao,
observando-se que o coeficiente de Spearman foi -0,176, apontando para baixa
correlagéao (p=0,0026).

Em relacdo as variaveis continuas, a Unica que apresentou diferenca entre
0s grupos foi o peso (p<0,01), com os RN PIG atingindo peso final na vida adulta
comparativamente menor do que os GIG (obtiveram o0s maiores pesos da
casuistica), enquanto os AIG apresentaram pesos intermediarios entre esse
grupos. Foi realizado pos-teste, ANOVA, grupo a grupo, ratificando essa relagéo
apenas na comparacgao do grupo PIG com AIG (p<0,01) e PIG com GIG (p<0,01)
(Tabela 2).
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas das pacientes incluidas no estudo.

PIG (n=19) AIG (n=238) GIG (n=17) Néo P valor
relatado

Idade 34,13+0,56 34,04+0,57 33,82+0,39 0(0)

Raca 1(0.0) 0.43
Branca 14 (73.7) 198 (83.5) 16 (94.1)
Parda/Mulata/Cabloca/Morena 2 (10.5) 22 (9.3) 1(5.9)

Preta/Negra 3(15.8) 17 (7.1) 0 (0)

Escolaridade 6 (0.0) 0.84

Pés-graduacéo 0 (0) 2(0.9) 0 (0)
Superior 5(26.3) 86 (37.1) 9 (53)
Médio 13 (68.4) 111 (47.8) 7 (41.2)
Fundamental 2(9.1) 32 (13.8) 1(5.9)

Priméario 0 (0) 1(0.4) 0 (0)

Relacionamento estavel no. (%) 16 (72.7) 194 (80.8) 14 (82.4) 2(0.0) 0.64

Etilismo no. (%) 4 (21) 52 (21.9) 6 (35.3) 0 (0) 0.43

Tabagismo no. (%) 5(26.3) 31 (13.0) 1(5.9) 0 (0) 0.17

Ingestao de café no. (%) 15 (78.9) 168 (70.6) 15 (88.2) 0 (0) 0.23

Método contraceptivo prévio no. (%) 8 (42.1) 111 (46.8) 8 (47.1) 1(0) 0.92

SOP no. (%) 2 (10.5) 27 (11.3) 4 (23.5) 0 (0) 0.32

Gestacdao prévia no. (%) 14 (73.7) 159 (66.8) 11 (64.7) 0(0) 0.81

Aborto prévio no. (%) 6 (31.6) 29 (12.2) 0 (0) 0 (0) 0.01

Quimioterapia prévia no. (%) 0(0) 1(0.4) 0(0) 0(0) 0.93

Radioterapia prévia no. (%) 0 (0) 1(0.4) 0 (0) 0 (0) 0.93

Cirurgia ovariana prévia no. (%) 0 (0) 3(1.3) 0 (0) 0 (0) 0.79

Peso 63.4+18.1 74.9+17.2 80.6 + 23.9 6 (0) <0.01

Estatura 158.2 + 6.6 155.6 + 35 156.6 + 41.0 5 (0) 0.95

Circunferéncia abdominal 86.1 (77-100) 92.6(84-102) 95.7(85-101) 13 (0) 0.06

Numero de filhos vivos 1(0-2) 1(0-2) 1(0-2) 0(0) 0.98

PIG: Pequeno para idade gestacional; AlIG: Adequado para idade gestacional; GIG: Grande para idade gestacional;
SOP: Sindrome do ovario policistico.

Tabela 2: Pds-teste grupo a grupo em relacdo ao PN e peso atingido na vida adulta.

Peso P valor
PIG x AIG <0,01
PIG x GIG <0,01

AlIG x GIG 0,20




Resultados 49

5.3 Resultado principal

A concentracdo sérica média do AMH foi de 2,14 ng/mL, 2,13 ng/mL e
2,57 ng/mL nos grupos PIG, AIG e GIG, respectivamente (Tabela 3 e Figura 2A).

Tabela 3: Medidas de resumo da variavel AMH nos grupos PIG, AIG e GIG.

Peso N Média IC95%LI IC95%LS F?;j;’éz Mediana Q1 Q3  Minimo Maximo
PIG 19 214 0,95 3,32 246 10l 053 334 0,00 8,01
AIG 238 2,13 1,74 2,51 303 099 041 233 000 17,20
GIG 17 257 1,27 3,86 252 167 101 227 0,62 8,20

PIG: Pequeno para idade gestacional; AlIG: Adequado para idade gestacional; GIG: Grande para idade gestacional;
LI: Limite inferior; LS: Limite superior; Q1: Intervalo interquartil de 25%; Q3: Intervalo interquartil de 75%.

