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“Sejam quais forem os sentimentos e os interesses

humanos, o intelecto é, também ele, uma forca. Esta ndo consegue
prevalecer imediatamente, mas por fim os seus efeitos revelam-se ainda
mais peremptorios. A verdade que mais fere acaba sempre por ser notada
e por se impor, assim que os interesses que lesa e as emogdes que suscita

tenham esgotado a sua viruléncia.”

Sigmund Freud
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RESUMO

Abreu LG. Atividade da aromatase em células da granulosa de mulheres
com endometriose submetidas a técnicas de reprodugao assistida. 2005.
97p. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sao Paulo, Ribeirdao Preto.

Endometriose significa presenga de tecido endometrial fora da cavidade
uterina. Sua associagdo com infertilidade é inequivoca, entretanto, os
mecanismos envolvidos ainda permanecem nao totalmente esclarecidos e
aberragdes moleculares emergem como possiveis alvos de defeitos. Acredita-
se em comprometimento poligénico com alteragdes de citocinas, moléculas do
estresse oxidativo e enzimas relacionadas a esteroidogénese como a
aromatase. Esta é responsavel por catalisar a transformagdo de andrégenos
em estrogenos; esta presente em varios tecidos e na célula da granulosa é de
primordial importancia para a foliculogénese. Em mulheres com endometriose,
foram encontradas alteragbes da aromatase tanto em implantes
endometriéticos como no endométrio tépico, além de redugéo de sua atividade

em células da granulosa, com possivel comprometimento da qualidade

oocitaria. Este trabalho tem por objetivo medir a atividade da aromatase nas
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células da granulosa in vitro de mulheres com endometriose submetidas a
reproducgao assistida.

Pacientes e Meétodos: Estudo caso-controle, com 8 pacientes com
endometriose e 8 com outras causas de infertilidade submetidas a FIV ou ICSI.
Coletaram-se células da granulosa a partir de foliculos pré-ovulatérios no dia
da captagao oocitaria e realizou-se cultivo destas células por 24 horas, na
presenca ou ndo de testosterona nas concentragdes de 2 x 10°M e 2 x 107 M;
FSH (50 ng/ml) e IGF-1 (50 ng/ml) e foi feita dosagem posterior de estradiol
(radioimunoensaio) e progesterona (quimioluminescéncia) nos fluidos de
cultivo.

Resultados: Houve reducdo da atividade da aromatase nas células da
granulosa de mulheres com endometriose quando comparadas ao controle,
quando houve adigdo de testosterona na concentragdo de 2 x 10°M (p=0,
0303). A producgao de estradiol e progesterona, basal ou estimulada por IGF-1
e FSH, nao mostrou nenhuma diferenga entre os grupos. Também nao houve

nenhuma diferengca na produgcdo de progesterona mediante adicao de

testosterona.

Palavras-chave: Aromatase; endometriose; células da granulosa; reproducgao

assistida.
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SUMMARY

Abreu LG. Aromatase activity in granulosa cells of women with
endometriosis undergoing assisted reproduction techniques. 2005. 97p.
Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto,

Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto.

Endometriosis represents the presence of endometrial tissue outside the uterine
cavity. The infertility-endometriosis association is unequivocal, however,
the mechanisms involved are still not totally elucidated and molecular
aberrations have been proposed as possible targets. There is a belief that a
polygenic insult results in molecular alterations of cytokines, molecules of the
oxidative stress and enzymes related to steroid synthesis, such as aromatase.
This enzyme is responsible for converting androgens to estrogens, is present in
several tissues and in granulosa cells and is of primordial importance
for folliculogenesis. In women with endometriosis, aromatase alterations have
been found both in endometriotic implants and in topic endometrium, as well as
reduced activity in granulosa cells, with possible oocyte damage. The aim of
this study was to measure aromatase activity in granulosa cells of women with

endometriosis undergoing assisted reproductive techniques.
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Patients and Methods: A case-control study was conducted on 8 patients with
endometriosis and 8 with other infertility causes submitted to IVF or ICSI.
Granulosa cells were obtained from a pre-ovulatory follicle during oocyte
retrieval and cultured for 24 hours in the presence or absence of testosterone at
2 x 10 M and 2 x 10°° M concentration, FSH (50 ng/ml) and IGF-1 (50 ng/ml).
Estradiol (radioimmunoassay) and progesterone (quimiolumminescence) were
then measured in culture fluids.

Results: Reduced aromatase activity was detected in granulosa cells of women
with endometriosis compared to control when testosterone was added at 2x 10®
M  concentration (p=0.0303). The  production of estradiol and
progesterone under basal conditions or in the presence of stimulation with IGF-
1 and FSH did not differ between groups. Also, no difference in progesterone

production was observed in the presence of testosterone.

Key-words: aromatase; endometriosis; granulosa cells; assisted reproduction

techniques.
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1. Introdugao

1.1. Etiopatogenia da Endometriose

Endometriose, por definicdo, siginifica presenca de endométrio (com
glandula e estroma) fora da cavidade uterina (Noble et al., 1996 Speroff et al.,
1999). Clinicamente, apresenta-se sob a triade: dor pélvica crénica,
dismenorréia e infertilidade, porém, ndo se encontra correspondéncia entre
estagio da doencga e severidade dos sintomas, de maneira que pequenas lesdes
podem causar sintomas exuberantes e vice-versa (Moura et al., 1999). Atinge
preferencialmente mulheres no menacme, sendo infreqilente antes da menarca
e ap6és a menopausa (Schenken, 1996; Moura et al., 1999; Neme et al., 2001) e
representa uma doenga crénica e de elevada morbidade, a qual acomete cerca
de 10% das mulheres em idade reprodutiva e 25 a 35% das inférteis (Wheeler,
1989; Schenken, 1996; Moura et al., 1999; Speroff et al., 1999). Na verdade, a
prevaléncia da endometriose depende muito do método empregado para seu
diagnéstico e a populagao estudada. Wheeler (1989) demonstrou prevaléncia de
aproximadamente 10% em achados cirurgicos em mulheres em idade
reprodutiva com outros diagnésticos, Hess (1988), por sua vez, encontrou 9,4%
de endometriose em mulheres submetidas a laparoscopia por algia pélvica
cronica (Neme et al.,, 2001). Quando se analisam mulheres com infertilidade e
dor pélvica associadas, pode-se encontrar até 50% de prevaléncia de
endometriose (Cornillie et al., 1990), por outro lado, mulheres assintomaticas

apresentam incidéncia de cerca de 1-2% (Moura et al., 1999).
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Admite-se que a etiopatogenia de endometriose seja multifatorial e
existem varias teorias para tentar explica-la (Pellicer et al., 1998; Bulun et al.,
2002). De acordo com a teoria de Sampson, a mais aceita, os debris mestruais
que refluem para a cavidade peritoneal possuem células endometriais viaveis
que potencialmente podem formar um implante endometriético. Entretanto, por
que existe refluxo em 90% das mulheres e somente 10% delas tém
endometriose? Acredita-se que algumas destas células endometriais das
pacientes com endometriose apresentam caracteristicas singulares
geneticamente determinadas que possam aumentar sua probabilidade de
implantar-se, bem como a existéncia de um mecanismo imunolégico aberrante
que possa aumentar a sobrevida destas células e favorecer a formagao de
implante endometriético (Zeitoun et al., 1999; Bulun et al., 2002).

Outras teorias tentam explicar a presenga de lesdes de endometriose fora
da cavidade pélvica. Em 1927, Meyer (1924) prop6és que a endometriose seria
resultado de uma metaplasia das células da linhagem peritoneal; esta teoria
explica a endometriose em homens, em pré-puberes, mulheres que nunca
menstruaram e lesdes em sitios atipicos, como cavidade pleural e meninges.

A constatacdo da presenga de células endometriais viaveis na luz de
vasos sanguineos e linfaticos por Halban e Sampson (1925) levou-os a
especular que focos distantes de endometriose poderiam surgir a partir da
disseminagao de células endometriais por via hematogénica ou linfatica. Esta
teoria explicaria lesées na pleura, umbigo, espago retroperitoneal, vagina e colo
do utero.

Acredita-se que a endometriose também represente uma doenga

poligénica com envolvimento de alteragdes moleculares, principalmente as
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citocinas (Wu & Ho, 2003); enzimas relacionadas a esteroidogénese como a
aromatase (Zeitoun et al., 1999; Bulun et al., 2002) e moléculas envolvidas com
o estresse oxidativo celular (Langendonckt et al., 2002; Szczepanska et al.,
2003).

Kao e colaboradores (2003), através da analise de microarrays em
amostras de endométrio de mulheres com endometriose, encontraram 91 genes
com expressdo aumentada e 115 reduzidos significativamente nestas mulheres;
entre estes genes alterados incluem aqueles envolvidos com resposta imune e
apoptose celular, receptor de progesterona, fatores angiogénicos e o gene da
aromatase. Arvanitis e colaboradores (2003) também encontraram a presencga
de um polimorfismo no gene da aromatase associado com endometriose.

Com relacdo ao sistema imune, encontram-se alteragées tanto na
imunidade celular quanto humoral na endometriose, de maneira que ocorra um
ambiente peritoneal favoravel a maior sobrevida das células endometriais apés o
fluxo retrégrado para formacgado dos implantes endometriéticos (Pellicer et al.,
1998; Wu & Ho, 2003). O fluido peritoneal de pacientes com endometriose
apresenta um maior nimero e maior atividade macrocitica; entretanto, estes
apresentam atividade fagocitica reduzida e produzem maior quantidade de
fatores de crescimento e citocinas que estimulam a adesao celular e expressao
de metaloproteinases (substidncias modeladoras da matriz extracelular),
favorecendo a formagéo dos implantes endometriéticos (Olive et al., 1985; Zeller
et al.,, 1987; Dunselman et al., 1988). As células NK (Natural Killer) também
apresentam atividade de citotoxidade reduzida na endometriose, levando a uma
menor capacidade de clearence das células endometriais refluidas (Oosterlynck

et al.,, 1991; Wilson et al., 1994). Entre os linfocitos, ha uma dominancia na
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atividade dos linfécitos da subpopulagdo Th2 em relagdo @ Th1 (Wu & Ho,
2003). Quanto a imunidade humoral, sugere-se a associagdo entre
endometriose e doengas auto-imunes (Gallova et al., 2002). Em estudo realizado
com 313 mulheres inférteis com endometriose (261 estagios | e Il; 62 estagios Il
e |IV) comparativamente a 101 mulheres inférteis sem endometriose, houve
maiores niveis de auto-anticorpos do tipo antifosfolipide contra inositol,

cardiolipina, etanolamida e B2glicoproteina nas pacientes com endometriose,

sendo mais exuberante naquelas nos estagios | e Il. E em 40% das pacientes
com endometriose graus leve e minimo apresentaram anticorpos antizona
pelucida (Gallova et al., 2002).

