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RESUMO

Objetivos: Avaliar a acuracia de fatores progndsticos em terapia de
reproducado assistida, analisando-se a reserva ovariana através da contagem
de foliculos antrais e dosagem sérica do horménio anti-mulleriano e a
receptividade endometrial pela dosagem de urocortina no lavado e biopsia
endometriais, seguindo 0s seguintes objetivos especificos: (1) Investigar se a
contagem de foliculos antrais e se as concentracbes de horménio anti-
mdulleriano no soro e de urocortina no lavado e bidpsia endometriais, medidas
no més anterior ao ciclo de reproducéo assistida, sao diferentes em pacientes
gue subsequentemente obtiveram gestacdo comparadas as que nao
obtiveram gestacao; (2) Avaliar a estabilidade da dosagem do hormonio anti-
mdulleriano durante o ciclo menstrual, comparando seus valores em dois
momentos distintos do ciclo; (3) Avaliar a sensibilidade e a especificidade dos
trés testes (contagem de foliculos antrais, horménio anti-mulleriano e
urocortina) na predicdo de gravidez em mulheres submetidas a terapia de
reproducao assistida.

Material e métodos: Estudo prospectivo desenvolvido no Laboratério de
Reproducdo Humana Professor Aroldo Fernando Camargos do Hospital das
Clinicas da UFMG. Pacientes: Pacientes admitidas para realizacdo de
FIV/ICSI. Métodos: (1) Contagem de foliculos antrais no 3° dia do ciclo
menstrual por ultrassom endovaginal (135 pacientes); (2) Dosagens de
horménio anti-mulleriano no sangue periférico, colhido no 3° e entre 18° e 20°
dias do ciclo, através de Kits de ELISA (135 pacientes); (3) Dosagem da
urocortina no lavado endometrial, colhido entre o 18° e 20° dias do ciclo,
através de Kits de ELISA (102 pacientes); (4) Quantificacdo da expressao
génica da urocortina e dos receptores CRH-R1 e CRH-R2, por PCR em
tempo real, em amostras endometriais colhidas entre o 18° e 20° dias do ciclo
(55 pacientes).

Resultados: (1) A taxa de gravidez global foi de 21,48% e de 25,89% quando
consideradas apenas as pacientes que realizaram coleta ovariana. A taxa de
abortamento espontaneo foi de 34,5%; (2) Houve um predominio de
infertilidade primaria (74,5% entre ndo gravidas-NG- e 62,1% entre gravidas-
G); (3) A principal causa de infertilidade foi fator masculino (45,3%-NG e
65,5%-G); (4) Nao houve diferenca significativa da idade (p = 0,122), tempo
de infertilidade (p = 0.289), FSH dosado no 3° dia do ciclo (p = 0,522), dose
de gonadotrofinas utilizada (p = 0,119), contagem de foliculos antrais (p =
0,350) e espessura endometrial (p = 0,498) entre as pacientes que nao
engravidaram e as que engravidaram; (5) Houve diferenga significativa do
numero de odcitos (5,0-NG X 7,0-G; p = 0,013) e do numero de embrides
(3,42-NG X 4,0-G; p = 0,013) entre as pacientes que nao engravidarm e as
gue engravidaram; (6) As dosagens de AMH no 3° e entre 18° e 20° dias do
ciclo foram significativamente maiores nas pacientes que engravidaram (p =
0,006 e p = 0,001). Nao houve diferenca significativa entre as duas dosagens
de AMH de uma mesma paciente. A dosagem de AMH de 1,15 ng/ml, colhido
entre 18° e 20° dias do ciclo, prediz a ocorréncia de gravidez com
especificidade de 70% e sensibilidade de 62,1%; (7) A expressao génica
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relativa da urocortina foi 20% maior nas amostras endometrias das pacientes
gue engravidaram, mas a dosagem da urocortina no lavado endometrial ndo
apresentou diferenca significativa entre os grupos (p = 0,688); (8) Nao foi
observada nenhuma alteracéo na expressao génica de CRH-R1 e de CRH-R2
nas pacientes gravidas quando comparadas com as pacientes nao gravidas
(p =0,1892 e p=0,1923).

Conclusdes: (1) A contagem de foliculos antrais € bom preditor do nimero
de odcitos e de embribes obtidos em tratamentos de FIV. Ndo é bom preditor
da ocorréncia de gestacdo, ndo podendo ser estabelecido um valor de corte
para ser utilizado como exame de rastreamento pré-tratamento; (2) A
dosagem de horménio anti-mulleriano € bom preditor da ocorréncia de
gestacdo em tratamentos de FIV, apresentando-se significativamente maior
nas pacientes que engravidam. As concentracbes de AMH sdo estaveis
durante o ciclo menstrual, podendo o exame ser colhido em qualquer dia do
ciclo. Valores acima de 1,15 ng/ml determinam maior chance de gravidez com
especificidade de 70% e sensibilidade de 62,1%; (3) A expressao génica
relativa de urocortina no endométrio € 20% maior em pacientes que obtém
gravidez apoOs tratamentos de FIV. Sua dosagem por ELISA no lavado
endometrial ndo apresenta sensibilidade suficiente para ser utilizado como
marcador da receptividade endometrial em tratamentos de FIV.
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ABSTRACT

Objectives: Evaluate the accuracy of prognostic factors in assisted reproduction
therapy analyzing ovarian reserve by antral follicle count and serum levels of anti-
mdillerian hormone and endometrial receptivityby dosage of lavage urocortin and
endometrial biopsy, following the specific objectives: (1) Investigate if the antral
follicle count and anti-mullerian hormone serum levels, as well as the dosage of
lavage urocortin and endometrial biopsy, measured in the previous month to the
assisted reproduction cycle are different in patients who subsequently obtained a
pregnancy compared to the ones that did not obtain pregnancy; (2) Evaluate the
stability of the anti-millerian hormone dosage during the menstrual cycle, comparing
values in two distinct moments of the cycle; (3) Evaluate the sensibility and specificity
of the three tests (antral follicle count, anti-mullerian hormone and urocortin) in
predicting pregnancy in women submitted to assisted reproduction therapy.

Material and methods: Prospective study developed in the Laboratério de
Reprodugdo Humana Professor Aroldo Fernando Camargos do Hospital das Clinicas
da UFMG. Patients: Patients admitted for accomplishment of FIV/ICSI. Methods: (1)
Antral follicle count on the 3™ day of the menstrual cycle by endovaginal ultrasound
(135 patients); (2) Dosage of the anti-mullerian hormone in peripheral blood,
collected on the 3™ and between the 18™ and 20™ days of the cycle using ELISA kits
(135 patients); (3) Endometrial lavage urocortin dosage collected between the 18™
and 20" days of the cycle using ELISA kits (102 patients); (4) Quantification of the
urocortin and receptors CRH-R1 and CRH-R2 gene expression by Real time PCR in
samples collected between the 18™ and 20" days of the cycle (55 patients).

Results: (1) The global pregnancy rate was of 21,48% and 25,89% when
considering only patients who accomplished ovarian collection. The spontaneous
abortion rate was of 34,5%; (2) There was a predominance of primary infertility
(74,5% among non-pregnhant — NG and 62,1% among pregnants-G); (3) The main
cause of infertility was the masculine factor (45,3%-NG and 65,5%-G); (4) There was
no significant difference among ages (p=0,122), time of infertility (p=0,289), FSH
dosed on the 3" day of the cycle (p=0,522), gonadotropins dosage used (p=0,119),
antral follicle count (p=0,350) and endometrial thickness (p=0,498) between patients
who got pregnant and who did not; (5) There was significant difference in the
number of oocytes (5,0-NG X 7,0-G; p = 0,013) and number of embryos (3,42-NG X
4,0-G; p = 0,013) between patients who got pre%nant and who did not; (6)The AMH
dosages on the 3" and between the 18™ and 20™ days of the cycle were significantly
higher in patients who got pregnant (p = 0,006 e p = 0,001). There was no significant
difference between the two dosages of AMH from the same patient. The AMH
dosage of 1,15ng/ml, collected between the 18" and 20™ days of the cycle, predicts
the occurrence of pregnancy with a 70% specificity and 62,1% sensibility; (7) The
urocortin relative gene expression was 20% higher in endometrial samples of
patients who got pregnant, but the endometrial lavage urocortin dosage did not show
significant difference between the groups (p=0,688); (8) No significant alteration was
observed in the gene expression of CRH-R1 and CRH-R2 in pregnant compared to
non-pregnant patients (p = 0,1892 e p=0,1923).

Conclusions: (1) The antral follicle count is a good predictor for the number of
oocytes and embryos obtained in FIV treatments. It is not a good predictor for
pregnancy occurrence and a cutoff value cannot be established and used as a pre-
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treatment tracking exam; (2) The anti-mullerian hormone dosage is a good predictor
for the pregnancy occurrence in FIV treatments being significantly higher in patients
who got pregnant. The AMH concentrations are stable during the menstrual cycle
and the exam can be collected at any moment of the cycle. Values over 1,15ng/ml
determine higher pregnancy chance with specificity of 70% and sensibility of 62,1%;
(3) The endometrial urocortin gene expression was 20% higher in patients who got
obtained pregnancy after FIV treatments. The dosage of endometrial lavage using
ELISA did not present enough sensibility to be used as a marker of endometrial
receptivity in FIV treatments.
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1. INTRODUCAO



1 HORMONIO ANTI-MULLERIANO (AMH)

1.1 Fisiologiado horménio anti-mulleriano

O horménio anti-mulleriano é uma glicoproteina dimérica composta de dois
mondmeros de 72 Kda ligados por pontes dissulfeto. Pertence a superfamilia de
fatores B de transformacdo do crescimento (TGF-B), que inclui varias outras
glicoproteinas como inibinas e ativinas. Essa familia € formada por glicoproteinas
diméricas que estdo envolvidas no controle do crescimento e diferenciagdo tecidual.
O gene do AMH foi mapeado no braco curto do cromossomo 19 (19p13.3). O AMH
age através de dois receptores, ligando-se inicialmente ao receptor tipo I, que entdo
transmite o sinal ao receptor tipo | (1)

No sexo masculino, o AMH é sintetizado nas células de Sertoli logo ap6s a
diferenciacdo testicular e é responsavel pela regressao ipsilateral dos ductos de
Muller, que ocorre em dire¢cdo cranio-caudal e se completa em torno de oito
semanas de vida embrionéaria. Posteriormente, a producdo de testosterona pelas
células de Leydig ird estimular os ductos de Wolff, formando epididimos, ductos
deferentes e vesiculas seminais. Mutagbes do gene do AMH apresentam como
Unica expressao consistente a auséncia de regressédo de Utero e tubas uterinas no
sexo masculino. No sexo feminino, a auséncia do AMH, permite o desenvolvimento
de trompas, utero e terco superior da vagina a partir dos ductos de Miuller
(paramesonéfricos). Esse desenvolvimento requer o surgimento primario dos ductos
mesonéfricos e, por essa razdo, anormalidades no sistema renal se associam a

anormalidades de desenvolvimento de tubas, utero e regido proximal da vagina (1).