Apés a transformacéo logaritmica, foi realizada a andlise de variancia para
comparagdo dos grupos PIG, AIG e GIG em relagdo a RO, ndo sendo
demonstrada diferenca estatisticamente significativa entre eles (p=0,11) (Tabela 4

e Figura 2B).

Tabela 4: Medidas de resumo da variavel log AMH nos grupos PIG, AIG e GIG.

Peso N  Média IC95%LI IC95% LS E;;:’;g Mediana Q1 Q3 Minimo Maximo Peso P-valor
PIG 19 18 0,26 -0,29 0,80 1,10 0,09 -0,60 1,21 -1,71 2,08

AIG 238 233 -0,12 -0,33 0,08 1,57 0,01 -0,80 0,85 -4,61 2,84 0,11
GIG 17 17 0,59 0,17 1,01 0,82 0,51 0,01 0,82 -0,48 2,10

PIG: Pequeno para a idade gestacional; AIG: Adequado para a idade gestacional; GIG: Grande para a idade gestacional;
LI: Limite inferior; LS: Limite superior; Q1: Intervalo interquartil de 25%; Q3: Intervalo interquartil de 75%. P-valor referente
a analise de variancia.

5.4 Outras analises

Como andlise complementar, a varihAvel AMH foi categorizada,
considerando-se RO adequada quando AMH acima de 1 ng/mL e baixa quando

menor de 1 ng/mL. Mesmo com essa categorizacdo (Tabela 5) ndo houve
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diferenca entre os grupos: PIG: 52,6% (10/19) apresentaram ROF adequada e
47,4% (9/19) ROF baixa; AIG: 49,5% (118/238) ROF adequada e 50,5%
(120/238) ROF baixa e GIG: 76,4% (13/17) ROF adequada e 23,6% (4/17) ROF
baixa (p=0,09).
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Figura 2: Boxplot do AMH em relacéo aos grupos PIG, AIG e GIG.
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Tabela 5: Relagcdo entre AMH e peso.

Peso
AMH P-valor
PIG AIG GIG Total
10 118 13 141
Adequado 5o 4307 474 5146 0.05
Baixo 9 120 4 133 '
3,26 43,8 1,46 48,54
Total 19 238 17 274

AMH: Hormonio antimulleriano; P-valor referente ao teste exato de Fisher.

Segundo Cohen (1988), um effectsize de 0,80 € considerado grande.
Levando-se em conta o poder de 80% e o tamanho da amostra (238 controles, 19
PIG e 17 GIG), é possivel descartar nas duas comparacdes PIG vs. AlG e GIG vs.
AIG a diferenca de 0.7 DP.



6. Discussao
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N&o se observou diferenca significativa nas concentracfes séricas de AMH
entre mulheres nascidas PIG, AIG e GIG avaliadas entre 34 e 35 anos de idade,
mesmo apoés a categorizacdo dos dados em RO adequada e baixa. A casuistica
estudada permitiu descartar uma grande diferenca entre as concentracdes séricas
de AMH entre os grupos PIG vs. AIG e GIG vs. AlIG, com poder de 80%.

Apesar de alguns autores sugerirem que o PN pode interferir na ROF
durante a idade reprodutiva, esse dado € exploratério e se baseia em marcadores
indiretos do potencial reprodutivo, como é o caso de uma hipersecrecédo de FSH
na infancia (IBANEZ et al., 2002a) e reducdo do tamanho do ovario na vida adulta
(IBANEZ et al., 2003). Até a presente data, ndo ha nenhum estudo realmente bem
delineado que permita afirmar isso, sendo este pioneiro nesse campo. Outra
limitacdo dos estudos supracitados (IBANEZ et al.,, 2002a,b; 2003) é a baixa
casuistica (<50 pacientes cada). Além disso, estudos longitudinais ja
demonstraram que a elevagdo do FSH é um preditor relativamente tardio da
transicdo menopausica, uma vez que esse evento ocorre somente cerca de 10
anos antes da menopausa, que corresponde ao periodo em que a infertilidade ja
prevalece (van ROOIJ et al., 2004). Isso significa que niveis elevados de FSH ndo
podem ser utilizados como preditores precoces de reducdo da fertilidade
(SOWERS et al., 2008). A medida individual do volume ovariano também se
mostrou imprecisa na predicdo da ROF, apresentando variagGes interciclos
maiores que a CFA (LAMBALK et al., 2009), ndo se podendo classificar o volume
ovariano como preditor de menopausa. O presente estudo se utilizou do marcador
mais confiavel da ROF, que € o AMH (van ROOIJ et al., 2004), sendo este um
dos pontos fortes desta pesquisa. Além disso, avaliou mulheres de uma coorte do
Departamento de Puericultura e Pediatria da FMRP-USP com dados confiaveis de
peso e idade ao nascer, que foram extraidos dos prontuarios do HCFMRP-USP.