Além disso, niveis elevados de citocinas no fluido peritoneal de pacientes
com endometriose foram relatados em diversos estudos. Entre elas estao IL-1,
IL-6, IL-8, IL-10, VEGF, TNFa, TGFB (Wu & Ho, 2003). (Figura 1)

Destaque merece ser dado a IL-6, que corresponde a uma interleucina
das mais importantes na etiopatogenia da endometriose. Esta envolvida com a
producao esteroidogénica ovariana, foliculogénese e implantagdo embrionaria,
apresenta atividade multifuncional e possui efeitos angiogénicos, induzindo a
expressao de VEGF. Além disso, por estimulo de IL-1, ocorre produgao de IL-6
em células endometriais de pacientes com endometriose, porém nao em
pacientes sem a doenca. A IL-6 também estimula a produgdao da aromatase em
células adiposas (Witz et al., 2000), e, em elevadas concentragbes, &

embriotéxica em ratos (Wu & Ho, 2003). (Figura 1)
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Figura 1 — Possiveis alteragdes fisiopatologicas na cavidade peritoneal de mulheres com
endometriose. O endométrio anormal da endometriose em ROS (espécies reativas de oxigénio),
antioxidantes, metaloproteinases € seus inibidores (MMPs e TIMPs). Thl = subpopulagédo de
linfécitos 1; Th2 = subpopulagdo de linfocitos 2. SICAM-1: molécula de adesdo intercelular
forma solavel. VEGF = fator de crescimento vascular endotelial. Bcl-2 € Bax = proteinas anti-

apoptoticas. (adaptado de Wu & Ho, 2003).
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Pesquisa-se também a presenca de alteragbes nos mecanismos de
controle de proliferagdo celular do endométrio de pacientes com endometriose.
A "homeostase tecidual" normalmente & produto de um equilibrio entre
mecanismos de destruicdo ou degradagao celular (apoptose) e de proliferagéao
celular. Na endometriose parece haver um desbalango nesta homeostase, com
maior proliferagdo celular nas lesées endometribticas e menor apoptose,
permitindo a sobrevivéncia e crescimentos das lesdes. (Fujishita et al., 1999;
Dmowski et al., 200; Braun et al., 2002; Toya et al., 2002). As proteinas anti-
apoptéticas Bcl2 e Bax apresentam aumento de sua expressdo em macréfagos
e células endometriais de pacientes com endometriose (Wu & Ho, 2003).

Ainda, acredita-se que a cavidade peritoneal de pacientes com
endometriose represente um ambiente pré-oxidante, com produgiao de
substancias denominadas espécies reativas de oxigénio (ROS) que podem
contribuir para a reacédo inflamatéria associada a endometriose (Langendonckt et
al., 2002).

Existem algumas evidéncias de estresse oxidativo na endometriose: (1) A
enzima o6xido nitrico-sintetase encontra-se superexpressa levando a uma maior
producgédo de 6xido nitrico (substancia pro-oxidante); (2) aumento da peroxidagao
lipidica com produgdo de produtos reativos como o malonaldeido e
lisofosfatidilcolina; (3) expressdo aumentada de enzimas antioxidantes no
endométrio de pacientes com endometriose, que ocorreria em resposta a
presenga de maior quantidade de espécies reativas de oxigénio; (4) niveis
reduzidos de vitamina E no fluido peritoneal de mulheres com endometriose
consumida durante reagdes de oxidacao; (5) presenc¢a de indutores potenciais

de estresse oxidativo na cavidade peritoneal como eritrécitos, debris celulares e
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os macrofagos (Langendonckt et al., 2002; Szczepanska et al., 2003). (Figura 2).
Os efeitos sobre a fertilidade residem sobre a toxicidade do fluido peritoneal
sobre os espermatozdides, ovulagdo, sobre o desenvolvimento embrionario pré-

implantagé@o e na implantagao (Langendonckt et al., 2002) (Figura 2).

_ Dioxina,
Debris - agentes toxicos NOS
celulares ! . 4
: .---=NO
E R »| Estresse | 4 N
Macrofagos | oxidativo Vasodilatagao
Menstruagao smet 4 '\‘ 4

retrograda

*> Hemacias = Hb > Heme-> Ferro + Biliverdina + CO»

Sangramento da
lesdao endometridtica

Figura 2 — mecanismo de estresse oxidativo na endometriose. ( adaptado de
Langendonckt et al., 2002). (Hb = hemoglobina; CO, = didéxido de carbono;

NO = 6xido nitrico; NOS = 6xido nitrico sintase).

Outras moléculas também se mostraram como alvos de alteragées na
endometriose: (1) Metaloproteinases - as metaloproteinases (MMP) e seus
inibidores (TIMPs) sao reguladores fisiolégicos da remodelagdo da matriz
extracelular. Um desbalango entre eles pode produzir uma doenga invasiva e
favorecer a implantagdao endometrial no peritbneo. Na endometriose, pode
ocorrer uma falta de inibidores das metaloproteinases, bem como aumento dos
niveis das préprias metaloproteinases do tipo 1 e 2, como ja foi detectado. A

MMP2 é considerada um marcador de possivel invasao por tumores epiteliais e
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encontra-se aumentada na endometriose (Wu & Ho, 2003). (2) Moléculas de
adesao (ICAM, SICAM) - molécula de adesao intercelular, &€ fortemente expressa
em células endometriais e sua forma de expressdao de membrana (mICAM) é
importante para interagdo com o sistema imune e para a eliminagdo destas
células do periténeo. Entretanto, existe uma forma solavel (sICAM) que se liga
as células imunoldgicas, impedindo-as de interagir com a mICAM, em dultima
instancia, prevenindo a destruicdo das células endometriais do peritoneo. A
elevagcao de niveis séricos e no fluido peritoneal de sICAM foi detectada na
endometriose. A presenga desta molécula (sICAM) corresponde a mais um
mecanismo das células endometriais na endometriose de escapar da agao
imune e aumentar sua sobrevida no ambiente peritoneal favorecendo sua
implantagao em sitios ectépicos (Wu & Ho, 2003).

Além da etiopatogenia, também existem controvérsias sobre o
comportamento da endometriose e sua classificacdo. Nisolle & Donnez (1997)
defendem a hipétese das trés doengas, ou seja, que, a endometriose peritoneal,
a ovariana e a de septo retovaginal representariam trés doengas distintas com
comportamentos clinicos e histopatoldgicos diferentes. Brosens (2000), por sua
vez, classifica a endometriose de acordo com sua topografia, em superficial e
profunda: a forma superficial ou adenomiose seguiria o trajeto dos ductos
mullerianos incluindo utero, férnices vaginais, septo retovaginal e ligamentos
uterinos; as lesdes profundas seriam aquelas localizadas fora da extensao dos

ductos de Muller e incluiriam lesdes peritoneais e ovarianas.
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1.2. Aromatase e Endometriose

Como ja foi relatado, emerge a teoria de que a endometriose represente
uma doenga poligénica hereditaria com envolvimento de alteragées moleculares
com expressdo aberrante de citocinas e enzimas relacionadas a
esteroidogénese como a 17beta-hidroxi-esterdide-desidrogenase e a aromatase
(Zeitoun & Bulun, 1999; Attia et al., 2001; Neme et al., 2001; Bulun et al., 2002).

De fato, evidéncias apontam neste sentido, especialmente no caso
da aromatase (Bulun et al., 1995; Noble et al., 1996; Zeitoun & Bulun, 1999;
Neme et al., 2001; Bulun et al., 2002).

Esta € uma enzima codificada pelo gene CYP 19 localizado no
cromossomo 15 (Meinhart & Mullis, 2002), corresponde a um complexo
enzimatico do citocromo P450 responsavel por catalisar a transformagdo de
androgenos (testosterona, androstenediona) em estrégenos (estradiol, estrona,
respectivamente) (Zeitoun & Bulun, 1999; Neme et al., 2001; Bulun et al., 2002;
Karaer et al., 2004). Ela esta presente em varios tecidos: ovarios (células da
granulosa), testiculo, tecido adiposo, placenta, cérebro, musculo, fibroblastos da
pele e do tecido 6sseo (Karaer et al., 2004). Varios promotores tecido-
especificos regulam a sua expresséo, e, apesar da presenga de primeiros exons
alternativos e de promoters tecido-especificos que permitem a regulagéo local
da enzima, a proteina expressa € a mesma (Meinhart & Mullis, 2002; Karaer et
al., 2004). Na célula da granulosa, a aromatase apresenta um papel essencial
na foliculogénese e produgdo de estradiol: sua expressdo aumenta a medida
que o desenvolvimento folicular progride (Tetsuka & Hillier, 1997; Guet et al.,

1999), sob influéncia do FSH, segundo a teoria das duas células-duas
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gonadotrofinas (Speroff et al., 1999). Portanto, a aromatase & uma enzima de
primordial importadncia na célula da granulosa e responsavel por produzir um
microambiente estrogénico folicular, essencial ao seu processo de
desenvolvimento e maturagao (Speroff et al., 1999).

O envolvimento da aromatase e a produgao de estradiol na etiopatogenia
da endometriose tem sido alvo de numerosos estudos (Bulun et al., 1995; Noble
et al., 1996; Zeitoun & Bulun, 1999; Neme et al., 2001; Attia et al., 2001; Bulun et
al., 2002). Uma vez que a endometriose & considerada uma doenga estrogénio-
dependente, a expressao da enzima aromatase torna-se essencial para a
etiopatogenia da doenga. O estrébgeno &€ um mitdgeno para os tecidos
mullerianos (Bulun et al., 2002) e a possivel agao autécrina deste horménio, ou
seja, sua acgao local sobre o endométrio de mulheres com endometriose pode
ser um facilitador para a implantagdo e desenvolvimento de implantes na
cavidade peritoneal. (Noble et al., 1996; Fang et al., 2002) Foram detectados
niveis estrogénicos significativamente aumentados no sangue menstrual de
mulheres com endometriose (Neme et al., 2001). Além disso, niveis muito
elevados da aromatase em implantes endometriéticos e endometriomas por
meio de PCR (polymerase chain reaction) (Noble et al., 1996; Kitawaki et al.,
2002) e RNAmM da aromatase foi detectado em endométrio eutépico de mulheres
com endometriose porém nao naquelas sem a doenga (Bulun et al.,, 1995).
Porém, a quantidade de aromatase encontrada no endométrio tépico de
mulheres com endometriose foi menor do que nos implantes peritoneais; a
hipétese &€ que este endométrio defectivo, quando reflui para a cavidade
peritoneal, causa uma reagao inflamatéria que aumenta exponencialmente a

expressdo da aromatase, ja que a prostaglandina E2 é€ o mais potente
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estimulador desta enzima. Desta forma, se estabelece um ciclo vicioso de
producao de estradiol e prostaglandinas que facilita a formagao dos implantes
endometrioticos e perpetua este mecanismo fisiopatolégico que favorece as
caracteristicas proliferativas e inflamatérias da endometriose (Zeitoun & Bulun,
1999; Bulun et al.,, 2002) (Figura 3). A proteina sTAR (steroidogenic acute
regulatory protein) também encontra-se alterada nos tecidos endometridticos e
também sofre estimulo das prostaglandinas (Sun et al., 2003).