O AMH apresenta também outras funcdes: exerce efeito inibitério na meiose
oocitaria, participa da descida dos testiculos para a bolsa escrotal e inibe 0 acumulo
de surfactante nos pulmdes. A clivagem proteolitica do AMH produz fragmentos que
tém a habilidade de inibir o crescimento de varios tumores, o que pode constituir
potencial aplicacéo terapéutica (1).

O AMH secretado pelas células de Sertoli € detectado em sangue de homens
durante a infancia, adolescéncia e vida adulta, com declinio de seus niveis apos a
puberdade em consequéncia do efeito supressor exercido pela testosterona. Em
mulheres, o AMH secretado pelas células da granulosa ndo € mensuravel até a
puberdade. Essa diferenca permite que sua dosagem sérica seja um marcador
sensivel da presenca de tecido testicular em anomalias de intersexo (1).

Em mulheres, o AMH ndo se expressa antes do nascimento, garantindo a
diferenciacdo feminina normal. Apds a puberdade, o AMH é detectado nas células
da granulosa de foliculos primordiais e atinge pico de concentragdo em foliculos
antrais. A concentracdo de AMH em pequenos foliculos antrais é quase trés vezes
maior do que em foliculos pré-ovulatérios. Os niveis séricos de AMH se
correlacionam com o numero de foliculos ovarianos em crescimento, portanto, com a

reserva ovariana (2).

1.2 Reserva ovariana

A determinacgdo acurada da reserva ovariana permanece como um desafio
para o especialista em infertilidade. Alcancar esse desafio representaria a

possibilidade de predicdo das chances de sucesso da terapia de reproducao



assistida para determinada paciente. Deseja-se que seja possivel a identificacdo
daquelas com maiores riscos de interrupcdo do tratamento por ma resposta ao
estimulo ovariano ou mesmo de cancelamento de um ciclo de fertilizagdo in vitro
(FIV) por uma resposta exagerada, a qual poderia ocasionar efeitos colaterais
potencialmente graves, como a sindrome de hiperestimulo ovariano (OHS). A
correta avaliagdo da reserva ovariana permitiria um melhor planejamento do
tratamento, ou, em casos extremos, a sua nao realizacdo. O aconselhamento pré-
tratamento poderia reduzir o desgaste emocional das pacientes e amenizar a
decepcao diante de um resultado negativo.

O declinio do sucesso das terapias de reproducdo assistida relacionado a
idade da paciente é largamente atribuido a uma reducéo progressiva da quantidade
e qualidade oocitarias. Nos ultimos anos, diversos testes tém sido propostos para a
avaliacdo da reserva ovariana, geralmente avaliando-se sua acuracia através de
parametros como o numero de odcitos obtidos em uma coleta ovariana, ou mesmo
taxas de gravidez alcancadas. Muitos desses testes se tornaram parte dos
procedimentos diagndsticos de rotina para pacientes inférteis que serao submetidas
a técnicas de reproducdo assistida, mas o real valor da maioria desses testes é

ainda controverso.

1.3 Associagao entre AMH e reserva ovariana

A dosagem sérica do hormonio anti-mdilleriano ja foi extensamente estudada

como teste preditor da reserva ovariana. O AMH tem ac¢0es regulatorias importantes



durante a foliculogénese, inibindo o recrutamento de foliculos primordiais durante a
selecéo do foliculo dominante, por diminuicdo da sensibilidade ao horménio foliculo
estimulante (FSH). Em mulheres normo-ovulatérias, seus niveis se correlacionam
fortemente com o numero de foliculos antrais (3,4). Avaliando-se o numero de
foliculos primordiais em ovarios de mulheres submetidas a ooforectomia por
condi¢cbes benignas, Hansen demonstrou correlagdo com os niveis séricos de AMH
e com a contagem de foliculos antrais (AFC), mesmo apés ajuste para a idade
cronoldgica (5). Em 2005, Tremellen verificou que em mulheres com reserva
ovariana considerada normal, com base em niveis de FSH menores que 10 mUl/ml,
0s niveis de AMH permanecem relativamente estaticos dos 18 aos 29 anos de
idade. Dos 30 aos 37 anos, ocorre importante queda do AMH, com mudancas
minimas no FSH (6). Van Rooij demonstrou que, acima dos 37 anos, o AMH
permanece como o melhor marcador enddécrino na avaliacdo do declinio da
capacidade reprodutiva relacionado com a idade. Grupo de mulheres avaliadas em
dois momentos distintos, aos 39 e aos 43 anos, apresentou alteragdo significativa
dos niveis de AMH, FSH e inibina B e da contagem de foliculos antrais com o passar
do tempo, sendo a melhor consisténcia apresentada pelo AMH (7). Broer relatou que
em mulheres normo-ovulatérias, observadas durante aproximadamente 11 anos,
AMH foi bom preditor da idade da menopausa (8). O AMH decresce continuamente
com o passar da idade. Em pacientes jovens, submetidas a tratamento de
reproducdo assistida, a dosagem de AMH pode ser ainda mais util devido ao maior
risco de hiperestimulo ovariano que essas pacientes apresentam, como também
para a deteccdo daquelas pacientes cuja reserva ovariana diminuida poderia ser

negligenciada devido a idade mais baixa (9).



Em revisdo realizada em 2006 foram avaliados como preditores da reserva
ovariana: hormonio anti-mulleriano (AMH), horménio foliculo estimulante (FSH) em
fase folicular precoce, estradiol, inibina B, contagem de foliculos antrais (AFC),
volume ovariano, fluxo sangliineo ovariano, teste do citrato de clomifeno, teste com
estimulo com FSH. Todos esses testes demonstraram capacidades preditoras
modestas ou ruins, tendo sido considerados, na época, de pouca relevancia clinica.
Em relacdo especificamente a dosagem de AMH, essa revisdo considerou que
seriam necessarios estudos adicionais para comprovar a acuracia desse teste, sem
uma conclusao definitiva com os dados disponiveis até aquele momento (10).

Desde 2002, estudos tém demonstrado que, em pacientes submetidas a FIV,
AMH é forte preditor do numero de odcitos coletados, sendo que menor AMH se
associa a pior resposta ovariana ao tratamento (3,11,12). Estudo de Hazout, em
2004, descreveu que mulheres que engravidaram por FIV apresentaram maiores
valores médios de AMH dosado no terceiro dia em comparacdo com as que nao
engravidaram, tendo o AMH a melhor contribuicdo independente para predizer
chances de gravidez. H4 uma associacdo forte entre o AMH do terceiro dia e o
prognostico da FIV, sendo que maiores niveis de AMH se associam a maior nimero
de odcitos maduros, maior nimero de embrides e maior taxa de gravidez (13).
Ficicioglu, em 2006, considerou o0 AMH como preditor mais sensivel e especifico da
reserva ovariana, sendo sua dosagem no terceiro dia do ciclo menstrual
significativamente maior em pacientes que tiveram mais de cinco oocitos coletados
em ciclo de FIV. Nao foi, no entanto, bom identificador das chances de gravidez
nesse estudo (14). Em 2007, Smeenk descreveu o AMH como bom preditor do
namero de oocitos e de embrides apos tratamentos de FIV, mas, em um primeiro

momento, a dosagem de AMH ndo pode ser relacionada com a qualidade



embrionaria ou chance de gravidez (15). Riggs em 2008 e Kunt em 2011 verificaram
gue o AMH se correlaciona com o0 nimero de odécitos coletados com mais acuracia
que idade, FSH, hormdnio luteinizante (LH), inibina B e estradiol, e permanece como
bom preditor quando analisado apenas o niumero de odcitos maduros (16,17). Riggs
em 2011 avaliou pacientes jovens, selecionadas como doadoras de 6vulos. Nessas
pacientes, AMH se mostrou superior a outros marcadores como preditor de resposta
ovariana insuficiente ou exagerada (18). Sendo bom preditor da resposta ovariana,
AMH é util como teste de rastreamento e orientacdo de decisGes na pratica clinica.
Se seus niveis forem muito baixos (em estudo de 2008 determinado como menores
que 1,26ng/ml), a reserva ovariana provavelmente esta prejudicada, o que deve ser
confirmado por outro teste como AFC (19).