Outro dado que também atua na reducgdo de viés é classificar o PN em
relacdo a IG e ndo considerar o peso isoladamente. Essa classificacdo confirma a
restricdo de crescimento intrauterino por meio de dados pos-natais (PN, IG e sexo
do neonato) e o conhecimento desses parametros possibilita determinar os efeitos
do déficit do crescimento fetal excluindo o efeito da prematuridade (BATTAGLIA;
LUBCHENCO, 1967) que seria um fator de confundimento per si. Ao se
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considerar isoladamente o PN, os bebés prematuros ndo sé&o identificados,
tornando esta classificacdo inapropriada para se estudar a relagcdo entre o peso
abaixo do P10 e a prevaléncia de doencas na vida adulta.

Estudos realizados em modelos animais (CHAN et al., 2015) sugeriram que
a exposicdo precoce a desnutricdo leva ao esgotamento folicular e
envelhecimento ovariano por meio do estresse oxidativo (BERNAL et al., 2010),
que pode levar a inducdo de apoptose em foliculos pré-ovulatorios (TSAI-
TURTON; LUDERER, 2006) e causar efeitos toxicos sobre a maturacdo do odécito
(TAMURA et al., 2008). Apesar de ndo se encontrar na literatura estudos sobre
PN influenciando a ROF por meio do mecanismo epigenético, hd autores que
advogam a favor de uma relacéo epigenética entre genes e idade da menopausa,
gue também representa um marcador de exaustdo da RO. Para consideracdes
futuras, sugere-se uma investigacdo mais detalhada do fator epigenético, a fim de
demonstrar o PN como um gatilho genético que poderia transmutar a RO na
mulher adulta.

Como achados secundarios, observou-se que os RN PIG atingiram peso
final na vida adulta comparativamente menor do que os GIG, que obtiveram os
maiores pesos da casuistica, enquanto os AIG apresentaram pesos
intermediarios entre esses grupos. Este achado equipara-se a outros estudos que
estratificaram o PN e peso do adulto dentro das categorias de 1G, notando-se que
0 peso adulto aumenta com o aumento do PN (EIDE et al., 2005). Também se
observou maior prevaléncia de abortos nas pacientes PIG em comparagdo com
0S outros grupos, entretanto a correlagao foi baixa com este desfecho. Especulou-
se como uma das possiveis explicagbes que um AMH baixo reflete em menor
ROF, com provavel piora da qualidade oocitaria e, consequentemente,
embrionaria, 0 que aumentaria a taxa de abortos. Ja foi relatado que baixo PN
esta associado com a reducdo da probabilidade de reproducéo na vida adulta (de
KEYSER et al., 2012, van GENDT et al., 2015) e de gestacdo (EKHOLM et al.,
2005), mas nenhum deles analisou a taxa de aborto como desfecho reprodutivo, o
que pode ser um incentivo para futuras pesquisas.