Além disso, acredita-se numa resisténcia a agdo da progesterona na
endometriose (Zeitoun & Bulun, 1999; Bulun et al., 2002). A progesterona
estimula a agdo da enzima denominada 17beta-hidroxi-esterdide-desidrogenase
tipo 2, que faz a inativagado do estradiol para estrona. A expressao desta enzima
apresenta-se deficiente nas células endometridticas glandulares, portanto, o
efeito protetor da progesterona é reduzido na endometriose. (Bulun et al., 2002)
(Figura 3). Attia et al. (2001) relataram alteragées na expressdo das isoformas
de receptores de progesterona na endometriose: nao foi detectada a expressao
da isoforma B do receptor de progesterona no tecido endometriético,
responsavel por mediar a agao progesterénica nos tecidos-alvo; a isoforma A,
cuja funcdo €& ser repressora da forma B, apresentou-se expressa na

endometriose.
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Figura 3 - Inativagao defectiva de estradiol na endometriose. Os estrogenos estradiol (E2)
e estrona (El) e a androstenediona (A) chegam as lesdes endometrioticas através da
corrente sanguinea, a aromatase (P450 arom) na célula estromal endometrictica catalisa a
transformagdo de androstenediona (A) para estrona (E1), que, por sua vez, ¢ convertida a
E2 pela agao da enzima 17 beta hidroxiesteroidedesidrogenase tipol (17BHSD-1). O E2
normalmente ¢ inativado para E1 através da enzima 17 betadesidrogenasetipo2 (17pHSD-
2) na célula epitelial glandular do endométrio topico na fase secretoria. Na célula
endometriotica, no entanto, a 17BHSD-2 apresenta-se defeituosa, mantendo E2 em
elevados niveis locais. E2 promove crescimento do tecido endometriotico e produgio de
prostaglandinas (PGE2) que, por sua vez, estimula a aromatase, completando um ciclo de

feedback positivo de E2 e PGE2. (Adaptado de Zeitoun & Bulun, 1999)
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Em suma, o envolvimento da aromatase com a endometriose se explica
da seguinte maneira: em primeiro lugar, a endometriose € uma doen¢a do
menacme, portanto, sua etiopatogenia possivelmente se relaciona com a
esteroidogénese (Zeitoun & Bulun, 1999; Neme et al., 2001; Bulun et al., 2002) e
a aromatase esta diretamente envolvida neste processo. Em segundo lugar,
alteragdes da aromatase na endometriose ja foram relatadas: niveis muito
elevados da aromatase foram encontrados em implantes endometriéticos e em
endometriomas (Noble et al., 1996) e também foi detectado RNAm da
aromatase em endométrio eutépico de pacientes com endometriose mas ndo em
mulheres sem a doenga (Bulun et al., 1995).

Ora, se existe funcionamento aberrante da aromatase em implantes
endometridticos ou endométrio tdpico de pacientes com endometriose, por que
nao ocorreria 0 mesmo dentro da célula da granulosa com comprometimento da
foliculogénese e qualidade oocitaria, com consequéncias sobre a fertilidade?

Harlow e cols. (1996) pesquisaram a atividade da aromatase em
pacientes com endometriose de graus leve e minimo através de cultura de
células da granulosa na qual avaliaram a produgao de estrogeno frente a adi¢ao
de testosterona ao meio de cultura. Encontraram reducdo da atividade da
aromatase nas pacientes com endometriose em comparagdo ao controle. A
escassez de outros estudos similares, bem como o uso de outros métodos mais

especificos para tal avaliagao, estimulou a proposta deste estudo.
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Se se considerar a associagdo infertilidade-endometriose, esta é
inequivoca, entretanto, os mecanismos envolvidos ainda permanecem néo
totalmente esclarecidos. Quando ha defeito anatémico pélvico ndo existe duvida
quanto a sua relagdo com infertilidade, porém, quando isto ndo ocorre, encontra-
se dificuldade para explica-la (Schenken, 1996; Speroff et al., 1999; Ferriani et
al., 2000). Neste caso, os mecanismos propostos compreendem: (1) alteragGes
no microambiente folicular ou no odcito (Schenken, 1996; Speroff et al., 1999;
Ferriani et al., 2000; Pellicer et al., 1998); (2) faléncia na implantagao (Ferriani et
al., 2000); (3) disfungao ovulatéria (Speroff et al., 1999; Ferriani et al., 2000); (4)
defeitos imunoldgicos inclusive relacionados a processo auto-imune (Lucena &
Cubillos, 1999); (5) hiperativagcdo dos macréfagos peritoneais (Pellicer et al.,
1998; Wu & Ho, 2003); (6) alteragdes nas citocinas no fluido folicular e
sistemicamente particularmente da interleucina 6 (Oliveira, 2002; Pellicer et al.,
1998; Witz, 2000; Wu & Ho, 2003); (7) sindrome do foliculo luteinizado nao roto
(Moura et al., 1999; Speroff et al., 1999; Ferriani et al., 2000); (8) alteragdes no
desenvolvimento embrionario precoce (Moura et al., 1999); (9) apoptose celular
aumentada em células da granulosa (Toya et al., 2002); além de (10) alteragdes
enddcrinas como fase latea inadequada e hiperprolactinemia (Gomes, 2002;
Moura et al., 1999; Ferriani et al., 2000).

A Fertilizagao in Vitro (FIV) tem se tornado o método de escolha para
tratamento da infertiidade associada a endometriose (Neme et al., 2001).
Numerosos estudos foram realizados para avaliar se a endometriose afeta os
resultados da FIV e seus achados foram controversos (Rinesi et al., 2002).
Entretanto, Barnhart e cols (2002) realizaram uma metanalise de 22 estudos

sobre o assunto e verificaram que todos os pardmetros encontravam-se
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alterados nas pacientes com endometriose quando comparadas aquelas com
outras causas de infertilidade, com redugdo na taxa de fertilizagdo, niamero de
odcitos captados, taxas de implantagdo e gestacgao.

Considerando-se as evidéncias de que o principal fator alterado nas
pacientes inférteis com endometriose e submetidas a FIV seja a qualidade
oocitaria (Pellicer et al., 1998; Barnhart et al., 2002; Diaz et al., 2000) em
detrimento de outros fatores como a receptividade endometrial (Diaz et al.,
2000); o estudo da atividade da aromatase nas células da granulosa visa a um
esclarecimento dos mecanismos responsaveis por este comprometimento

oocitario, bem como busca um possivel alvo terapéutico.
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2. Objetivo

O objetivo deste trabalho é:
v Medir a atividade da enzima aromatase nas células da granulosa em

cultivo in vitro de mulheres com endometriose em comparagao aquelas

sem endometriose submetidas a técnicas de reproducéo assistida (FIV ou

ICSI).

A hipétese a ser validada é que:

v" Mulheres com endometriose apresentam reducdo da atividade da

aromatase nas células da granulosa in vitro.

34



3. Pacientes e Métodos

3.1. Delineamento do estudo - estudo caso-controle.

3.2. Amostra - 08 pacientes para cada grupo.

3.3. Local de realizagao do estudo: Servigco de Reprodugiao Humana do

Departamento de Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdao

Preto, Sao Paulo, Brasil.

3.4. Comité de Etica em Pesquisa: o presente estudo foi aprovado pela
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) de acordo com o parecer
namero 1492/2004. Cada paciente assinou um termo de consentimento antes da
realizacdo do procedimento de reprodugdo assistida e da realizagdo da

pesquisa, apds os devidos esclarecimentos (vide Anexos).

3.5. Selegao de Pacientes

Foram selecionadas 16 pacientes inférteis com indicagdo para FIV ou
ICSI, com um total 08 para cada grupo (com e sem endometriose). Os critérios

para sele¢ao de pacientes de ambos os grupos estao descritos abaixo:
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3.5.1. Critérios de inclusao para os dois grupos: estar cadastrada no

Programa de Reproducgdo Assistida do Setor de Reprodugdao Humana do
Departamento de Tocoginecologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto; ter idade inferior a 40 anos, apresentar ciclos
menstruais regulares e dosagens de LH e FSH ( 3° dia do ciclo) normais para o

menacme.

3.5.2. Critérios de inclusao para o grupo-estudo: presenga de

endometriose em qualquer estagio de acordo com a classificagdo da Sociedade
Americana de Medicina Reprodutiva diagnosticada por laparoscopia prévia

realizada até 6 meses antes do estudo.

3.5.3. Critérios de exclusao para o grupo-estudo: idade acima de 40

anos, presenca de outros fatores de infertilidade ou patologias endécrinas

associadas a endometriose.
3.5.4. Critérios de inclusao para o grupo-controle: auséncia de
endometriose confirmada por laparoscopia prévia ha no maximo 6 meses,

auséncia de doengas endécrinas associadas.

3.5.5. Critérios de exclusao para o grupo-controle: idade acima de

40 anos, presencga de outras doengas enddcrinas associadas.
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3.6. Protocolo de Hiperestimulagao Ovariana Controlada

Inicialmente, realizou-se a programacgao do periodo menstrual através de
uso de anticoncepcionais orais combinados no ciclo prévio aquele da indugao da
ovulacdo. Do 1°-3° dia do ciclo de estimulagdo ovariana, foi realizada uma
ultrassonografia (USG) transvaginal para excluir cistos ovarianos e entdo
iniciada a estimulacdo ovariana controlada com gonadotrofinas: hMG
(Menogon®, Ferring, Brasil; Pergonal®, Serono, Brasil) ou FSH recombinante
(Puregon®, Organon, Brasil; Gonal-F®, Serono, Brasil) nos primeiros 5 dias na
dose de 200 a 450 Ul/dia e a partir do 6° dia a dose da gonadotrofina foi
ajustada de acordo com o crescimento folicular monitorizado por USG. Quando
houve pelo menos 2 foliculos com 17 mm de didmetro, foi administrado hCG
intramuscular (Profasi®, Serono, Brasil) 10.000 Ul ou hCG recombinante 250ug
via subcutdnea (Ovidrel®, Serono, Brasil) e apés 34 a 36 horas, realizada a
captagao de odcitos. Para dessensibilizagdo hipofisaria, foi utilizado o agonista
do GnRH, acetato de leuprolide (Lupron®, Abbott; Reliser®, Serono, Brasil), 10
Ul/dia via subcuténea ou nafarelina via nasal 400 pg/dia (Synarel®, Pharmacia,
Brasil) conforme protocolo longo, ou seja, iniciado na fase latea do ciclo prévio
ou sete dias antes da menstruacdo programada (Ferriani et al., 2004). A
suplementacao lutea foi iniciada a partir do dia da captagao oocitaria e, no caso
de gravidez, até a 12® semana de gestagdo (Figura 4); as progesteronas
utilizadas foram: diidrogesterona 30 mg/dia (Duphaston®; Solvay; Brasil) ou a

progesterona gel uma aplicagéo diaria (Crinone 8%; Serono; Brasil).
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3.7. Captagao de Odcitos

A captagao oocitaria foi realizada sob anestesia geral tipo sedagdo com
uso de propofol (Diprivan®, Astra Zeneca, Brasil) associado ao fentanil
(Fentanil®, Janssen Cilag, Brasil), administrados por via endovenosa. O
procedimento foi feito via vaginal através de punc¢do de fundo de saco e guiado
por ultrassonografia. O contetido de cada foliculo foi aspirado em tubos de
Falcon sob pressiao de 120-130 mmHg e mantido a 37° e os odcitos
manuseados e separados do restante do fluido folicular em capela de fluxo de ar
laminar para depois serem mantidos em meio de cultura em incubadora com

temperatura controlada a 37°C e concentragdo de CO2 de 5% .
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Figura 4 — Esquema de hiperestimulagdo ovariana controlada para FIV ou ICSI
conforme protocolo longo. (BH = Bolqueio hipofisdrio;, M = menstruagdo; USG =
ultrassonografia basal; M-USG = monitorizagdo ultrassonografica; MF = maturidade
foliculary, CO = captagdo oocitiria;, TE = #ransferéncia embriondria).