Avaliando-se especificamente pacientes com caracteristica de risco para ma
resposta ao estimulo ovariano, diversos estudos demonstraram boa acuracia do
AMH. Nesse grupo de pacientes a dosagem de AMH foi considerada como melhor
marcador isolado de predicdo do resultado do tratamento, apresentando a melhor
associagcdo com o numero de odcitos coletados. Muttukrishna observou que o0s
niveis de AMH foram significativamente mais baixos no grupo com cancelamento do
ciclo, em comparacdo com o grupo que completou o tratamento (20). Em estudo de
Nakhuda em 2007, comparando-se pacientes nas quais o ciclo foi cancelado com
aquelas submetidas a coleta ovariana, observaram-se FSH e estradiol similares
entre 0s grupos, enquanto o AMH foi significativamente menor no primeiro grupo.
Nas pacientes submetidas a coleta, a concentragdo de AMH se correlacionou
positivamente com 0 numero de odcitos. Pacientes que foram excluidas do
tratamento por apresentarem niveis elevados de FSH apresentaram também AMH

baixo ou, até mesmo, indetectavel (21). Esses achados permaneceram validos para



o AMH dosado tanto no terceiro como no quinto dia do ciclo menstrual, com melhor
capacidade preditora para o colhido no quinto dia. No entanto, nesse estudo,
nenhuma das duas dosagens puderam predizer as chances de gravidez. (22). Mc
llveen identificou AMH como bom preditor de cancelamento do ciclo e resposta
deficiente a estimulacdo ovariana, sendo considerado o melhor preditor de resposta
ovariana inadequada, com consisténcia entre os ciclos (23). Em 2009, Lee
descreveu que em pacientes acima dos 35 anos, AMH é o melhor fator preditivo de
nascidos vivos apos FIV, sendo superior, inclusive, ao FSH (24). Segundo estudo de
Fridén, em pacientes com idade mais avancada, de 39 a 46 anos, AMH é bom
preditor do prognostico do ciclo de FIV. Quanto menor o AMH, maior o risco de
cancelamento do ciclo e menor o numero de oécitos coletados, enquanto
concentracfes mais altas se associam a uma boa chance de sucesso do tratamento
(25). Em pacientes com reserva ovariana diminuida, independentemente da idade,
os niveis de AMH se correlacionam com a chance de ocorréncia de nascido vivo
apos tratamento (26). AMH parece ser melhor marcador de predicdo da resposta
ovariana ao estimulo hormonal que idade da paciente, FSH, estradiol e inibina B.
Parece se equivaler a AFC como preditor da resposta ovariana, principalmente
quando avaliados nas pacientes com resposta deficiente ao estimulo ovariano (27).
AMH permite a identificacdo de resposta inadequada e cancelamento do ciclo
e, no outro extremo, de resposta exagerada e sindrome de hiperestimulo. Em
pacientes inférteis com endometriose, de Carvalho demonstrou que o AMH € o
melhor marcador de resposta inadequada ao estimulo ovariano (28). Na pratica
clinica, pode ser util na individualizagédo do tratamento, diminuindo os riscos de
complicacbes da reproducdo assistida (29,30). Protocolos de estimulo ovariano

baseados em dosagem de AMH ja foram propostos e demonstraram melhora dos



resultados clinicos, reducdo das complicacbes e do gasto financeiro associados a
reproducao assistida (31).

O valor clinico do AMH também ja foi avaliado em mulheres com faléncia
ovariana prematura (FOP), comparando sua dosagem com a realizacdo de
histologia e imnunohistoquimica. Os niveis séricos de AMH foram significativamente
maiores em mulheres com mais de cinco foliculos na histologia. A expressédo de
AMH foi normal nos foliculos pré-antrais das pacientes com FOP, mas diminuida no
estagio antral. Os niveis de AMH das pacientes com FOP podem ajudar a identificar
aguelas com foliculos remanescentes (32,33).

Estudos posteriores comegaram a correlacionar os niveis de AMH com taxas
de gravidez. Lekamge avaliou 126 pacientes submetidas a FIV. Aquelas com AMH e
contagem de foliculos antrais (AFC) mais baixos produziram um numero
significativamente menor de odcitos. Menor AMH se associou a menor taxa de
fertilizacdo, independentemente da técnica de realizacédo da fertilizacdo (FIV ou ICSI
- injecao intra-citoplasmatica de espermatozdide), menor nimero de embrifes, maior
incidéncia de abortamentos, resultando em menor taxa de gravidez por ciclo (34).

Estudos mais recentes tém demonstrado que niveis de AMH parecem
predizer ndo sé a reserva ovariana como também a morfologia embrionaria. Sua
dosagem no dia da administragdo do HCG se correlaciona inversamente com 0s
niveis basais de FSH e ambos se correlacionam significativamente com a idade da
paciente, numero de foliculos maduros, numero de odcitos coletados e niveis séricos
de estradiol. Em 2006 Silberstein demonstrou que niveis de AMH se correlacionam
significativamente com um maior nimero de embrides, maior escore atribuido a
morfologia embrionaria e maior taxa de implantacao (35). Estudo de Sills verificou

gue o AMH dosado antes do tratamento de FIV apresenta correlagdo positiva com o
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namero de odcitos maduros coletados e com o niumero de embriées que atingem o
estagio de blastocisto (36).

As caracteristicas basais (idade, AMH, indice de massa corporal, tipo,
duracdo e etiologia da infertilidade) das pacientes foram avaliadas por La Marca
como preditores das chances de gravidez e nascido vivo ap0s um tratamento de
FIV. Apés regressao logistica, apenas a idade da paciente e a dosagem de AMH
puderam ser associadas a ocorréncia de nascido vivo (37).

Outros estudos tém avaliado se 0 momento da coleta do AMH seria relevante
em sua acuracia como teste de reserva ovariana. J& em 2000, Cook demonstrou
gue a concentracdo de AMH varia pouco durante o ciclo menstrual, significando que
suas dosagens poderiam ser realizadas a qualquer momento do tratamento, com
maior conveniéncia para meédicos e pacientes (38). Hehenkamp descreveu que
varias dosagens de AMH, realizadas em diferentes dias do ciclo menstrual de uma
mesma paciente, ndo apresentam diferenca significativa, confirmando sua
estabilidade intra-ciclo (39). Comparado a AFC, AMH apresenta menor variabilidade
intra-ciclo e inter-ciclos menstruais, podendo ser considerado mais util na pratica
clinica para avaliagdo da reserva ovariana em mulheres subférteis (40). Estudo de
Tsepelidis de 2007 avaliou pacientes normo-ovulatérias, com idades entre 19 e 35
anos. O AMH foi coletado nos dias 3, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 21 e 25 de um
ciclo menstrual espontaneo. Suas concentracdes, avaliadas pelo dia do ciclo ou
comparadas pelo dia da ovulagédo, ndo demonstraram variagéo significativa (41). Em
concordancia com esses achados, em 2007, La Marca demonstrou que a dosagem
de AMH em qualquer dia do ciclo pode predizer a resposta ovariana de mulheres em
terapia de reproducao assistida. Niveis mais baixos foram detectados em mulheres

mais velhas e que necessitaram de maiores doses de FSH recombinante em ciclos
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de FIV. Todos os ciclos cancelados por auséncia de resposta ocorreram no grupo
com menor AMH, enquanto os ciclos cancelados por sindrome de hiperestimulo
ovariano ocorreram nas pacientes com niveis mais altos de AMH (42). A dosagem
de AMH ja foi também realizada no decorrer do tratamento de FIV. Medidas no
quinto dia de estimulo ovariano, dia da administracdo do hCG, dia da coleta ovariana
e 14 dias ap0s a coleta foram realizadas por Lee, em 2010, e demonstraram
correlacdo com a resposta ovariana, mas o AMH realizado antes do tratamento
apresentou melhor acuracia (43).

Todos esses estudos nos indicam a relevancia em confirmar a acuracia do
AMH como teste preditor da reserva ovariana, sendo potencialmente uma grande
contribuicdo no aconselhamento das pacientes e planejamento de tratamentos de
reproducdo assistida. Essa confirmacéo se faz necesséaria para que o AMH possa
ser inserido, de forma mais consistente, na pratica diaria do tratamento de

infertilidade.

2 CONTAGEM DE FOLICULOS ANTRAIS (AFC)

Héa varios anos, diversos estudos avaliam a eficacia da contagem de foliculos
antrais como marcador da reserva ovariana. Os estudos publicados de 1980 a 2005
foram revisados e foi descrito que uma menor AFC reflete o envelhecimento
ovariano, sendo esse achado mais precoce que o aumento nos niveis de FSH. AFC
seria, possivelmente, um fator prognéstico melhor que a idade ou marcadores

enddcrinos (44). Revisao sistematica realizada em 2006, incluindo varios possiveis
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marcadores da funcdo ovariana, demonstrou acuracia modesta dos diversos
parametros avaliados, inclusive da AFC (10). Nenhum parametro clinico ou bioldgico
tem acuracia adequada para avaliar a qualidade oocitaria e embrionaria, mas a AFC
e AMH sérico demonstraram ser melhores marcadores quantitativos da reserva
ovariana e do prognoéstico de tratamentos de reproducdo assistida. Em 2010,
Majumder demonstrou que AFC e AMH séo bons preditores do nimero de odcitos e
de embribes obtidos para transferéncia e congelamento (45). Estudo de Holte, em
2011, verificou que AFC pode ser correlacionada com taxas de gravidez e nascido
vivo em pacientes submetidas a FIV, com resultados mantendo-se significativos
mesmo apos ajustados em relacdo ao numero de oodcitos coletados (46). AFC e
AMH demonstraram ser os melhores preditores de resposta insuficiente ao estimulo
ovariano em pacientes submetidas a FIV, apesar de ndo predizerem a nao
ocorréncia de gestacdo, em estudo de Jayaprakasan em 2010 (47). Outros estudos
reforcaram AFC e AMH como bons marcadores da funcdo ovariana, podendo
predizer ndo s6 a ma resposta como também o risco de resposta exagerada ao
tratamento, sendo superior ou, pelo menos, similar a exames endocrinos mais
complexos, caros e demorados, podendo ambos serem utilizados no planejamento
do estimulo ovariano (48,49,50,51,52,53,54).

Nardo descreveu que AFC se correlaciona positivamente com 0s niveis séricos
de AMH dosados no terceiro dia do ciclo menstrual e ambos se correlacionam
negativamente com a idade e com o niumero de anos desde a menarca. Ndo ha
correlacdo desses marcadores com indice de massa corporal, tabagismo, consumo
de alcool, origem étnica ou idade da menarca (55). Broer comparou a dosagem de
AMH com realizagdo de AFC, demonstrando acuracia e valor clinico similares dos

dois testes para predicdo de ma resposta e nao ocorréncia de gestacdo apos
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tratamentos de FIV (56). A dosagem de AMH apresenta como vantagem, em relacéo
a AFC, uma menor variabilidade intra-ciclo e inter-ciclos menstruais, sendo, entéo,
um meétodo mais util na pratica clinica (57).