As principais limitagfes do presente estudo foram: 1) a pequena casuistica
avaliada nos grupos PIG e GIG, decorrentes dos restritivos critérios de
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elegibilidade adotados e da dificuldade de se localizarem os sujeitos. Todavia,
como jA mencionado, a presente casuistica permitiu descartar uma grande
diferenca nas concentracdes séricas de AMH entre os grupos PIG vs. AIG e GIG
vs. AIG; 2) A impossibilidade de se excluirem todos os casos de SOP e o uso de
contraceptivo hormonal, que sao fatores que também influenciam no valor do
AMH (ARBO et al., 2007, HART et al., 2010); 3) A auséncia de informacgdes sobre
as gestacoes das maes das pacientes, pois ha comorbidades que poderiam ativar
0S mecanismos epigenéticos que podem influenciar na RO e 4) Falta de
padronizacdo mundial em relacdo aos kits de AMH utilizados para dosagem. Isso
se torna um inconveniente para avaliagdes sobre o desempenho do teste em
termos de reprodutibilidade e calibracdo (fundamental para a criagdo de um
protocolo Unico) e para a realizacdo de metanalises pela impossibilidade de se
compararem estudos que utilizaram diferentes ensaios. A AnshLabs possui dois
imunoensaios: AMH ELISA ultrassensivel para uso padrdo, com valores variando
de 1-62 pmol/l; e outro ensaio para amostras com valores menores de AMH (0.05
- 5 pmol/l). Optou-se por empregar o AnshLabs, ja que o kit se utiliza de uma
proteina humana recombinante de AMH e anticorpos com epitopos lineares, o
gue garante a estabilidade do teste ao longo do tempo. Atualmente, o AMH Gen Il
assay € um dos kits mais usados e mesmo assim apresenta problemas
persistentes de calibracdo (RUSTAMOV et al., 2012). O AnshLabs Ultra-Sensitive
AMH (que foi o kit utilizado neste protocolo) € semelhante ao Gen Il e estudos ja
comprovaram desempenho semelhante em ambos, validando esse teste para uso
clinico e em pesquisas (WELSH; SMITH; NELSON, 2014). Na conjuntura atual,
ndo é possivel afirmar qual a variacdo de AMH, que de fato € relevante como
preditor de eventos reprodutivos na mulher. Identifica-se a necessidade de se
conseguir um kit com pequena variabilidade intra e interensaio, pouca
variabilidade nas diferentes populagcdes e etnias e estabelecimento de um valor
de corte padronizado, em que fique claro o valor de normalidade para cada faixa
etaria. Em funcdo da inexisténcia desses fatores, torna-se dificil afirmar se uma
diferenca média ou pequena na variacdo do AMH seria significativa ou n&do do

ponto de vista clinico.
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Com base nestes achados é possivel concluir que o presente estudo néo
traz implicagbes diretas para a pratica clinica, mas estimula o delineamento de
novas pesquisas com maiores casuisticas, que, se bem justificadas, podem ser
conduzidas para investigar se o PN teria impacto médio ou pequeno nhas

concentracoes de AMH nas mulheres na menacme.
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N&o se observou diferenca nas concentracdes séricas de AMH entre
mulheres nascidas PIG, AIG e GIG avaliadas entre os 34 e 35 anos de idade,
mesmo apos a categorizacdo dos dados em ROF adequada e baixa. A casuistica
analisada permitiu detectar ou descartar uma grande diferenca entre 0s grupos
(effectsize de 0,7). Dessa forma, evidenciou-se que o PN ndo apresenta grande
influéncia sobre a ROF, estimada pelas concentracdes séricas de AMH, em
mulheres na menacme, entre os 34 e 35 anos de idade. Caso novos estudos
evidenciem que diferencas pequenas ou moderadas nas concentracdes seéricas
de AMH possam apresentar relevantes repercussdes clinicas em mulheres nessa
faixa etéria, novas investigacdes serdo necessarias, sendo os dados do presente

estudo Uteis para o calculo amostral.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidada a participar, como voluntaria, de uma pesquisa.
Apés ser devidamente esclarecida sobre as informagfes a seguir, no caso de
aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas

vias. Uma delas € sua e a outra é do pesquisador responsavel.

INFORMAQ()ES SOBRE A PESQUISA:
Titulo do Projeto: Relacdo do Peso ao nascer e Peso para a Idade Gestacional
com a Reserva Ovariana em Mulheres acima de 30 anos. Pesquisadores
Responsaveis: Paula Andrea de Albuquerque Salles Navarro e Gustavo Salata
Romé&o
Telefone para contato (inclusive ligacdes a cobrar): (16) 33518340 - Pesquisadores
participantes: Antbnio Augusto Moura da Silva, Heloisa Bettiol, Marco Anténio
Barbieri e Paula Andrea de Albuquerque Salles Navarro - Telefones para contato:
(16) 36022580

Este estudo pretende verificar se mulheres nascidas com peso abaixo ou
acima do esperado apresentam sinais precoces de esgotamento dos foliculos no
ovario (o que significaria menor grau de fertiidade ou maior dificuldade para
engravidar) entre os 30 e 35 anos de idade. Neste estudo também serdo
verificados outros aspectos supostamente relacionados a fertilidade da mulher, tais
como o tipo de profissdo, habitos de vida, caracteristicas dos ciclos menstruais,
distribuicdo da gordura corporal além de alguns antecedentes da histéria pessoal e
familiar. As informacdes obtidas por este estudo serdo de grande importancia
porque embora se saiba que existem subgrupos de mulheres com graus diferentes
de fertilidade por volta dos 30 anos de idade, ainda ndo existem exames que
possam identificar precocemente as mulheres sub-férteis. O maior conhecimento a
esse respeito podera facilitar o aconselhamento e a assisténcia diferenciada para
as mulheres em relacédo ao seu grau de fertilidade.