(Adaptado de Ferriani et al., 2004).
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3.8. Cultivo de Células da Granulosa

Para o cultivo das células da granulosa foi usada a técnica do Instituto
Valenciano de Infertilidade da Universidade de Medicina de Valencia, Espanha
(Pellicer e cols., 1998), com algumas modificagdes (Silva, 1997) descritas

abaixo:

Colunas de Percoll: para preparagao das colunas de Percoll foram adicionados 9

ml de Percoll® (Pharmacia, Upsala, Suécia) a 1 ml de Meio-199 (Instituto Adolfo
Lutz, Sao Paulo, Brasil), e a estes 10 ml foram adicionados 10 ml de meio de
lavado (HAM-F10® com 20% de Soro Fetal Bovino (SFB)®, ambos da Cultilab,
Campinas, Brasil). Aliquotas de 5 ml foram distribuidas em quatro tubos,

mantidos sob refrigeragéo a 4° C. ( Tabela 1)

Meio de Cultivo: foi usado o Meio-199 com 20% de Soro Fetal Bovino (SFB®) e

L-Glutamina 2 mM (Sigma®, Estados Unidos). A preparagdo do meio de cultivo

foi realizada sob fluxo laminar utilizando-se material estéril. O Meio-199 é
constituido por uma combinagéo de vitaminas, aminoacidos, sais inorganicos e
outros componentes como fonte nutritiva definida para cultura celular. O Soro
Fetal Bovino, por sua vez, € composto por inimeras substancias ainda pouco
definidas, porém é necessaria sua adicdo para culturas celulares prolongadas
(Fernandes; 2004). Foram adicionados 2 antibiéticos ao meio de cultivo com
objetivo de evitar contaminagao bacteriana: (1) Penicilina Cristalina (Cristalpen®,
Biolab, Brasil) na concentragdo de 100.000 Ul/ml e sulfato de estreptomicina

(Estreptomicina®, FURP, Brasil) na concentragdao de 20 mg/ml (Tabela 1).
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Tabela 1 - Preparo dos meios para cultivo de células da granulosa.

Meio de Lavado 40 ml
HAM F10 32 mil
SFB 20% 8 mi
Colunas de Percoll 20 ml
Percoll 9 mil
Meio 199 1ml
Meio de lavado 10 mi
Meio de Cultivo 10 ml
Meio 199 8 ml
SFB 20% 2ml
Estreptomicina 50 pl
Penicilina 10 i
L-glutamina 2,92 mg

Antibioticos

Estreptomicina 19
HZO destilada 50 ml
Penicilina cristalina 5.000.000 Ul

H20 destilada 50 ml




3.8.1. Procedimento do Cultivo Celular:

Isolamento das Células da Granulosa: Os grumos de células da granulosa,
presentes no fluido folicular ou no lavado do aspirado folicular, foram captados
com pipeta Pasteur sob visualizagdo em microscépio invertido (Coleman® ST-
302L, Brasil), apds a espera de que o sangue aspirado se depositasse no fundo
das placas de Petri, onde foram vertidos o fluido folicular e o meio de lavado
apds o isolamento dos odcitos. Os grumos celulares captados, entdo, foram
transferidos para outra placa contendo meio de lavado (HAM F10® e SFB®)
onde, novamente, foi aguardado o tempo necessario para que as células
sanguineas se depositassem no fundo da placa de Petri. A seguir, o conteido
desta placa foi transferido, com pipeta Pasteur, para o tubo de Falcon e
centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos a 4°C (centrifuga Spin VI®, Incibras,
Brasil). O sobrenadante foi, entao, retirado e foram adicionados 2 ml de meio de
lavado ao pellet, misturando-se bem com pipeta Pasteur, para que as células se
separassem. Este conteldo, entdo, foi transferido delicadamente sobre as
colunas de Percoll preparadas previamente, e centrifugado a 500 rpm por 30
minutos a 4°C. As células da granulosa ficaram na interface da coluna de
Percoll, e foram captadas com pipeta Pasteur e, apés, transferidas para outro
tubo de Falcon estéril no qual foi adicionado 4 ml de meio de lavado para
posterior centrifugagdao por 10 minutos a 1500 rpm a 4°C. Por fim, deste
conteudo, foi desprezado o sobrenadante e o precipitado foi dissolvido em 1 ml
de meio de cultivo, para posterior contagem da viabilidade das células da

granulosa.
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Contagem e Viabilidade das Células da Granulosa: 50 pl da suspensao celular

anterior foram colocados em tubo de hemodlise e adicionados 450 pl de Azul de

Trypan (Trypanblau®, Merck, Alemanha) a 0,4% na diluigdo 1:10. A seguir, este
contetdo foi colocado em uma camara de Newbauer para contagem do nimero
de células viaveis. Para calcular o numero total, multiplicou-se o nimero de
células vivas contadas por 10* e pelo fator de diluicdo dez. As células mortas
mostraram-se coradas pelo Azul de Trypan e as células vivas ficaram brancas
com aspecto refringente a visualizagdo no microscoépio 6ptico (Coleman® N107,
Brasil). Da suspensao celular obtida, apds calculo do numero total das células
vivas, calculou-se a concentragdo das células por placa de maneira que se
tivesse uma concentragdo de 50.000 células por placa de cultivo. Para a
realizagdo de todos os experimentos (6 experimentos em ftriplicata), era

necessaria uma concentragao total de, no minimo, 900.000 células viaveis.

Cultivo Celular: as células foram cultivadas em placas de cultivo celular 35 x 10

mm. Assim, foram colocadas 50.000 células da granulosa viaveis por placa de
cultivo, e foi adicionado meio de cultivo de forma a completar um volume total de
1 ml por placa de cultivo. O ensaio foi realizado em ftriplicata. Os cultivos
celulares foram mantidos em estufa com atmosfera gasosa a 5% de CO; e em
temperatura de 37°C por um tempo de 24 horas. Apds esse periodo, os meios

de cultivo foram aspirados e estocados a —20° C para posterior analise.
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Figura S - Esquema do procedimento de cultivo de células da granulosa (Fernandes,

2004).



3.9. Atividade da Aromatase

A atividade da enzima aromatase nas células da granulosa em cultivo
celular in vitro foi medida através da produgado de estradiol frente a adigdo de
testosterona (substrato da aromatase) ao meio de cultivo. A testosterona®
(Sigma, Estados Unidos) foi adicionada ao meio de cultivo nas concentragGes
finais de 2x10° M e a 2x10° M. O tempo de incubagéo foi de 24 horas em estufa
com atmosfera gasosa a 5% de CO, e em temperatura de 37°C e,
posteriormente, foi dosado o estradiol produzido, através de radioimunoensaio
(DPC Medlab, EUA). Para controle, foi avaliada a produgao de estradiol quando
nao foi adicionada testosterona ao meio de cultivo. Este método foi aplicado

para os dois grupos (com e sem endometriose).
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3.10. Experimentos realizados

Para cada paciente selecionada (tanto no grupo com endometriose como
no grupo controle), foram realizados 6 experimentos diferentes, em ftriplicata,
com adigao reagentes especificos a cada um deles.

Os reagentes utlizados foram: testosterona (Sigma, Estados Unidos);
FSH (Recombinant human FSH for BIO studies, Serono, Estados Unidos) e IGF-
1 (Human IGF-1 for BIO studies, Serono, Estados Unidos), ambos na
concentragao final de 50 ng/ml. A testosterona foi adicionada como substrato da
enzima aromatase (Harlow et al., 1996); e os reagentes FSH e IGF-1 como
estimuladores da acdo da aromatase (Erickson et al., 1989; deMoura et al.,

1997; Fernandes, 2004).

Experimento 1: somente células da granulosa;

Experimento 2: Células da granulosa + Testosterona (2 x 10°M);

Experimento 3: Células da granulosa Testosterona a (2 x 10" M);

Experimento 4: Células da granulosa + FSH e IGF-1 (50 ng/ml);

Experimento 5: Células da granulosa + Testosterona (2 x 10°M) + FSH e
IGF-1(50 ng/ml);

Experimento 6: Células da granulosa + Testosterona (2 x 10°M) + FSH e
IGF-1 (50 ng/ml).
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3.11. Dosagens Hormonais

3.11.1. Estradiol

A determinagido quantitativa do estradiol no fluido de cultivo celular foi
realizada através de radioimunoensaio no laboratério de Ginecologia e
Obstetricia, Hospital das Clinicas, FMRP, Ribeirdao Preto, Sao Paulo. Utilizou-se
o kit Double Antibody, fase soélida, da DPC, USA, com sensibilidade de 1,4
pg/ml. A medida da radioatividade gama para o isétopo 1'®® foi realizada pelo
aparelho Cobra Il Auto-Gama®, Brasil. O erro intra-ensaio foi de 5,8%.

Houve amostras que necessitaram de diluicdo, que foram feitas

utilizando-se o meio 199.

3.11.2. Progesterona

A determinagao quantitativa de progesterona no fluido de cultivo celular
foi realizada através de quimioluminescéncia no laboratério de Ginecologia e
Obstetricia, Hospital das Clinicas, FMRP, Ribeirao Preto, Sao Paulo; utilizando-
se kit da DPC, USA e leitura no aparelho Immulite 2000®, também da DPC. A
sensibilidade foi de 0,2 ng/ml e algumas amostras necessitaram de diluicdo

realizada com meio 199. O erro intra-ensaio foi de 4,9%.
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Para excluir a presenga de estradiol, progesterona ou testosterona nos
meios de cultivo que pudessem interferir nos resultados, foram realizadas as
respectivas dosagens em seus componentes: 1)Meio 199®; 2)SFB® ; 3) HAM-

F10®, todos indetectaveis através de radioimunoensaio (Fernandes, 2004; Silva,

1997).

3.12. Analise Estatistica

Para a analise dos dados, primeiramente foi realizado o teste da
normalidade para os dados referentes as dosagens de estradiol e progesterona
nos fluidos de cultivo celular. Os dados apresentaram distribuicdo gaussiana
verificados através do teste KS, porém as variancias foram diferentes em alguns
grupos analisados, dessa forma, foi usada a correcdo de Welch ou a
normalizagdo da variavel para fins de analise estatistica. Os resultados foram
comparados entre os dois grupos (controle e endometriose) através do teste T
nao pareado. Para comparagdes dentro de um mesmo grupo (controle ou
endometriose), foi realizado o teste T pareado.

O programa usado para realizagcdo dos calculos estatisticos foi o
GraphPad Prism® verséao 3.0.