Todos os marcadores disponiveis tém, ainda, valor preditivo limitado, mas AFC
(58) e dosagem de AMH se mostram superiores, devendo ser incluidos em modelos
multivariados que possam ser propostos na analise da reserva ovariana (59). Outro
estudo comparou esses modelos multivariados com a realizacéo isolada da AFC. A
acuracia para predicdo da resposta ovariana foi similar. Em relacdo a taxas de
gravidez, ndo foram encontrados dados suficientes (60).

AFC se correlaciona com os niveis de FSH, podendo ser superior a esse em
predizer ma resposta ao tratamento de FIV (61,62,63). Em relacdo a dosagem de
inibina B no quinto dia do ciclo, AFC demonstrou propriedades preditoras similares
para resposta ovariana ao tratamento de FIV (64). Quando comparada a avaliacao
do volume ovariano como preditor de ma resposta ao tratamento, a AFC se mostrou
superior, tendo sido considerada, por Hendriks em 2007, teste de escolha para
avaliagdo quantitativa da reserva ovariana antes da FIV (65).

Erdem avaliou casais com infertilidade sem causa aparente, que seriam
submetidos a inseminacéo intra-uterina., Uma menor AFC se associou a menores
taxas de gravidez clinica e parto (66). Por outro lado, nesse mesmo grupo de
pacientes, Checa demonstrou que a presenca de dezesseis ou mais foliculos antrais
no terceiro dia do ciclo menstrual € bom preditor de cancelamento por resposta
exagerada ao tratamento (67).

Apesar dos diversos estudos demonstrando seu valor na avaliagéo da reserva
ovariana em pacientes submetidas a tratamentos de reproducao assistida, o papel

da AFC como preditor de ocorréncia de gestacao espontanea € controverso e, assim
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como FSH e outros testes disponiveis, ndo devem ser realizados na pratica clinica
com esse intuito (68).

A contagem de foliculos antrais € significativamente menor em mulheres
inférteis, quando comparadas com um grupo controle feértil (69).

AFC a AMH apresentam um declinio significativo e progressivo com a idade,
correlacionado com a perda oocitaria observada histologicamente (70). AFC se inclui
entre os testes que poderiam ser utilizados como predicdo da menopausa a longo
prazo. Outros possiveis parametros seriam a idade cronoldgica, historia familiar,
AMH, FSH e resposta inadequada a um tratamento de FIV. Para predicdo a curto
prazo, devem ser considerados o encurtamento dos ciclos menstruais e a ocorréncia
de sintomas vasomotores. Esses parametros podem ser Uteis como aconselhamento
das pacientes, mas nenhum deles apresenta, até o momento, acuracia suficiente
para predicdo da idade da menopausa de uma paciente individualmente (71).
Apesar disso, ja foi demonstrado que a contagem de foliculos antrais € menor

naquelas pacientes com histéria familiar de menopausa em idade mais precoce,

podendo indicar um componente genético na sua determinacao (72).
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3 RECEPTIVIDADE ENDOMETRIAL

A implantacdo do embrido humano é um processo que envolve interacdo e
sincronia entre um endométrio receptivo e um blastocisto com desenvolvimento
adequado. Na presenca dessas condicOes favoraveis, a implantacdo ocorrera em
um periodo limitado, denominado “janela de implantagéo”, que se estabelece entre o
20° e 24° dias do ciclo menstrual. Sera necessaria a ocorréncia de uma seqiéncia
complexa de eventos, incluindo a aquisicdo de moléculas de adesao, associada a
perda de componentes inibitérios (73). Um dos eventos essenciais para a
preparacdo do endométrio é a ocorréncia de sua decidualizacdo, que envolve
diferenciacédo de células estromais, remodelamento tecidual e alteraces similares a
uma resposta inflamatéria. Muitas pesquisas tém sido realizadas para entender
melhor a regulacdo do endométrio e sua implicacdo clinica no processo da
implantacdo (74). A avaliacdo endometrial histolégica traz pouca informacédo de
relevancia clinica, sendo a receptividade endometrial melhor estudada por
avaliacdes funcionais. Amostras endometriais ou a obtencdo do fluido endometrial
podem ser utilizadas para identificar moléculas associadas a receptividade uterina
(73). Diversos marcadores moleculares ja foram identificados, incluindo moléculas
de adesdo, citocinas, fatores de crescimento e outros. Diversos peptideos e
proteinas ja foram sugeridos como participantes desse processo, dentre 0s quais a

urocortina.
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4 UROCORTINA (UCN)

4.1 Fisiologia da urocortina e sua atuacao no sistema reprodutivo

A urocortina € um peptideo composto por 40 aminoacidos, com estrutura
similar ao hormoénio liberador de corticotropina (CRH), ja tendo sido descritos trés
tipos, nomeados urocortinas I, Il e Ill.

A urocortina | (UCN 1) foi localizada no ovario, endométrio, placenta, amnio,
cérion, miométrio e préstata, locais que também apresentam seu receptor, sugerindo
a acdo desse peptideo nesses sitios. In vitro, a UCN | age na placenta, estimulando
a secrecdo de horménio adrenocorticotrofico (ACTH), prostaglandinas e ativina A e
regulando a resisténcia dos vasos placentarios ao fluxo sangtineo. A UCN | age
ainda em células miometriais, estimulando a contracdo uterina. Esses achados
sugerem uma importante acao da UCN | na fisiologia da gravidez e do parto (75).

As urocortinas Il e Il (UCN Il e UCN ll1) ja foram localizadas no citotrofoblasto e
sinciciotrofoblasto. A UCN Il também esta presente em vasos fetais e maternos,
além de células amniédticas. No entanto, UCN Il e Ill ndo estimulam a secrecdo
placentaria de ACTH (76).

A urocortina apresenta capacidade de se ligar aos receptores do CRH dos tipos
1 e 2 (CRH-R1 e CRH-R2), com grande afinidade (77). Esses receptores ja foram
identificados em tecidos reprodutivos, como ovario, Utero, tecidos fetais e
placentarios. Durante o ciclo menstrual, o CRH participa da decidualizagédo
endometrial. E produzido pelo trofoblasto embrionario e pelas células deciduais
maternas, sugerindo seu importante papel na implantacdo e controle da invasao

trofoblastica. CRH e urocortina placentarios estdo envolvidos na manutencdo da
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gestacao e inicio do parto (78). Durante a gravidez, a urocortina € produzida pela
decidua e pode ser detectada no plasma materno, tendo uma possivel acdo na
regulacdo do fluxo sanguineo Utero-placentario (79). A expressdo de RNAm do
CRH, urocortina, proteina carreadora do CRH (CRH-BP) e receptores do CRH 1 e 2
foi investigada por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tecidos gestacionais
de pacientes a termo, antes do parto. A placenta foi detectada como principal sitio
de CRH e CRH-BP. Miométrio e decidua apresentaram quantidades relevantes de
ambos receptores. A expressdo de urocortina foi baixa em todos os tecidos
investigados (80).

Revisdo realizada em 2009 incluiu dados que sugerem gque a UCN possuiu
papel significativo na reproducdo humana, estando envolvida em importantes
funcdes, como esteroidogénese ovariana, manutencéo da funcao placentéria e parto
(81). Foram realizadas PCR e imunohistoquimica em pacientes com gestacao
ectOpica e pacientes nao gravidas, tendo sido verificada menor expressdo de UCN |
e dos receptores de CRH 1 e 2 na trompa e no endométrio daquelas com ectopica.
Isso sugere a participacdo dos peptideos da familia do CRH na implantacdo
embrionéria (82).

A presenca da urocortina no sitio de implantagdo do blastocisto humano foi
investigada, sendo confirmada no citotrofoblasto, no trofoblasto extraviloso e em
células da decidua (83).

No Utero da paciente ndo gravida, a identificacdo do RNAm da urocortina por
PCR e do préprio peptideo por imunohistoquimica foram realizadas por Florio em
2002. A urocortina foi imunolocalizada em células epiteliais e estromais do
endométrio, como também no miométrio e células musculares vasculares. N&o

foram observadas diferencas entre as fases proliferativa e secretora. Esses
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resultados foram confirmados por PCR (84). Em 2006 Florio descreveu a expressao
do RNAm e dos peptideos de UCN Il e UCN Ill no endométrio humano durante o
ciclo menstrual e na fase inicial da gestacdo. Os dois peptideos foram
imunolocalizados em células epiteliais, estromais e endoteliais. As maiores
expressdes de RNAm da UCN Il foram no endométrio em fase proliferativa inicial e
da UCN lll na decidua materna (85).

Em 2007, estudo descreveu a expressdo do RNAm e do peptideo da urocortina
em células epiteliais e estromais do endométrio humano, nas fases proliferativa e
secretora do ciclo menstrual. Os resultados permitiram concluir que a concentracao
da UCN é maior na fase secretora, principalmente em sua fase mais tardia.
Esterdides ovarianos modulam a secrecdao da UCN, a qual induz a decidualizacéo
endometrial (86).

A UCN tem também sido estudada em pacientes com endometriose. Seus
niveis plasmaticos estdo aumentados em mulheres com endometriomas, podendo
ser util no diagnéstico diferencial com outros cistos ovarianos benignos (87). Ja foi
também verificado que mulheres com endometriose podem apresentar alteracdo na
expressdo e funcdo de CRH e UCN no endométrio eutdpico. Em mulheres sem
endometriose, a expressdo de CRH e UCN é significativamente maior na fase
secretora que na proliferativa, diferenca ndo observada em mulheres com a doenca.
Na presenca da endometriose, a expressdo de CRH e UCN se reduz, e esses
peptideos ndo mais modulam a decidualizagcdo endometrial em culturas de células
estromais (88). As UCN Il e UCN Il estédo expressas nos tecidos endometrioticos.
No endométrio eutdpico de pacientes com endometriose, ndo apresentam mudancas
ciclicas e estdo em menor quantidade do que em mulheres sem a doenca. UCN Il e

UCN Il modulam a secrecéo do fator de necrose tumoral (TNF-a) e da interleucina 4
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(IL-4) em cultura de células endometriais, sugerindo um possivel papel desses
peptideos no mecanismo da endometriose (89).