Para participar desse estudo sera necessario que vocé seja submetida a

coleta de sangue, entrevista, exame dos sinais vitais, medidas antropométricas e
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exame de ultra-som no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, em data e horario previamente agendados.

A entrevista com um(a) pesquisador(a)tera duracdo média entre 30 e 40
minutos e serdo verificadas informacfes sobre a sua historia pessoal, suas
condi¢bes de vida, trabalho e familia, além de diversos aspectos sobre as suas
condicbes de saude. Nessa mesma ocasido serdo verificados seus dados
antropomeétricos (peso, estatura e circunferéncia abdominal), seus sinais vitais
(pressao arterial, pulso e temperatura) e sera coletada uma amostra de 20 ml (o
equivalente a meia xicara de café) do seu sangue para dosagens hormonais e
bioguimicas. Serdo dosados o0s seguintes exames: AMH (horménio anti-
mulleriano), TSH (horménio tireotréfico), PRL (prolactina), Testosterona, S-HBG
(globulina transportadora de horménio sexuais), Insulina, Glicemia e Ca-125. caso
vocé ndo esteja usando métodos hormonais de anticoncepgdo (como pilulas e
injecbes), também serdo dosados o FSH (hormdnio foliculo estimulante), o
Estradiol, a Inibina B e as Activinas A, B e AB. Para a coleta de sangue vocé
devera estar em jejum de pelo menos 12 horas para sélidos e 8 horas para
liquidos.

O procedimento de coleta de sangue periférico € de baixo risco para a sua
saude, podendo ocorrer em casos raros alguns hematomas (manchas arroxeadas)
préximas ao local de puncéo e que desaparecem em algumas semanas.

Apbs a coleta de sangue sera realizado um exame ultrassonogréafico (Ultra-
som) para verificar as caracteristicas do utero e dos ovarios. O exame de Ultra-som
ndo envolve irradiacdo e ndo oferece riscos a sua saude, sendo considerado um
exame seguro para as pacientes. O exame de ultra-som pode ser realizado pela
via transabdominal (por cima da barriga — nas mulheres que ainda nao tiveram
relacdo sexual) ou por via endovaginal (via — vaginal, nas mulheres que ja tiveram
relacdo sexual). Para realizar o exame por via transabdominal, vocé sera orientada
a ingerir agua e permanecer com a bexiga cheia (sem urinar) por alguns minutos,
enquanto é realizado o exame. Para realizar 0 exame por via endovaginal ndo €
necessario permanecer com a bexiga cheia e o transdutor (parte do aparelho que
capta as imagens) é inserido por via vaginal, envolvido em um preservativo

descartavel para a sua protecdo. Os exames de ultra-som realizados pela via
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transabdominal e transvaginal geralmente sdo bem tolerados e nao causam
desconforto para as pacientes.

Para a participacédo nesta pesquisa ndo havera remuneracéao financeira, mas
havera auxilio para o transporte até o Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, no
valor de R$ 30,00 (trinta reais) e um auxilio para alimentacdo (apés a coleta de
sangue) no valor de R$ 15,00 (quinze reais).

Todas as informacdes obtidas mediante a sua participacdo neste estudo
serdo mantidas em absoluto sigilo. Quando o estudo for publicado, seu nome nao
sera divulgado e nem tampouco serdo divulgadas informacdes que permitam a sua
identificac&o.

A sua participacdo nessa pesquisa nao implicara em qualquer mudanca em
seu acompanhamento médico ou tratamento.

Caso nado queira participar desse estudo, ou queira retirar o seu
consentimento em participar desse estudo a qualquer tempo, fica assegurado que

nao havera nenhum prejuizo a vocé, a sua saude, ao seu acompanhamento

meédico ou a sua participacdo em outros estudos.

Nome do pesquisador

Assinatura do pesquisador

Data [

Nome do sujeito da pesquisa

Assinatura do sujeito da pesquisa

Data / /