Considerou-se um nivel de significancia de 5% ( p <0,05).
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4. Resultados

4.1. Caracteristicas clinicas das pacientes do estudo

A idade das pacientes variou de 28 a 37 anos de idade, e ndo houve
diferen¢a estatistica quanto a idade entre os grupos controle e endometriose (p=
0,1450) (Tabela 2 e 3). Do total de 16 pacientes, 14 eram nuligestas e 04 ja
haviam engravidado previamente, 02 do grupo com endometriose tiveram um
aborto de primeiro trimestre e 02 pacientes do grupo controle tiveram filhos (uma
delas teve uma cesarea prévia e outra, 03 partos vaginais).

Quanto ao tempo de infertilidade, 13 do total de 16 pacientes tinham um
tempo de infertiidade superior a quatro anos, somente 03 pacientes tinham
tempo inferior a 4 anos (uma delas com 1 ano e outra com 02 anos de
infertilidade). Quatorze pacientes ja tinham realizado tratamentos prévios de
infertilidade e somente 2 delas ainda ndo tinham realizado nenhum tipo de
tratamento. (Tabelas 2 e 3)

Do total de 08 pacientes do grupo controle, 05 delas tinham fator tubareo
(uma delas com laqueadura prévia e as outras com provavel etiologia infecciosa)
e 03 pacientes apresentavam fator masculino (uma delas com parceiro com
oligospermia moderada e as outras 02 pacientes apresentavam parceiros com
asteno e teratozoospermia). No grupo com endometriose, 03 pacientes
apresentavam endometriose grau leve, 01 tinha grau minimo, 03 delas grau

moderado e 01 grau severo ou grave. (Tabelas 2 e 3)
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Tabela 2 - Caracteristicas clinicas das mulheres do grupo controle: idade, tempo de

infertilidade, tratamentos de infertilidade prévios e causa da infertilidade. (DP = desvio-

padrdo).

a 0 O wa a
. <
u oz S Eog E
Z o a7o < wa3 <5
w z SEZ w ZSE QE
o e < a gl X
< w < oz W o w
a w o é a T8
Z = - = Z
01 10 32 CC +1Ul (1) Fator masculino
02 05 33 FIV + ICSI(7) Fator masculino
03 05 28 - Fator masculino
04 02 33 FIV (1) Fator tubareo
05 >4 32 FIV (1) Fator tubareo
06 11 37 - Fator tubareo
07 >4 35 CcC Fator tubareo
08 05 34 FIV(1) Fator tubareo
Média * DP - 33+2,62 - -
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Tabela 3 - Caracteristicas clinicas das mulheres do grupo com endometriose: idade,

tempo de infertilidade, tratamentos de infertilidade prévios, classificagdo da endometriose

e antecedente familiar de endometriose. (DP = desvio-padrio).

w —_ N W o uw w
£ 5|29 2 2o Zsh Bk
* t & gag 3§ 233
01 6 30 CC leve Nao
02 10 34 FIvV(1) + leve nao
TEC(1)
03 11 32 CC grave Nao
04 08 28 ICSI (1) moderada  Sim (mae)
05 01 29 ICSI (1) moderada  Sim (irma)
06 02 28 FIV(1) + moderada Nao
ICSI(2)
07 >4 33 ICSI (1) minima Nao
08 04 34 Ul (2) leve Nao
Média £ DP - 31 £2,56 - - -

Em relagdao ao protocolo de hiperestimulagao ovariana, os dados estao

representados abaixo (tabela 4):
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Tabela 4 — Caracteristicas da hiperestimula¢éo ovariana controlada para FIV ou ICSI das

pacientes do grupo com endometriose e controle, quanto a duragdo do bloqueio

hipofisério; tipo da gonadotrofina usada (FSHr ou HMG), dias de indugfo e unidades

totais de gonadotrofinas usadas. * varidncias estatisticamente diferentes.

E z g5 @& % : 5 9 g % 2
iz |92 o083 <9 E4a85
9 =68 £z 28 5 Zg
a = e T =~ 3 o=t
Controle
01 21 FSHr 10 2200Ul
02 33 FSHr 12 5250UlI
03 21 FSHr 09 2250UI
04 22 FSHr 11 2050UI
05 20 FSHr 10 2850UlI
06 20 FSHr 08 2400UI
07 20 FSHr 10 3000UlI
08 30 FSHr 10 2000Ul
Média+SD | 23,38 + 5,12 - 10+£1,19 2750+ 1072 *
Endometriose
01 17 HMG 10 2150Ul1
02 21 FSHr 11 3300UlI
03 20 FSHr 08 1800UlI
04 21 FSHr 10 2250UI
05 19 FSHr 11 1700UlI
06 19 FSHr 08 1600U!I
07 19 FSHr 10 2000uUl
08 22 FSHr 12 2400UI
Média+SD | 19,75+ 1,58 - 10 £+1,41 2150 + 540,5*
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Ainda em relagdo ao procedimento de hiperestimulagdo ovariana
controlada, ndao houve diferenga significativa quanto ao tempo do bloqueio
hipofisario (p = 0,0766), dias de indugdo (p = 1,0) e quantidade de gonadotrofina
usada (p = 0,5760). Das 16 pacientes do estudo, 13 delas utilizaram a nafarelina
como agonista do GnRH para bloqueio hipofisario. Somente 03 pacientes
utilizaram o acetato de leuprolide. Somente uma paciente com endometriose
apresentou a sindrome de hiperestimulagao ovariana grau leve.

As caracteristicas da captagao de oécitos e da transferéncia embrionaria
estdo descritas na tabela 5. Nao houve diferenga estatistica quanto ao nimero
de foliculos puncionados (p = 0,7844) e numero de odcitos captados (p =

0,6619) entre os grupos controle e endometriose.
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Tabela S — Caracteristicas da capta¢fo de odcitos e transferéncia embrionéria para FIV e

ICSI nos grupo controle € endometriose.

n @ 0
U % = 8 & o i
< e 2 o 2 o 2
a % D Zz ©O o, é
Controle
01 22 14 02
02 05 02 02
03 20 13 03
04 14 09 03
05 16 09 01
06 13 07 01
07 28 16 03
08 25 09 03
Média £ SD 17,88+ 7,4 9,875 + 4,42 2,250 + 0,89
Endometriose
01 28 15 03
02 13 07 03
03 10 07 03
04 19 11 03
05 30 08 03
06 15 05 03
07 18 07 03
08 18 12 03
Média * SD 18,88 £ 6,94 9,0+ 3,34 3,0£0,0
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Do grupo com endometriose, 04 pacientes engravidaram: duas delas
tiveram gestagao gemelar e duas tiveram gestagao unica. Do grupo controle, 04
pacientes também apresentaram gravidez: uma delas apresentou aborto no

primeiro trimestre de gestagéo; duas pacientes tiveram gestagdo unica e uma

gemelar.
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4.2. Dosagens Hormonais nos Fluidos de Cultivos Celulares

4.2.1. Estradiol

Os valores das dosagens de estradiol (radioimunoensaio) realizadas nas
pacientes do grupo com endometriose e grupo controle, em triplicata,
apresentam-se descritas no apéndice 01. As dosagens em média estdo na
tabela6 e 7.

A producgdo basal de estradiol nas células da granulosa, ou seja, sem a
adicdo de nenhum reagente ao meio de cultivo, apresentou diferenga entre os
grupos controle e endometriose (p = 0,0390) (Grafico 1). A adicdo de FSH e
IGF-1 ndo acarretou aumento na producdo de estradiol tanto no grupo controle

(p =0, 1228) como no grupo com endometriose (p = 0, 6051).
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4.2.2. Atividade da aromatase

A atividade da aromatase nas células da granulosa in vitro foi avaliada
através de adicao de testosterona ao meio de cultivo (substrato da aromatase)
com medida da producéao de estradiol frente a esta adigao (ver métodos). Neste
estudo, foi adicionada a testosterona em duas concentragdes ao meio de cultivo.
Na concentragéo final de 2 x 10° M houve diferenca na produgéo de estradiol
comparando-se o grupo de mulheres com endometriose e controle (p = 0,303)
(Grafico 2). No entanto, a testosterona na concentragdo final de 2x10° M
adicionada nao apresentou diferenca na produgao de estradiol entre controle e
endometriose (p = 0,6759; Grafico 3). Além disso, a suplementagao de IGF-1 e
de FSH ao meio de cultivo juntamente a testosterona em ambas as
concentragdes nao acarretou diferenga significante na produgao de estradiol (p =
0,8322 quando testosterona a 2x 10% M e p = 0,8558 com a concentragdo de

testosterona de 2x10° M).
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Tabela 6 - Valores em média das dosagens de estradiol em pg/ml de fluidos de cultivos

de células da granulosa de mulheres sem endometriose (grupo controle) submetidas a

reproducio assistida.

Pac;’.?tes Expl  Exp2 Exp3 Exp4 Exp 5 Exp 6
01 [26984 109715 592043 257,25 710,00  6826,57
02 |22674 257705 1070038 14538 17521  7327,20
03 |80510 711,86 185317  1380,45 11385 218853
04 |651,29 107108 130410  1153,03  1397,44  1561,30
05 184,56 370,16 127880 197,90 349,50  1490,20
06 143,05 689,45 124487 17540 31493  1242,03
07 |417.96 46728 169890 22863 27853 157697
08 16506 332,33 808,56 176,06 306,33  1607,90
Média 613,03 91454 310115 627,81 780,91  2977,58

Experimento 1: Células da granulosa;
Experimento 2: Células da granulosa + Testosteronaa 2 x 10°M ;
Experimento 3: Células da granulosa + Testosterona a 2 x 10”°M;

Experimento 4: Células da granulosa + FSH (50 ng/ml) + IGF-1 (50 ng/ml);

Experimento S: Células da granulosa + Testosterona a 2 x 10°M + FSH (50 ng/ml) + IGF-1 (50 ng/ml);

Experimento 6: Células da granulosa + Testosterona a2 x 10°M + FSH (50 ng/ml) + IGF-1 (50 ng/ml).
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Tabela 7 - Valores em média das dosagens de estradiol em pg/ml de fluidos de cultivos

de células da granulosa de mulheres com endometriose submetidas a reprodugdo

assistida.
Pacientes

N°® Expl Exp2 Exp 3 Exp 4 Exp 5 Exp 6
01 111,20 120,66 141,66 160,00 120,33 144,53
02 7,43 7,11 7,79 7,69 7,30 9,70
03 436,66 383,00 273,00 402,00 541,00 505,33
04 311,66 262,66 230,00 469,33 300,66 223,50
05 214,50 161,66 165,83 152,00 352,50 646,00
06 170,16 189,26 110,93 213,33 226,50 143,50
07 301,33 192,66 247,00 270,66 330,33 408,33
08 717,25 562,16 253,50 643,33 448,50 382,00

Média 283,77 234,90 178,71 289,79 290,89 307,86

Experimento 1: Células da granulosa;

Experimento 2: Células da granulosa + Testosterona a2 x 10°M ;

Experimento 3: Células da granulosa + Testosterona a 2 x 10°M;

Experimento 4: Células da granulosa + FSH (50 ng/ml) + IGF-1 (50 ng/ml);

Experimento 5: Células da granulosa + Testosterona a 2 x 10°M + FSH (50 ng/ml) + IGF-1 (50 ng/ml);

Experimento 6: Células da granulosa + Testosterona a 2 x 10°M + FSH (50 ng/ml) + IGF-1 (50 ng/ml).
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Grafico 1 - Niveis de E2 (pg/ml) em fluido de cultivo de células da granulosa do grupo

de mulheres com endometriose e controle, em condigdes basais. * p<0,05
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Grifico 2 - Atividade da aromatase expressa em niveis de E2 em pg/ml produzidos em
resposta a adigao de testosterona na concentragio final de 2 x 10°M em cultivo de células
da granulosa do grupo de mulheres com endometriose e controle.