Em reproducdo humana, a secrecdo endometrial de UCN ja foi avaliada como
preditor de gravidez em ciclos de inseminacéo intra-uterina (l1U). Estudo de Florio,
em 2008, avaliou a concentracdo de UCN no fluido endometrial de mulheres
submetidas a IlU devido a infertilidade por fator cervical, fator masculino leve ou
infertilidade sem causa aparente. A concentracdo de UCN foi significativamente
maior nas mulheres que engravidaram (90). Esse achado sugere que a UCN possa
exercer um papel importante na receptividade endometrial e no complexo
mecanismo de implantacdo embrionaria. Em tratamentos de FIV, a relevancia da
UCN endometrial nunca foi avaliada, justificando nosso interesse em inclui-la em

nosso estudo.



20

2. OBJETIVOS
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1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acuracia de fatores prognosticos em terapia de reproducao
assistida, analisando-se a reserva ovariana através da contagem de foliculos
antrais e dosagem sérica do horménio anti-milleriano e a receptividade

endometrial pela dosagem de urocortina no lavado e biopsia endometriais.

2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar se a contagem de foliculos antrais e se as concentracfes de
horménio anti-mulleriano no soro e de urocortina no lavado e bidpsia
endometriais, medidas no més anterior ao ciclo de reproducéo assistida, sao
diferentes em pacientes que subsequentemente obtiveram gestacao

comparadas as que nao obtiveram gestacao;

- Avaliar a estabilidade da dosagem do horménio anti-milleriano durante o
ciclo menstrual, comparando seus valores em dois momentos distintos do

ciclo;

- Avaliar a sensibilidade e a especificidade dos trés testes (contagem de
foliculos antrais, horménio anti-mulleriano e urocortina) na predicdo de

gravidez em mulheres submetidas a terapia de reproducao assistida.
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3 . MATERIAIS E METODOS
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1 PACIENTES

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Parecer
namero ETIC 666/07) e todas as pacientes assinaram o Termos de Consentimento
Livre e Esclarecido.

Foram incluidas as pacientes admitidas no Programa de Fertilizacdo Assistida
do Laboratorio de Reproducdo Humana Professor Aroldo Fernando Camargos do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (LRH) para a
realizacdo de fertiizagdo in vitro convencional (FIV) ou por injecao
intracitoplasmatica de espermatozéides (ICSI), que concordaram em assinar o termo
de consentimento livre e esclarecido para participar do estudo. Para ser admitida no
programa de fertilizacdo in vitro, a paciente deve ter diagndstico de infertilidade
primaria ou secundaria com indicacdo de tratamento por FIV, ou apresentar algum
fator que a impeca de engravidar espontaneamente ou por outros tratamentos de
menor complexidade, estando incluidos realizacdo prévia de salpingotripsia bilateral
ou vasectomia e sorodiscordancia para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
com o cbnjuge portador do virus. A paciente deve também apresentar idade inferior
a 40 anos no momento de inclusdo no programa e indice de massa corporal (IMC)
inferior a 30 no momento de inicio do tratamento.

Preenchendo todos esses critérios, foram inicialmente alocadas 146 pacientes,
no periodo de junho de 2008 a setembro de 2010. Desse total, 11 pacientes foram
excluidas do estudo. Seis pacientes desistiram do tratamento antes mesmo do inicio
da primeira medicacdo, alegando motivos pessoais diversos. Cinco pacientes
iniciaram o uso da primeira medicacdo, o analogo do horménio liberador de

gonadotrofinas (GnRHa), mas nao apresentaram o efeito de bloqueio central que
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seria esperado com o0 seu uso. Tiveram, entdo, que interromper o medicamento e
seguir condutas diferentes das estabelecidas no protocolo inicial, sendo entdo
excluidas.

O grupo estudado incluiu um total de 135 pacientes, que iniciaram e concluiram
o tratamento adequadamente. Esse total foi dividido em dois grupos, de acordo com
a ocorréncia ou ndao de gravidez clinica, definida pela presenca de batimentos
cardio-fetais (BCF) a ultrassonografia transvaginal (USTV), realizada em torno da

sexta semana de gestacao.

2 COLETA E DOSAGEM DO AMH

As pacientes com indicacdo de FIV ou ICSI sdo habitualmente submetidas a
coleta de amostras sangiliineas com objetivo propedéutico, segundo o protocolo do
servico, incluindo a realizacdo de sorologias e dosagem de FSH, hormdnio
tireoestimulante (TSH) e prolactina. Além dessas, foram coletadas amostras para a
dosagem de AMH em dois momentos distintos: no terceiro dia e entre o 18° e o0 20°
dias do ciclo menstrual, no ciclo anterior ao inicio do tratamento. Logo apdés a coleta,
as amostras foram centrifugadas (3000 rpm por 10 minutos) para a obtencdo do
soro, o qual, apds devidamente identificado, foi imediatamente armazenado a -80 °C.

Apos a coleta de todas as amostras, foi realizada a dosagem do AMH com o kit
AMH Gen Il ELISA (Beckman Coulter®), o qual permite a avaliagdo quantitativa do
AMH em soro. Esse teste € um imunoensaio enzimaticamente amplificado de dois-
sitios. No ensaio, padrdes, controles e amostras de soro foram incubados em uma

placa de ELISA de 96 pogos revestida com anticorpo anti-AMH. Apds incubacgéo e
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lavagem, a placa foi incubada com outro anticorpo de deteccédo anti-AMH marcado
com biotina, novamente lavada, e em seguida incubada com streptavidina-
peroxidase de rabano (HRP). Apés a terceira incubacéo e lavagem, acrescentou-se
0 substrato tetrametilbenzidina (TMB). Uma solucdo acida de interrupcao foi entdo
adicionada e o grau de reposicdo enzimatica do substrato foi determinado por
medida de absorbancia em duplo comprimento de onda a 450 e entre 600 e 630nm.
A absorbancia medida foi diretamente proporcional a concentracdo de AMH
presente. Um conjunto de padrées AMH foi usado para tracar a curva padrdo de
absorbancia versus a concentracdo e, a partir dessa curva, a concentracdo de AMH
nas amostras pode ser calculada. A faixa de concentracdo de AMH detectavel pelo
kit € de 0,08 a 22,5 ng/ml. O coeficiente de variacdo intra-ensaio € de 7,7% e inter-

ensaio de 5,7%.
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3 CONTAGEM DE FOLICULOS ANTRAIS

A contagem de foliculos antrais foi realizada através de ultrassonografia
endovaginal, com a sonda 3 — 7,5 mHz, de aparelho de marca Aloka, no terceiro dia
do ciclo menstrual. Todos os exames foram realizados pela prépria pesquisadora,
fazendo-se a medida da espessura endometrial e a contagem de todos os foliculos
ovarianos que estivessem com medidas entre dois e dez milimetros nos dois ovarios

(91).
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4 LAVADO E BIOPSIA ENDOMETRIAIS E DOSAGEM DA

UROCORTINA

Acredita-se que a urocortina possa ser um marcador da receptividade
endometrial e sua dosagem poderia auxiliar na predicdo das chances de gravidez
em tratamentos de reproducao assistida. A avaliacdo da receptividade endometrial
ao embrido deve ser feita na fase secretora do ciclo menstrual, pois € nessa fase
gue a implantacdo ocorrera ou ndo. O lavado e a biépsia endometriais foram entédo
coletados entre o 18° e 20° dias do ciclo imediatamente anterior ao tratamento de

reproducao assistida.

4.1 Realizacdo do lavado endometrial

Para a realizacdo do lavado endometrial, a paciente foi posicionada em
litotomia e inserido espéculo vaginal com exposicdo adequada do colo uterino. Um
volume de 4ml de 4gua bidestilada (ABD) foi aspirado em uma seringa de 20ml. A
essa seringa foi acoplada uma sonda uretral nUmero 12. A sonda foi entdo inserida
no colo uterino, ultrapassando seu orificio interno para que fosse atingida a cavidade
endometrial. Estando a ponta da sonda na cavidade endometrial, foram injetados os
4ml de ABD, aspirando-se, a seguir, o liquido injetado. Devido a uma perda para a
prépria cavidade endometrial, 0 volume recuperado era menor que o injetado, sendo
em torno de 2ml. O volume recuperado foi entdo centrifugado (3000 rpm por 10
minutos) para eliminar os componentes celulares, restando 1,5ml de liquido que foi,

entdo, devidamente identificado e armazenado a -80°C.
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4.2 Dosagem da urocortina

ApoOs a coleta das amostras de todas as pacientes alocadas, foi realizada a
dosagem de urocortina com o kit de ELISA produzido pela Phoenix
Pharmaceuticals®. Antes da realizacdo do ELISA, foi realizada a extracdo de
peptideos do lavado endometrial. A amostra foi acidificada e pipetada em colunas de
cromatografia C18 pré-equilibradas. Apés realizacdo de duas lavagens lentas, o
peptideo foi eluido e o eluente coletado em tubo de poliestireno. Os tubos foram
entdo centrifugados a vacuo por 12 horas. Os peptideos liofilizados foram mantidos
a 4° C até realizacdo do ELISA.

Para realizacdo do ELISA, as amostras foram ressuspendidas em 65 pl do
tampéo do ensaio. Amostras de 50 pl foram adicionadas a uma placa de 96 pocos
revestidos com anticorpo de captura (imunoglobulina de coelho). Vinte e cinco
microlitros de anticorpo anti-urocortina humana e vinte e cinco microlitros de
peptideo marcado com biotina foram entdo adicionados, incubando-se por 2 horas
em temperatura ambiente. Fez-se entdo uma primeira lavagem, seguida da adi¢cao
de streptavidina-peroxidase de rdbano (HRP), incubando-se por mais uma hora em
temperatura ambiente. Fez-se uma segunda lavagem e foi adicionado o substrato
tetrametilbenzidina (TMB), incubando-se novamente por mais uma hora. A reacao foi
entdo interrompida pela adicdo de uma solugcdo acida (acido cloridrico - HCL),
fazendo-se a leitura da densidade Optica em 450nm. A absorbancia medida foi
indiretamente proporcional a concentracado de urocortina presente. Um conjunto de
padrées de urocortina foi usado para tracar a curva padrao de absorbéncia versus a
concentracdo e, a partir dessa curva, a concentracdo de urocortina nas amostras

pode ser calculada. A faixa de concentracdo da urocortina detectavel pelo kit é de
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0,01 a 100 ng/ml. O coeficiente de variacao intra-ensaio € de 5,2% e inter-ensaio de

14%.

4.3 Coletadabiépsiaendometrial

Apos a realizacao do lavado endometrial, foi realizada bidpsia endometrial com
Pipelle®. A amostra obtida foi imediatamente congelada em nitrogénio liquido, até
gue pudesse, logo a seguir, ser armazenada em -80°C. Depois de obtidas as
amostras de todas as pacientes, foi, entdo, realizada a extracdo do RNA para

realizacdo de PCR.

4.4 Extracdo de RNA e PCR em tempo real para urocortina e seus

receptores nas amostras de endométrio

4.4.1 Extracdo de RNA total

Foram utilizadas as amostras de todas as pacientes gravidas e, pelo menos,
um controle extraido do grupo das ndo gravidas, pareado por idade. Foi entdo
realizada a extracdo de 29 amostras de pacientes do grupo de gravidas e 34
amostras de pacientes do grupo de ndo gravidas.

Para a extracdo do RNA total o tecido endometrial foi macerado em 1 ml de
Trizol® (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), utilizando-se o protocolo
para o reagente Trizol®, sem modificacbes. Ao término do protocolo, o RNA total foi

quantificado no NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, USA),
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utilizando-se uma aliquota de 1 pl. Com o objetivo de eliminar uma possivel
contaminacgao por DNA gendmico, as amostras de RNA foram tratadas com TURBO
DNA-free kit (Ambion Inc., Foster, California, USA), e em seguida requantificadas no

NanoDrop.

4.4.2 Sintese do DNA complementar (cDNA) pela transcricao reversa (RT)

A sintese do cDNA foi feita a partir de 2 ug de RNA total em 60 ul de volume da
reacao final (33 ng RNA/uL), utilizando oligonucleotideos complementares reversos
(anti-senso) ao RNAmM dos genes alvos (Tabela 1). O RNA foi inicialmente
desnaturado a 70°C por 10 minutos juntamente com o0s iniciadores reversos (25
pmols de cada) (Tabela 1). Em seguida, foi incubado com a transcriptase reversa na
presenca do tampédo RT (KCI 50 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 8,4), 4 ul de dNTP mix
(250 mM de cada), 40 U de inibidor de RNase e &gua livre de RNase para
completar o volume final. A reacéo foi incubada (60 pl) a 43°C por 1 hora, finalizada
a 4°C e armazenada a -80°C até o uso. Todos os reagentes foram provenientes da

Invitrogen® (SuperScript® First-Strand Synthesis System for RT-PCR).

4.4.3 Oligonucleotideos Especificos

Os primers designados para a transcricdo reversa, reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real foram estudados e selecionados com base na
analise da sequéncia descrita no GeneBank, obtida no Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi). As sequéncias foram posteriormente

analisadas no site da empresa Integrated DNA Technologies (IDT)
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(http://www.idtdna.com), que permitiu a elaboragdo dos primers para as regides-alvo
de cada gene, de acordo com as nossas especificacdes para as condi¢cdes de cada
primer.

Como gene de referéncia para correcdo da expressao dos genes alvos na
PCR em tempo real foi utilizado o gene que codifica a proteina ribossomal S26.

Os primers foram sintetizados pela Invitrogen, recebidos liofilizados e, em
seguida, dissolvidos em H20O DEPC, livre de RNase e DNase (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), para concentracdo final de 100 pmol/ul
(concentracdo para estoque). Foram preparadas aliquotas de 1 pmol/ul
(concentracéo de uso para a PCR em tempo real), no dia da PCR em tempo real.
Para o aliquotamento dos primers, foram empregadas ponteiras com barreira e todo
o manuseio foi realizado utilizando-se luvas e mascara. A localizacdo e sequéncia

dos oligonucleotideos sintetizados estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a reacdo de PCR para a

amplificac@o especifica do cDNA da urocortina e receptores CRH-R1 e CRH-R2

Fragmento GenBank
Primers Sequéncia de nucleotideos (nt) Tamanho  amplificado  Acession number

Urocortina 5'- CATTGACCTCACCTTTCACCTGCT -3' 24 nt
(Senso) 96 pb NM_003353.2
Urocortina 5- TCGAATATGATGCGGTTCTGCTCG -3 24 nt
(anti-senso)
CRH-R1 5- ACATGCTGTTCTTCGTCAATCCCG - 3° 24 nt
(senso) 101 pb L23333.1
CRH-R1 5- AGACACAAAGAAGCCCTGGAAGGA -3 24 nt
(anti-senso)
CRH-R2 5'- TCACTGGAACCTCATCACCACCTT -3¢ 24 nt
(senso) 95 pb U34587.1
CRH-R2 5'- AGACCTCATTGCTCTCGTGCACTT -3¢ 24 nt
(anti-senso)
S26 5’- CGTGCTTCCCAAGCTGTACGTGA -3’ 24 nt
(senso) 75 pb NM_001029.3
S26 5’- CGATTCCGGACTACCTTGCTGTG - 3’ 24 nt

(anti-senso)
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4.4.4 Realizacdo da RT-PCR em tempo real

As amostras de cDNA resultantes da RT foram submetidas a PCR em tempo
real realizada no equipamento de sistema de PCR em tempo real ABI PRISM® 7500
Sequence Detection System (Laboratorio de Reprodu¢do Humana HC/UFMG),
utilizando-se o Power SYBR Green® PCR Master Mix Kit (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). As amostras foram aplicadas em placas de 96
pocos (ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate with Barcode, Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), em duplicata, no volume final de reacao de 20 pl.
Em cada poco foram pipetados 2 ul (75 ng de cDNA total) de amostra e adicionados
posteriormente 18 ul do mix contendo 10 yl do Power SYBR Green® PCR Master
Mix Kit, 0,5 ul de cada primer (senso e antissenso) (0,5 pmol/cada) e o volume final
completado com H20 livre de RNase e DNase (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). A placa foi selada com adesivo Optico (ABlI PRISM® Optical
Adhesive Covers, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e recebeu um
spin para trazer todo o volume para o fundo do poco. Em seguida, a placa foi
encaixada no equipamento de PCR em tempo real para dar inicio a leitura. Durante
todo o processo, luvas, mascara e ponteiras com barreira foram utilizadas. As
reacbes de PCR em tempo real ocorreram no seguinte ciclo termal: [estagio 1] um
ciclo de 50°C/2 min.; [estagio 2] um ciclo a 95°C/10 min.; [estagio 3] 40 ciclos de
95°C/0,15 min. e 60°C/1 min. Ao término da ciclagem, foi realizada a curva de
melting a 60°C por um minuto, para a constru¢cao da curva de dissociagao, que tem

por objetivo determinar a especificidade dos fragmentos amplificados.
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5 HIPERESTIMULACAO OVARIANA CONTROLADA

A hiperestimulacdo ovariana controlada (HOC) foi realizada conforme protocolo
do servico.

O bloqueio hipofisario foi feito com analogo do hormdnio liberador de
gonadotrofinas (GnRHa). Acetato de nafarelina por via intranasal ou acetato de
leuprolida por via subcutanea foi iniciado no 21° dia do ciclo menstrual, sendo
mantido até o dia da administracdo da Gonadotrofina Coridbnica Humana (hCG). A
hiperestimulacdo ovariana foi feita com horménio foliculo estimulante recombinante
(Gonal F ®), 75Ul/ampola, via subcutanea (SC), e/ou horménio foliculo estimulante
altamente purificado associado a horménio luteinizante altamente purificado
(Menopur ®), 75 Ul/ampola, via subcutanea. Esses medicamentos foram utilizados
na dose de quatro ampolas/dia, do primeiro ao terceiro dias do ciclo, passando para
duas ampolas/dia a partir do quarto dia.

A monitorizacdo da HOC foi feita por ultrassonografia transvaginal (USTV).
Antes do inicio das gonadotrofinas, foi realizado um USTV, para confirmar o
bloqueio hipofisario obtido com a utilizacdo do GnRHa, avaliando-se o padrao
endometrial, cuja espessura deveria ser menor do que 5 mm, e afastando-se a
presenca de foliculos em desenvolvimento ou cistos ovarianos ou foliculares.
Confirmado o bloqueio hipofisario, a paciente iniciou o uso de gonadotrofinas, com
monitorizagdo ultrassonografica seriada a partir do sexto dia de uso. O hCG
recombinante, 250 microgramas, subcutaneo, foi administrado quando detectado ao

USTYV pelo menos um foliculo maior que 18 mm de diametro médio.
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6 ASPIRACAO DE FOLICULOS, FERTILIZACAO IN VITRO,
TRANSFERENCIA EMBRIONARIA E ACOMPANHAMENTO

DA PACIENTE

As coletas ovarianas foram realizadas por especialistas com formagcao no
proprio laboratério e experiéncia similar. A aspiracdo dos foliculos foi feita através do
USTYV, utilizando-se uma presséo negativa artificial constante de 100 mmHg, cerca
de 36 horas ap6s a inje¢cdo do hCG. O liquido foi coletado em tubos de ensaio
estéreis, e 0s odcitos imediatamente foram identificados com o auxilio de uma lupa,
em capela de fluxo laminar para manter o ambiente estéril. O numero de od6citos
coletados foi registrado.