* p<0,05
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Grafico 3 - Atividade da aromatase expressa em niveis de E2 (estradiol) em pg/ml
produzidos em resposta a adigdo de testosterona na concentragao final de 2 x 10°M em

cultivo de células da granulosa do grupo de mulheres com endometriose e controle.
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4.2.3. Progesterona

Os valores das dosagens de progesterona nos fluidos de cultivos
celulares da granulosa de mulheres com endometriose e controle, submetidas a
FIV ou ICSI, encontram-se descritas no apéndice 02 (triplicata). Os valores
expressos em média estao contidos nas tabelas 8 e 9.

Nao foi observada nenhuma diferengca na produgcdao de progesterona
pelas células da granulosa de mulheres com endometriose e pacientes do grupo
controle em condigbes basais, ou seja, sem adicdo de nenhum reagente ao meio
de cultivo (p = 0,8830); ou com adigzo de testosterona a 2x10°M (p = 0,6933) ou
a 2 x 10°M (p = 0,1603) (Figura 6). Ainda, também nao houve diferenca nos
niveis de progesterona quando foi adicionado IGF-1 ou FSH ao meio de cultivo
sozinho (p = 0,1306) ou associados a testosterona (p = 0,6795 quando a 2x 10®

M e p = 0,5790 com a concentragio de 2x10° M).
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Tabela 8 — Valores em média das dosagens de progesterona em ng/ml de fluidos de

cultivos de células da granulosa de mulheres sem endometriose (grupo controle)

submetidas a reprodugéo assistida.

Pacientes

N° Expl Exp2 Exp 3 Exp 4 Exp 5 Exp 6
01 182,66 178,33 93,53 145,53 122,10 135,56
02 349,33 256,50 312,16 247,00 303,33 365,33
03 198,33 170,00 236,33 341,00 336,66 338,00
04 391,00 463,33 417,66 489,00 500,00 588,66
05 213,33 235,33 195,33 289,33 272,66 234,66
06 38,47 70,60 42,26 41,3 41,96 28,70
07 210,00 153,50 176,00 141,86 80,26 138,00
08 414,33 406,00 323,00 331,00 355,66 378,66

Média 249,68 241,70 224,53 253,25 251,58 275,95

Experimento 1: Células da granulosa;

Experimento 2: Células da granulosa + Testosteronaa 2 x 10°M ;

Experimento 3: Células da granulosa + Testosterona a 2 x 10°M;

Experimento 4: Células da granulosa + FSH (50 ng/ml) + IGF-1 (50 ng/ml);

Experimento S: Células da granulosa + Testosterona a 2 x 10°M + FSH (50 ng/ml) + IGF-1 (50 ng/ml);

Experimento 6: Células da granulosa + Testosterona a 2 x 10°M + FSH (50 ng/ml) + IGF-1 (50 ng/ml).
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Tabela 9 — Valores em média das dosagens de progesterona em ng/ml de fluidos de

cultivos de células da granulosa de mulheres com endometriose submetidas a reproducéo

assistida.
Pacientes

N° Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 4 Exp S Exp 6
01 111,20 120,66 141,66 160,00 120,33 144,53
02 7,43 7,11 7,79 7,69 7,30 9,70
03 436,66 383,00 273,00 402,00 541,00 505,33
04 311,66 262,66 230,00 469,33 300,66 223,50
05 214,50 161,66 165,83 162,00 352,50 646,00
06 170,16 189,26 110,93 213,33 226,50 143,50
07 301,33 192,66 247,00 270,66 330,33 408,33
08 717,25 562,16 253,50 643,33 448,50 382,00

Meédia 283,77 234,90 178,71 289,79 290,89 307,86

Experimento 1: Células da granulosa;

Experimento 2: Células da granulosa + Testosterona a2 x 10°M ;

Experimento 3: Células da granulosa + Testosterona a 2 x 10”°M;

Experimento 4: Células da granulosa + FSH (50 ng/ml) + IGF-1 (50 ng/ml);

Experimento S: Células da granulosa + Testosterona a 2 x 10°M + FSH (50 ng/ml) + IGF-1 (50 ng/ml);

Experimento 6: Células da granulosa + Testosterona a2 x 10°M + FSH (50 ng/ml) + IGF-1 (50 ng/ml).
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Figura 6 - Niveis de P4 (ng/ml) produzidos em condigdes basais (grafico A); em
resposta a adigdo de testosterona na concentragio final de 2 x 10°M (gréfico B) e 2 x
10°M (grifico C) em cultivo de células da granulosa do grupo de mulheres com

endometriose e controle.
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Discussao

Aromatase € uma enzima que se tornou alvo de crescente interesse em
reproducdao humana. Primeiramente porque representa uma enzima “chave” no
processo de foliculogénese com envolvimento direto com a qualidade oocitaria
(Guet et al., 1999); em segundo lugar, seu envolvimento na etiopatogenia da
endometriose vem sendo extensivamente estudado com evidéncias importantes
de alteracbes em sua expressdo nos tecidos endometriéticos, bem como no
endométrio tépico de mulheres com endometriose (Bulun et al., 2002), além de
possivel defeito genético envolvendo polimorfismos do seu gene associados
com a endometriose (Arvanitis et al., 2003). E, em terceiro lugar, o impacto que
representa esta enzima sobre o tratamento da infertilidade e endometriose com
o advento de drogas denominadas inibidoras da aromatase (Neme et al., 2001;
Karaer et al., 2004).

Estas drogas inibidoras da enzima aromatase tém apresentado resultados
favoraveis como indutores de ovulagdo. O mecanismo de agéo se baseia no fato
de que esta droga levaria ao blogueio do estradiol no inicio do ciclo menstrual,
reduzindo o “feedback” central, com elevagcdo dos niveis de gonadotrofinas
(Mitwally & Casper; 2002). Ainda, com o bloqueio da conversao de andrégenos a
estrébgenos no ovario, os andrégenos acumulados na fase inicial de
desenvolvimento folicular parecem ter um efeito estimulatério sobre a agédo do
FSH, aumentando a expressdo de seus receptores (Mitwally & Casper, 2002;
2004). Neste sentido, os inibidores da aromatase podem substituir o uso do
clomifeno no futuro, com as vantagens de ndo apresentar os efeitos anti-

estrogénicos deste. Contudo, os estudos ainda apresentam casuisticas
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limitadas, com estudos ndo randomizados nem placebo-controlados (Mitwally &
Casper, 2002).

Em adicdo, o acimulo de andrégenos no foliculo na fase inicial do ciclo
mesntrual também pode estimular o IGF-1, agindo em sinergismo com o FSH no
processo de foliculogénese (Mitwally & Casper, 2002; 2004). Com isso,
encontra-se uma possivel associagdo entre aromatase, sistema IGF-1 e FSH,
todos agindo de maneira paracrina no foliculo. A alteragdo deste sinergismo com
a expressdo aberrante da aromatase como provavelmente acontece na
endometriose, pode comprometer a foliculogénese e produzir oécitos de ma
qualidade (Harlow et al., 1996). De fato, neste estudo observou-se a produgéo
basal de estradiol reduzida na endometriose em relagdo ao controle, na
progesterona, entretanto, ndo houve diferenga.

No presente estudo, encontrou-se reducgdo da atividade da aromatase nas
mulheres com endometriose em comparagao aquelas do grupo controle. Porém,
esta diferenca foi encontrada somente quando a concentragcdo de testosterona
adicionada ao meio de cultivo foi de 2 x 10°M, achado concordante com o
estudo de Harlow et al. (1996). Na maior concentragao utilizada neste estudo, de
2x10°M, niao foi encontrada diferenca entre os dois grupos, apesar de os
valores de producédo de estradiol (pg/ml) em média apresentarem-se superiores
no grupo controle em relagéo ao grupo com endometriose. Podera existir algum
mecanismo intrinseco enzimatico de regulagdo da atividade da enzima, como a
prépria saturacdo de seus receptores, que impegca que mesmo adigoes
crescentes de substrato, neste caso a testosterona, ndo acarrete aumento da

atividade da aromatase como esperado.
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Quanto a suplementagdo de FSH e IGF-1 ao meio de cultivo, ha a
descricdo de seus efeitos estimulatérios sobre a aromatase (Erickson et al.,
1989; Fernandes, 2004). No presente estudo ndo encontramos qualquer
diferenca quanto a atividade da aromatase quando foram adicionados os
reagentes FSH e IGF-1 ao meio de cultivo. Uma das hipéteses desse achado no
grupo com endometriose seria o comprometimento, nesta doenga, da
responsividade das células da granulosa a agentes estimulatérios como o FSH e
IGF-1 (Cahill et al., 2003). Outra hip6tese seria a baixa densidade celular no
meio de cultivo. Em nosso estudo utilizamos placas de 35 x 10 mm, com um
volume total de 1 ml. DeMoura et al. (1997) relataram que a menor densidade
celular pode afetar estimulos autécrinos ou paracrinos devido ao menor contato
entre as células no cultivo na placa. Ainda, outro fator envolvido poderia ser o
tempo de cultivo. DeMoura et al. (1997) encontraram uma correlagéo positiva do
IGF-I (50ng/ml) e do FSH (20 ng/ml) em placas de cultivo contendo 2 x 10°
células viaveis/placa num periodo de 72 h; no presente estudo utilizamos 50.000
células viaveis/placa e um tempo de cultivo de 24 horas. Esta redugdao no
numero de células/placa bem como no tempo de cultivo podem ter ocasionado
interferéncia nos resultados encontrados, com discordancia quanto aos dados
da literatura sobre o papel sinérgico do IGF-l e FSH sobre a esteroidogénese
ovariana. Fernandes (2004) também nao encontrou qualquer efeito estimulatério
do IGF-1 e FSH sobre a producgao de estradiol e progesterona ovarianos in vitro
através de cultivo celular da granulosa usando a mesma densidade de células
do presente estudo (50.000 células viaveis/placa), com um tempo de cultivo de

48 horas.
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Ainda em relagdo a aromatase e endometriose, essa enzima apresenta
importancia indiscutivel na etiopatogenia da endometriose. E nesta doenca,
caracterizada por diversas interagbes moleculares em seu processo
fisiopatologico, o tratamento clinico hormonal ainda ndo se apresenta satisfatorio
(Neme et al., 2001). Os inibidores de aromatase representam uma emergente
modalidade terapéutica na endometriose, pois atuam diminuindo os niveis
séricos de estrégenos com inibicdo do crescimento do tecido endometritico e
também atuam reduzindo a expressdao do gene da aromatase (Neme et al.,
2001)

Diante deste intenso envolvimento fisiopatologico entre aromatase e
endometriose, espera-se que a expressdao desta enzima possa ser
implementada no processo de diagndstico da endometriose, com o advento de
técnicas sensiveis e especificas que possam identificar até mesmo estagios

iniciais desta doenca.
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6. Conclusao

Observou-se no presente estudo a redugcdo da atividade da
aromatase nas células da granulosa in vitro em mulheres com endometriose
comparadas as pacientes do grupo controle, submetidas a reproducao
assistida (FIV e ICSI) quando houve adigdo de testosterona a 2 x 10°M. A
produgado basal de estradiol também foi menor no grupo com endometriose.
A suplementacdo de FSH e IGF-1, entretanto, ndo mostrou quaisquer

diferengas entre os grupos controle e endometriose.
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Apéndice 02 - Niveis de progesterona em ng/ml de fluidos de cultivo celular de células da granulosa de mulheres inférteis sem endometriose

(grupo controle) submetidas & reprodugdo assistida (FIV ou ICSI). x = valores desconsiderados.
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Apéndice 02 - Niveis de progesterona em ng/ml de fluidos de cultivo celular de células da granulosa de mulheres inférteis com endometriose submetidas a
reproducdo assistida (FIV ou ICSI). x = valores desconsiderados.
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{grupo controle) submetidas a reproduggo assistida (FIV ou ICSI). x = valores desconsiderados.
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endometriose submetidas a reproducéio assistida (FIV ou ICSI). x = valores desconsiderados.