Os odcitos coletados foram submetidos a fertilizacéo in vitro simples (FIV) ou
injecao intracitoplasmatica do espermatozéide (ICSI) conforme indicacdo médica. Os
embrides obtidos foram entdo transferidos entre o segundo e quinto dia apds a
fertilizacdo, segundo protocolo do servico. As transferéncias foram realizadas por
especialistas com formacdo no proprio laboratério e experiéncia similar. Apos a
transferéncia embrionaria, foi administrada progesterona por via vaginal, na dose de
600 mg/dia, para o suporte de fase lutea, mantida pelo menos até a confirmacéo ou
ndo da presenca de gravidez. Quatorze dias apos a transferéncia embrionaria a
paciente foi submetida a dosagem de B-hCG. Na presenca de gravidez, foi mantido
0 uso da progesterona, na mesma dosagem, até que se completassem oito

semanas de gestacao. Foi realizado USTV em torno da sexta semana de gestacao
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para confirmacdo da presenca de um ou mais embrides e sua viabilidade, avaliada

pela deteccao de batimentos cardiacos.
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7 ANALISE ESTATISTICA

7.1 Andlise Estatistica Geral

A andlise estatistica foi realizada no programa SPSS para Windows, verséo
18.0. As variaveis analisadas pelo estudo apresentaram distribuicdo néo
paramétrica, sendo entdo descritas em medianas, intervalos inter-quartis, e percentis
10 e 90 e representadas por graficos de Boxplot. Foi realizado teste de Mann-
Whitney para comparagdo entre 0s grupos. A comparagcdo entre as dosagens
séricas do AMH realizadas no 3° dia e entre o0 18° e 0 20° dias do ciclo menstrual foi
feita pelo teste ndo paramétrico para duas amostras pareadas (teste de Wilcoxon).
As possiveis correlacdes entre as diversas variaveis foram analisadas pelo teste de
Spearman para correlacdo linear. Avaliando-se as diversas variaveis estudadas
como possiveis preditores da ocorréncia ou ndo de gravidez, foi construida a curva
ROC, inicialmente incluindo todas as pacientes e, posteriormente, com subgrupos de
pacientes de acordo com as variaveis analisadas. Em todos os testes a significancia
estatistica foi estabelecida em 95%.

Com base em dados de estudos anteriores (92,90), calculamos que para
identificar uma diferenca de pelo menos 3 ng/ml no AMH sérico ou de 0,2 ng/ml na
concentracdo de urocortina no lavado endometrial entre os dois grupos, com poder
estatistico de 90% e nivel de confianca de 95%, seriam necessarios ho minimo 56
pacientes (ou 14 gestacdes, considerando a estimativa de uma taxa de gravidez de
25%).Também avaliamos a sensibilidade, especificidade e razdo de
verossimilhanca dos testes para prever a ocorréncia de gestacdo. Os pontos de

corte dos testes (AFC, AMH e urocortina) foram determinados pela analise das
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curvas ROC. Para valores esperados de sensibilidade e especificidade em torno de
80% com limite inferior minimo de 50% para o intervalo de confianca de 95% e
poder estatistico de 95% seria necessaria uma amostra de 28 casos de gestacao,
ou no minimo 112 pacientes, estimando-se a taxa global de gravidez em torno de

25% (93).

7.2 Andlise Estatistica da PCR em tempo real

Para ajustar o controle interno, os resultados foram expressos como ACT, que
€ o resultado da subtracdo do CT dos genes-alvo (Urocortina, CRH-R1 e CRH-R2)
pelo CT do gene de referéncia (S26 - Proteina ribossomal). A expressdo génica
relativa foi calculada como fold change, definido pela férmula 2" 22", onde AACT =
ACT das amostras subtraido do ACT médio do grupo das ndo gravidas. As analises
foram realizadas tendo por base o ACT, que é a fonte priméria da variacao (94).
Para maior clareza, os graficos foram expressos como —ACT, o qual € diretamente
proporcional & expressao dos genes-alvo.

Os célculos estatisticos da PCR em tempo real foram realizados no programa
GraphPad Prism 5. Para avaliar a distribuicdo do ACT dos genes-alvo analisados e
do fold change da UCN, foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov, que
demonstrou distribuicdo paramétrica para o ACT da UCN e ndo-paramétrica para
fold change da UCN e ACT do CRH-R1 e CRH-R2. O teste t de Student nao
pareado monocaudal foi utilizado para comparar a expressao do gene da UCN entre
as pacientes nao gravidas e gravidas. Foram calculadas e comparadas as medianas

do fold change da UCN nos dois grupos. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para
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comparar a expressdao do CRH-R1 e CRH-R2. Foi considerado estatisticamente

significativo p<0,05.
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4. RESULTADOS
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1 TAXA DE GESTACAO

Das 135 pacientes incluidas no estudo, 29 engravidaram, correspondendo
a uma taxa global de gravidez de 21,48%, compativel com a encontrada na
literatura. Das 29 gravidezes obtidas, 10 evoluiram com a ocorréncia de
abortamento espontaneo, representando uma taxa de 34,5% de abortamento.

Vinte e trés pacientes tiveram seu ciclo de FIV cancelado por resposta
ovariana inadequada as gonadotrofinas, ndo tendo sido submetidas a coleta
ovariana. Se forem consideradas apenas as 112 pacientes submetidas a coleta

ovariana, a taxa de gestacao foi de 25,89%.
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2 CARACTERISTICAS DESCRITIVAS DOS GRUPOS

O grupo de nado gravidas foi formado por 106 pacientes, sendo 74,5%
com infertilidade conjugal primaria e 25,5% secundaria. As causas de infertilidade

foram distribuidas de acordo com a figura 1.

B MASC
mOTB
mESCA
EHIV

B END
mSTB

B MISTA

Figura 1 — Causas de infertilidade no grupo de pacientes néo gravidas

MASC — fator masculino; OTB — obstrugéo tubarea bilateral; ESCA — esterilidade sem causa aparente; HIV — sorodiscordancia
para o virus HIV com parceiro portador; END — endometriose; STB — salpingotripsia bilateral; MISTA — mais de uma causa
associada
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O grupo de gravidas foi formado por 29 pacientes, sendo 62,1% com
infertilidade conjugal primaria e 37,9% secundaria. As causas de infertilidade foram

distribuidas de acordo com a figura 2.

B MASC
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EHIV
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mSTB

B MISTA

Figura 2 — Causas de infertilidade no grupo de pacientes gravidas

MASC - fator masculino; OTB — obstrucéo tubarea bilateral; ESCA — esterilidade sem causa aparente; HIV — sorodiscordancia
para o virus HIV com parceiro portador; END — endometriose; STB — salpingotripsia bilateral; MISTA — mais de uma causa
associada
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3 VARIAVEIS AVALIADAS NO ESTUDO

3.1 Idade (anos)

A idade apresentou mediana de 35 entre as pacientes que nao engravidaram
e 33 entre as pacientes que engravidaram, ndo sendo essa diferenca
estatisticamente significativa (Fig. 3, p = 0,122).

Dos 135 ciclos iniciados, 23 foram cancelados por resposta ovariana
inadequada a inducdo. A mediana de idade das pacientes nesse subgrupo com ciclo
cancelado foi de 37, enquanto no subgrupo de pacientes que seguiram o tratamento
até a coleta ovariana, a mediana foi de 34. Essa diferenca foi estatisticamente

significativa (p = 0,003).
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Figura 3 — Distribuicdo da idade em anos nos dois grupos (p = 0,122)
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3.2 Tempo de infertilidade (anos)

O tempo de infertilidade apresentou mediana de 6,0 entre as pacientes que

nao engravidaram e também 6,0 entre as pacientes que engravidaram, ndo sendo

essa diferenca estatisticamente significativa (Fig 4, p = 0,289).
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Figura 4 — Distribuicdo do tempo de infertilidade em anos nos dois grupos

(p = 0,289)
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3.3 FSH sérico dosado no terceiro dia do ciclo menstrual (mUl/ml)

O FSH apresentou mediana de 6,97 entre as pacientes que néo engravidaram
e 6,90 entre as pacientes que engravidaram, ndo sendo essa diferenca

estatisticamente significativa (Fig. 5, p = 0,522).
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Figura 5 — Distribuicdo do FSH sérico em mUI/ml nos dois grupos (p = 0,522)
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3.4 Dose de gonadotrofinas utilizada (Ul)

A dose de gonadotrofinas utilizada apresentou mediana de 1.800 entre as
pacientes que nao engravidaram e 1.950 entre as pacientes que engravidaram, nao

sendo essa diferenca estatisticamente significativa (Fig. 6, p = 0,119).
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Figura 6 — Distribuicdo da dose de gonadotrofinas utilizada em unidades

internacionais nos dois grupos (p = 0,119)
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3.5 Numero de o6citos

O numero de odcitos coletados apresentou mediana de 5,0 entre as pacientes
gue nao engravidaram e 7,0 nas pacientes que engravidaram, sendo essa diferenca

estatisticamente significativa (Fig. 7, p = 0,013).
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Figura 7 — Numero de odcitos coletados nos dois grupos (p = 0,013)
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3.6 Numero de embrides

O numero de embrides obtidos apresentou mediana de 3,42 entre as
pacientes que ndo engravidaram e 4,0 nas pacientes que engravidaram, sendo essa
diferenca estatisticamente significativa (Fig. 8, p = 0,013).