Apéndice 01 - Niveis de estradiol em pg/ml de fluidos de cultivo celular de células da granulosa de mulheres inférteis com
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,

abaixo assinado, tendo sido devidamente esclarecida sobre todas as
condi¢gdes do documento “ESCLARECIMENTO AO SUJEITO DA PESQUISA”
(anexo 2), de que se trata o Projeto de Pesquisa intitulado “ATIVIDADE DA
AROMATASE EM CELULAS DA GRANULOSA | DE PACIENTES COM
ENDOMETRIOSE SUBMETIDAS A 'i'ECNlCAS DE REPRODUCAO
ASSISTIDA”, que tem como pesquisadora responsavel a mestranda Lauriane
Giselle de Abreu, sob orientacdo do Prof. Dr. Marcos Dias de Moura,
especialmente no que diz respeito ao objetivo da pesquisa, aos procedimentos
a que serei submetida, aos riscos e beneficios, a forma de ressarcimento no
caso de eventuais despesas, bem como a forma de indenizagdo por danos
decorrentes da pesquisa, declaro que tenho pleno conhecimento dos direitos e

das condi¢des que me foram asseguradas, a seguir relacionadas:

1. A garantia de obter resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de
qualquer duvida a respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e de
outras situagées relacionadas com a pesquisa e o tratamento a que
serei submetida;

2. A liberdade de retirar o meu consentimento e deixar de participar do
estudo a qualquer momento, sem que isso traga prejuizo a

continuidade do meu tratamento;
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3. A seguranca de que nao serei identificada e que sera mantido o carater
confidencial da informacgao relacionada a minha privacidade;

4. O compromisso de que sera prestada informagao atualizada durante o
estudo, ainda que esta possa afetar a minha vontade de continuar dele
participando;

5. O compromisso de que serei devidamente acompanhada e assistida
durante todo o periodo de minha participagdo no projeto, bem como de
que sera garantida a continuidade do meu tratamento apés a conclusao

dos trabalhos da pesquisa.

Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condi¢gdes que foram
apresentadas e que, livremente, manifesto a vontade de participar do referido

projeto.

Ribeirao Preto, de de

Assinatura da paciente
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ESCLARECIMENTO AO SUJEITO DA PESQUISA

1. TITULO DA PESQUISA:
“ATIVIDADE DA AROMATASE EM CELULAS DA GRANULOSA DE
PACIENTES COM ENDOMETRIOSE SUBMETIDAS A TECNICAS DE

REPRODUGAO ASSISTIDA”

2. PESQUISADORA RESPONSAVEL:
LAURIANE GISELLE DE ABREU, CRM/SP N° 111.248 (ALUNA de
MESTRADO NA USP/RIBEIRAO PRETO)

3. ORIENTADOR :

PROFESSOR DOUTOR MARCOS DIAS DE MOURA, CRM N°49.816/SP

4. PROMOTORA DA PESQUISA:

FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO.

Vimos, por meio desta, solicitar sua participagdo neste estudo.

Ele tem como objetivo testar a hipétese de que a aromatase (uma
enzima, ou seja, uma substancia que o organismo produz normalmente que se
relaciona com o funcionamento do oécito, ou évulo), e que estaria alterada nas
células da granulosa (células componentes do oécito), presentes no fluido

folicular (liquido que fica junto ao odcito). Isto sera verificado em pacientes
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normais (sem endometriose) e naquelas que possuem endometriose (doenga
na qual as células do endométrio, que correspondem a camada interna do
atero, se implantam em outros locais fora do Gtero).

Estamos propondo este estudo pois pesquisas similares apontam para
esta alteracao nestas pacientes com endometriose e isto poderia ser um fator
correlacionado a infertiidade e resultados insatisfatérios apresentados por
estas pacientes nas Técnicas de Reproducao Assistida (FIV - Fertilizagao in
Vitro e ICSI - Injecao Intracitoplasmatica de Espermatozéide, ou seja, técnica
em que se injeta o espermatozoéide dentro do 6vulo).

Desta maneira, estamos propondo este estudo que constara de 2
grupos: (1) grupo de pacientes sem endometriose e (2) grupo de pacientes
com endometriose, todas submetidas a técnicas de reprodugao assistida (FIV
ou ICSI). No final do estudo, realizaremos a comparagao entre estes dois
grupos e checaremos se ha diferenca na atividade da aromatase nas células
da granulosa destas pacientes e também se ha diferencas nos resultados da
FIV ou da ICSI.

Participando deste projeto, vocé recebera o tratamento da
mesma forma que as pacientes que nao participam, com todos o exames e
recursos disponiveis para melhor atendé-la.

Durante a coleta de oécitos para a FIV ou ICSI, é aspirado o fluido
folicular que contém o odcito que sera utilizado. Este fluido, normalmente,
depois € desprezado. Neste projeto pretendemos, com o seu consentimento,
usar este fluido contendo as células da granulosa para pesquisar a atividade

da enzima aromatase, como ja foi exposto previamente. Nao sera necessario
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submeter-se a nenhum procedimento adicional, além do que ja ocorre
normalmente no processo da FIV ou da ICSI.

Informamos que seu nome e seus dados pessoais ndo aparecerao no
trabalho ou em outro meio de informagao, ou seja, o sigilo sera mantido.

Além disso, a qualquer momento vocé podera solicitar sua saida do
trabalho, se assim desejar, sem nenhum prejuizo a continuagdo de seu
tratamento neste servico.

Ficamos a disposigcao para esclarecer todas as davidas que

surgirem, inclusive sobre 0 andamento da pesquisa e seus resultados.

Os pesquisadores.
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Protocolo de Pesquisa

Grupo ( )Caso ( ) Controle
Procedimento ( )FIV ( )Icsl
Nome Idade ....... anos
RG Paridade G......P....C........ A...... Filhos Vivos  ..............
Diagnéstico Endometriose ( )minima ( )leve ( )moderada ( )grave
( ) fator masculino - ( ) oligo ( ) terato ( )asteno
( ) fator tubareo
( ) ESCA ( )outros - .
Antecedentes Pessoais
Cirurgias Prévias
Antecedente Familiar ( )endometriose Grau de Parentesco ..... i,
Tempo de Infertilidade ....... anos
Tratamentos de ( )sim - ( ) Clomifeno ( )IUI ... ( )FIV......... ( )ICSI....uu..uue
infertilidade anteriores ( ) ndo
Laparoscopia Data - ...l...J,,,,,
(descricao)
Anatomo patoldgico ()nao ( )sim
Histeroscopia [ | O
Histerossalpingografia Data - ... ....[.... ....ccc.uc......
Espermograma = ........ ml N°........ Milhdes/ml Vitalidade ....... % N°spz méveis no
A.....% B..... % C..ceee.% recuperadoN°......
D....... % Morfologia ....... % (Kruger) Milhdes/ml
FSH Data ../l....l..... nivel.............. ng/dl
Protocolo de indugcao  N°dias .............
Medicamento ( ) FSHr -dose ( ) outros —nome - ....cccanennns R ptansuns
( ) HMG —dose.......ccccvrvmrercarrasencia - dOSe  .ccsisssssissnenies
Analogo GnRH ( )agonista — nome........ccccceeeuurrenee. ( )antagonista - N° dias ............
NOME ...ccoereenrsnnsens
Foliculos puncionados ............ N° de o6citos captados .....eeeee ™ ceeeeeseee %
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Qualidade: ) [ —
N° de embrides formados.......... y R
transferidos.......... . SN
R
Endométrio nodiada  Transferéncia ....................... mm
Passagem do catéter ( ) facil ( ) dificil - especificar:
Complementagao litea ( ) duphaston 30 mg/dia ( ) crinone gel 8% ( ) outro
Cultivo N°
No de células
Data da incubagdao  ....... l....... I...... Data da retirada  ....... Ieee... I.......
Dosagem estradiol | 11 ng/ml [1.2 13 Média Mediana
21 2.2 23 ]
31 3.2 | 33
4. 42 143
5.1 5.2 53
e e e — {
6.1 /6.2 6.3 5
B HCG ( )pos () neg
Gravidez clinica ( )sim ( )ndo
N°sacos ()1()2 ( )3ou Aborto ( ) ndo ( )sim
gestacionais +
Intercorréncias
Grupos:
1. Célula + meio cultivo
2. Célula + 20 pl solugao mae Testosterona + meio de cultivo
3. Célula + 200 pl solugao mae Testosterona + meio de cultivo
4. Célula + 10 pl FSH + 10 pl IGF-1 + meio de cultivo
5. Célula +20 pl de solugdo mie Testosterona + 10 pyl FSH + 10 pl IGF-1 + meio de cultivo
6. Célula + 200ul de solugao mae Testosterona + 10 pl FSH + 10 pl IGF-1 + meio de cultivo
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

CEP. 14048-900

RIBEIRAO PRETO -S.P. CAMPUS UMIVERSITARIO - MONTE ALEGRE
BRASIL FONE: 602-1000 - FAX (016) 633-1144

Ribeirdo Preto, 01 de setembro de 2004

Oficio n® 2501/2004
CEP/SPC
PROCESSO HCRP n° 5694 /2004

Senhor Professor:

O Comité de Etica em Pesquisa, em sua 1872
Reuniido Ordinaria realizada em 30/08/2004, tomou conhecimento e
aprovou a recomendagio solicitada pela CONEP, em Parecer n°
1492 /2004, referente ao Projeto de Pesquisa intitulado: “ATIVIDADE
DA AROMATASE EM CELULAS DA GRANULOSA DE PACIENTES COM
ENDOMETRICSE SUBMETIDAS A TECNICAS DE REPRODUCAO
ASSISTIDA”.

Aproveito a oportunidade:- para renovar a

N

Vossa Senhoria protestos de estima e consider;ggéo. 3

/
!

4

PROF. DR. SERGIO PEREIRA DA CUNH.
Coordenador do Comité i €squisa

e da FMRP-USP

[lustrissimo Senhor

PROF. DR. MARCOS DIAS DE MOURA
LAURIANE GISELLE DE ABREU (Aluna)
Depto. de Ginecologia e Obstetricia

Em maos
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| FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO-USP
l DEPARTAMENTO DE GINECOLOGIA E OBSTETRICIA

Av. Bandeirantes, 3900 - 1° andar - Ribairdo Preto-SP - CEP 14049- 200
Fone (016) 833-0216 - Fax (016) 833-0948

Sator de Reprodugio Humana

.

REPRODUCAO ASSISTIDA
TERMO DE CONSENTIMEN To

e meu mandu

nos suhmelemus hvrt.mcmc. a pumupur dt: m'm.c«.lmu.mm que visam a uhte.-xu,ﬂu de umn ge.smc,ﬂu dr.vu.lu u mlc.mhdude «.muugnl
Fomoes inlonnados dos diversos aspectos meédicos, éticos e juridicos gue envolvem os diferentes tralamentos, assim como dos
resuitados ji ablidos nessa unidade de tratamento. Como participantes do Progruna de Fertilizaglo Assislida do HCRP-USP damos
livre e voluntariamente nosso consentimento e autorizagdo ao Setor de Repradugdo Humana do HCRE da Faculdade de Medicina de

Ribeirflo Preto dn Universidade de SOo Paulo, seus diretores, médicos e assisienles a realizarem os seguinles procedimentos
assinalados:

INSEMINACAO INTRA-UTERO
SIM
NAO
NAO SE APLICA
Para a realizag5o de inscminagdo intra-atero ([U[) autorizamos a indugdo da ovulagdo e o preparo do sémen do meu marido
(capacitagdo) para posterior inseminagio intra-itero. Pam a realizaglio desse procedimento entendo que deverei utilizar drogas que
podem ter efeitos colalerais, os quais me foram devidamente esclarecidus, sendo os principais a Sindrome de Hiperestimulagdo
Ovariana e a Multiparidade (gravidez multipla). Isenlamos a equipe de qualquer responsabilidade sobre as complicagdes ou efeitos
colaterais que venham a ocorrer.
Em algumas situagdes pode ocarrer excessiva resposta aos medicamentos utilizados ¢ nesse casos o tratamento pode ser
interrompido ou ser mudado para outro procedimento como a fertilizagdo in vitro (FIV). Scremos informados dessa situagdo e

paderemos realizar a opgdo de continuanios o tratamento com a FIV ou interromper a inseminagdo intra-itero sein prejuizo para
tuturas inseminagiies,

FERTILIZAGAO /V VITRO (FIV) E MICROMANIPULAGCAO DE GAMETAS (ICSI)
SIM
NAO
NAO SE APLICA

Fomos informados de que parn a redlizagdo de FIV efou [CSI sio necessirias diversas ctapas, a saber: 1. indugio da
ovulagdo que visa a abtengdo dewrn grande nimero de dvulas a partir da utilizagdo de medicagdes (gonadotrotinas), 2. monitorizagdo
da ovulagdo feita por uilra-sonografia transvaginal seriada; 3. capta¢iio de ovulos que se conslitui dn aspiragdo dos foliculos feita
atraves da pungdo transvaginal guiadn pelo ultra-som sob anestesia geml endovenosa; 4. inseminagio e cultivo dos dvulos caplados por
meio de FTV ou ICSI, (eita no lahoratério; 5. transferdncia de até 4 cmbrides ao tera, de acordo com meu consentitmento no dia da
transferéucia; 6. lase lilea que se constitui da utilizaghu de medicagdes para suplementar a produgiio de honmonios dos ovirios.
Autorizamos a realizaglo de todas estas etapas acima descritas e nos responsabilizamos pela adequada utilizagdo dos medicagdes
prescritas.

Fomes orientados de que podemn ocorrer talhas em diversos pontos do processo para realizagdo de FIV e/ou [CSI: falha de
resposta a indugfio da ovulagdo, auséncia ou reduzido nimero de 6vulos captados e falha ou baixa tuxa de fertilizaglio dos Gvulos
inseminados, 0 que pode resultar em poucos ou nenhum embrifio a sa(em) transferido(s). Ausentamnas a equipe de profissionais
responsaveis pelo nosso tratamento de quaisquer destas intercorréncias que possam vir a ocorrer durnute o nosso tratamento. Fomos
também esclarecidos das taxas de gestagio deste servigo.

Fomos informados de que podem ocorrer etettos colaterais e/ou complicagdes decorrentes do uso das medicagdes indutoras
da ovulagilo (Sindrome de Hipersstimulagdo Ovariana), da captagdo oocitdria (sangramento no local da pungdo e risca anestésico) e
dos riscos de gestogdes multiplas. [sentamos a equipe de tada ¢ qualquer responsabilidade sobre as complicagdes ou efeitos colateris
que venham a ocorrer.

A micromanipulagio (ICST) é uma técnica onde é realizada a ‘mjeqio de um nico espermalozéide no interior de um avulo.
Concordamos que a indicaglio de FTV ou ICSI serf de responsabilidade da cquipe médica ¢ de cmbriologistay responsdiveia pelo nosso
tralnniento. Fontox informudos de goe n JCSD & tdenicn introdizitn demobe 1997 6 bt o nionwendo on dilos sodae somaentn dng 1inens e
mallonungdes letais nng crinngns mnseicdng apoy cstn Iéenicr nllo sito conclhigivos, miy wflo sugerem aver ete nmento e 1digto mn
esperado em gestagdes espontineas. Isentamos a equipe de profissionais responsiveis pelo nosso tratamento de qualquer distiwbio
gestacional ¢ anomalia congénita ou maltormagdo fetal que por venturn venham a ocorrer, taitto da realizagdo de F1V come de ICSI.
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CONGELAMENTO DE EMBRIOES
SiM
NAO
NAO SE APLICA

. No decorrer de um ciclo de fertilizagdo in vitro (FIV) ou de micromanipulagio de gametas (iCS!) pede ser produzido um
numero maior de embrides do que o nunero que pode ser translerido no mesmo ciclo. Caso existam embrdes eXNcedentes, os mesinos
poderdo ser congelados. Concordamos com o congelamento 1o dia a ser determinado pela equipe médica. Estamos cientes que apos
descongelamento, alguns ou tados os embrides podem ndo sobreviver ao processt de congelamento.

' Concordainos com a estocagem dos embrides congetados por um perfodo maximo de 3 anos. Apds 3 anos de cstocagen dos
unbrides congelados, caso nio desejemos a transleréncin dos cmbrides descongelados e viaveis, concordamos com a doagiio andnima
dos embrides para outra(s) casal(is) que deseje(in) gravidez.

) Cn.so ocorra o fulccimento de um dos cOnjuges ou de ambos, divoreio ou doengas graves em wn o e ambos oS chnjuges,
que neapacitem os) mesmo(s) a tomar(em) decisdes, auworizamos a dosgfio anénitia de todos os cmbrides criuprcscrvndoé pera
outro(s) casal(is) que descje( n) gravidez,

No Jia da realizagiio do congelumento dos cinbrides nos serd fomecido um novo tenno de consentunento infonnado, onde
coustard o ninmero lolal de embrides que forum efctiviunente congelados, onde daremos ciéncia.

Fomes informados de que, caso niio concordemos com a realizagio de congelamento de possiveis einbrides remanescentes,
optamos pela inseminaglio de um niunero méximo de 5 dvulos (se for produzido um niunero maior. as dvulos deverdio ser descartndos
ou doados, confonine consentimento especifico sobre doagfio de 6vulos).

DOAGCAO DE OYULOS
SIM

N&Q

NAO SE APLICA

Concordamos com a doaglo anduima de dvulos, que ser feila apenas quando o nimero de ovulos ohtidos for superior a 8,
Ou superior a 5 se decidimos nfio congelar ambrides. Estamos cientes de que as criongas nascidas o puitir da donglo de dvulos sdo
moral e legalimente de scus pais que a geraram, ndo havendo de nossa parte nenhum interesse ein conhiceer a sua evolugdo nem de
pedir direitos legais sobre estas criangas. Fomos infonnados de que a autorizagdo para doannos ou ndo dvulos et nada influenciard a
conduta dn equipe de pro(issionais deste Servigo peroute o nosso tmtamento de infertilidade.

A doagiio ndo lerd carater lucrativo ou comercial e os doadores ndo devem conhecer a identidade dos receplores e vice-versa.
Em situagdes especiais, as informagdes sobre os doadores, por motivo médico, podem ser fornecidas exclusivamente para médicos,
resguardando-se a identidade civil do doador. O Servigo de Reprodugdo Humana mantém um registro de dados clinicos de cardter
geral, a fim dc cvitar que um doador tcnha produzido mais do que duas gestagdcs, de sexos difcrentes, numa area de um mithdo de
habitantes. A escolha de doadores ¢ de responsabilidade da unidade e, dentro do possivel devera garantir que o doador tenha a maior
semelhanga com a receplora.

DOACAO DE EMBRIOES
SIM
NAO
NAO SE APLICA

Concordamos com a doagdo de embndes que ndo serdo utilizados por nos. Estamos cientes de que as criangas nascidas a
partic de embrides doados s&o moral e legalmente dos puis que viio gerar o s) {itho(s), nflo havendo de nossa parte nenlwun interesse
em conthecer a sua evolugdo nem de pedir direilos legais sobre estas criangas. A autorizagdo para doamos ou nito embriGes emn nada
influenciar a postura da equipe de profissionais desle Servigo perante o nosso tratamento de infertilidade.

A doagdo ndo terd cardter lucrmtivo ou comercial e os doadores ndo devem conhecer a identidade dos rcceptores e vice-versa.
Em situagdes especiais, as intormagdes sobre os doadores, por molivo médico, podem ser fornecidas exclusivamente para médicas,
resguardando-se a ideatidade civil do doador. O Servigo de Reprodugio Humana mantém um registro de dados clinicos de caréter
geral, a fim de evitar que um doador tenha produzido mais dé que duns gestagdes, de sexosdilerentes, numa drea de um mithio de

habitentes. A escatha de doadaores & de responsabilidade da unidade ¢, dentro do possivel devera garnntir que o doador tenha a maior
semelhanga com a receplora.

Tendo lido com atengdo e compreendido tedas as infonnagdes contidas has duas pginas deste documento, recebido informagdes
adicionais e esclarecimentos, concordamos espounlaneamente em participar do Programa de Fertilizagiin Assistida do HCRP. Nos
entendemos gue em todo tratnmento médico, bem como na Reprodugilo Assistida existem riscos ¢ efeitos volalerais aos quais
estamos expostos, lendo sido esclarecidos todas as nossas davidas em relagdio ao procedimento. E de nosso conhecimento que o
tratamento proposto podera ser suspenso a critério médico e que também poderemos nos recusar a continuar o tratamento, sem
nos isentarmos dos custos ou responsabilidades jé assumidas. Eximimos a equipe médica de qualquer responsabilidade em
eventuais ocorréncias de complicagdes como abortamento, maifonnagdes letais ou patologias matermas em caso de gravidez,

Nio havendo ditvidas, datamos e abaixo assinamos:

Casal: Sr....
Testenunlws :

Ribeirdo Pretq,........ dE L iiceerrennreens de 20K)......
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