E importante ressaltar que ndo houve diferenca entre o nimero de embriGes
transferidos em cada grupo, sendo a mediana de 3,0 entre as pacientes que néao

engravidaram e também 3,0 entre as pacientes que engravidaram (p = 0,488).
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Figura 8 — Numero de embrides obtidos nos dois grupos (p = 0,013)
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3.7 Contagem de foliculos antrais

A contagem de foliculos antrais apresentou mediana de 7,0 entre as
pacientes que ndo engravidaram e 8,0 nas pacientes que engravidaram, ndao sendo
essa diferenca estatisticamente significativa (Fig. 9, p = 0,350). E importante
ressaltar que essa diferenca permanece nao significativa mesmo quando excluidas

as pacientes portadoras de ovarios policisticos (p = 0,340).
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Figura 9 — Contagem de foliculos antrais nos dois grupos (p = 0,350)
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3.8 Dosagem do AMH sérico no 3°dia do ciclo menstrual (ng/ml)

A dosagem de AMH no 3° dia do ciclo menstrual apresentou mediana de 0,59
entre as pacientes que nao engravidaram e 1,16 entre as pacientes que

engravidaram, sendo essa diferenca estatisticamente significativa (Fig. 10, p =

0,006).
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Figura 10 — Dosagem de AMH no 3° dia do ciclo nos dois grupos (p = 0,006)
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3.9 Dosagem do AMH sérico entre o 18° e 20° dias do ciclo menstrual

(ng/ml)

A dosagem de AMH entre o 18° e 20° dias do ciclo menstrual apresentou
mediana de 0,57 entre as pacientes que nao engravidaram e 1,52 entre as pacientes

gue engravidaram, sendo essa diferenca estatisticamente significativa (Fig. 11, p =

0,001).
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Figura 11 — Dosagem de AMH entre 18° e 20° dias do ciclo nos dois grupos

(p = 0,001)
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4 VARIAVEIS MEDIDAS NO ESTUDO RELACIONADAS COM O

ENDOMETRIO

Para correta avaliacdo das variaveis relacionadas ao endométrio, foram
consideradas apenas aquelas pacientes que realizaram transferéncia de, pelo
menos, 1 embrido. Foram excluidas aquelas que tiveram o ciclo de FIV suspenso
por ma resposta as gonadotrofinas, aquelas nas quais nao foi obtido nenhum odcito
ap0s a coleta ovariana, como também aquelas nas quais nenhum odcito foi
fertilizado. Excluindo-se essas pacientes, foram totalizadas 102 pacientes. Esse
subgrupo foi divido em 73 pacientes que ndo engravidaram e 29 pacientes que

engravidaram.
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4.1 Espessura endometrial (mm)

A espessura endometrial medida no 3° dia do ciclo menstrual apresentou
mediana de 4,0mm entre as pacientes que nao engravidaram e também 4,0mm nas
pacientes que engravidaram, ndo sendo essa diferenca estatisticamente significativa

(Fig. 12, p = 0,498).
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Figura 12 — Espessura endometrial nos dois grupos (p = 0,498)
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4.2 Dosagem de urocortina no lavado endometrial

A dosagem de urocortina no lavado endometrial apresentou mediana de
0,04ng/ml entre as pacientes que nao engravidaram e também 0,04ng/ml nas
pacientes que engravidaram, ndo sendo essa diferenca estatisticamente significativa

(Fig 13, p = 0,688).
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Figura 13 — Dosagem de urocortina no lavado endometrial nos dois grupos

(p = 0,688)
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4.3 PCR em tempo real para UCN, CRH-R1 e CRH-R2

Foram utilizadas para realizacdo da PCR em tempo real 29 amostras
endometriais das pacientes gravidas e 34 amostras de pacientes ndo gravidas,
pareadas por idade. Foram excluidas 5 amostras do grupo de pacientes gravidas e 3
amostras do grupo de pacientes nao gravidas por nao terem apresentado
amplificacdo adequada do gene de referéncia S26. Para andlise, foram entédo
utilizadas 24 amostras de pacientes gravidas e 31 amostras de pacientes nao

gravidas.

Os resultados de PCR em tempo real demonstraram-se homogéneos para

amplificacdo do gene de referéncia S26 (Fig.14).
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Figura 14 - Amplification plot, demonstrando homogeneidade na amplificagédo

do S26 (gene de referéncia)
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As duplicatas das amostras foram concordantes e a curva de Melting
apresentou pico Unico para cada gene-alvo, demonstrando a confiabilidade dos

resultados (Fig.15)
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Figura 15 — Curvas de Melting com picos unicos, comprovando a especificidade dos

fragmentos amplificados
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A expressao génica de UCN foi significativamente maior nas pacientes
gravidas quando comparadas com as pacientes ndo gravidas (Fig.16, p = 0,0466).
Os dados foram expressos como —ACT (CT S26 - CT Urocortina). Analisando-se o

fold change da UCN, observamos uma expressao relativa 20% maior nas pacientes

gravidas.
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Figura 16 — Expresséo génica da Urocortina nos dois grupos (p= 0,0466)
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N&o foi observada nenhuma alteracdo na expressdo génica de CRH-R1
nas pacientes gravidas quando comparadas com as pacientes nao gravidas (Fig.17,

p = 0,1892). Os dados foram expressos como —ACT (CT S26 - CT CRH-R1).
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Figura 17 — Expressédo génica do CRH-R1 nos dois grupos (p= 0,1892)
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N&o foi observada nenhuma alteracdo na expressado génica de CRH-R2 nas
pacientes gravidas quando comparadas com as pacientes nao gravidas (Fig.18, p =

0,1923). Os dados foram expressos como —ACT (CT S26 - CT CRH-R2).
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Figura 18 — Expressédo génica do CRH-R2 nos dois grupos (p= 0,1923)
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5 COMPARACAO ENTRE AS DOSAGENS DE AMH NO 3° E

ENTRE 18° E 20° DIAS DO CICLO MENSTRUAL

As dosagens seéricas do AMH mostraram diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos, quando realizadas no 3° dia, como também quando
realizadas entre o 18° e o 20° dias do ciclo menstrual. Para comparacdo das duas
dosagens repetidas nas mesmas pacientes, foi aplicado o teste de Wilcoxon. N&o foi
demonstrada diferenca estatistica entre as duas dosagens (p = 0,143),
demonstrando sua equivaléncia e confirmando a estabilidade da dosagem do AMH

durante o ciclo menstrual.
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6 CORRELACOES ENTRE AS DIVERSAS VARIAVEIS

ANALISADAS

Como as variaveis analisadas apresentaram distribuicdo ndo paramétrica,

para avaliar as possiveis correlacdes entre elas, foi aplicado o teste de Spearman

para correlacéo linear. A Tabela 2 demonstra essas correlacoes.

Tabela 2 - Correlacfes entre as diversas variaveis analisadas

2364 - -211% 194 -1 -178*
- -354% -1 1x* 464 562 501

,204*

-,232** | -,194* -,232%%  464** ,862** - ,591** ,569**

-,204* -,178* -,246**  501** ,204* ,656** ,569** ,873**

End — espessura endometrial; Gon — Gonadotrofinas em unidades internacionais, Ooc — nimero de odcitos; Emb — nimero de

embrides; Uro — urocortina
**Correlagao é significativa no nivel 0,01
*Correlagao € significativa no nivel 0,05
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A idade, analisada de uma forma geral, ndo foi determinante da ocorréncia ou
ndo de gravidez. Observamos, no entanto, que a idade apresentou correlacbes
negativas com variaveis importantes como AFC, numero de odcitos, numero de
embrides, dosagem do AMH no 3° e entre 18° e 20° dias do ciclo. Apresentou ainda
correlacéo positiva com o tempo de infertilidade e dosagem de urocortina no lavado
endometrial.

A dosagem sérica de FSH basal, classicamente utilizada como marcador da
reserva ovariana e consequentemente como fator preditor em tratamentos de
infertilidade, apresentou correlacdo negativa com o numero de odécitos, nimero de
embrides, dosagens de AMH no 3° e entre 18° e 20° dias do ciclo e AFC.

A contagem de foliculos antrais apresentou correlacdo positiva com o nimero
de odcitos, numero de embrides, dosagens de AMH no 3° e entre 18° e 20° dias do
ciclo. Apresentou correlacéo negativa com a idade, FSH e dosagem de urocortina no
lavado endometrial.

A dosagem de AMH do 3° dia do ciclo apresentou correlacdo positiva com
AFC, numero de odcitos, numero de embrides, dosagem do AMH entre 18° e 20°
dias do ciclo. Apresentou correlacdo negativa com a idade e FSH.

A dosagem de AMH entre 18° e 20° dias do ciclo apresentou correlagcéo
positiva com AFC, numero de odécitos, niumero de embrides e dosagem de AMH do
3° dia. Apresentou correlacdo negativa com FSH, idade e tempo de infertilidade.

A dosagem de urocortina no lavado endometrial apresentou correlacao

positiva com a idade e correlacao negativa com AFC.



7 PREDICAO DA OCORRENCIA DE GRAVIDEZ

63

Analisando-se as diversas variaveis estudadas como possiveis preditores da

ocorréncia ou ndo de gravidez, foi construida a curva ROC, inicialmente incluindo

todas as 135 pacientes (Fig.19 e Fig.20)
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Figura 19 — Curva ROC incluindo AFC, AMH D3 e AMH D18-20

Areas sob a curva: AFC — 0,556 (IC 95% 0,447-0,666); AMH D3 — 0,660 (IC 95%

0,565 - 0,766); AMH D18-20 — 0,708 (IC 95% 0,615 — 0,801)
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Figura 20 — Curva ROC incluindo idade e FSH
Areas sob a curva: idade — 0,594 (IC 95% 0,470 - 0,717); FSH — 0,539 (IC 95%

0,424 — 0,654)

Analisando essas curvas ROC, observamos que o AMH colhido entre o 18° e
0 20° dias do ciclo menstrual apresentou a melhor area sob a curva (0,708). A
dosagem de AMH de 1,15 ng/ml foi determinada como melhor ponto de corte, com
especificidade de 70% e sensibilidade de 62,1% para determinacédo da ocorréncia de

gravidez.
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Para melhor analise do impacto dos fatores endometriais foram construidas
outras curvas ROC, incluindo apenas aquelas 102 pacientes que realizaram

transferéncia embrionaria (Fig.21 e Fig.22).
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Figura 21 — Curva ROC incluindo urocortina e espessura endometrial
Areas sob a curva: urocortina — 0,482 (IC 95% 0,365 - 0,599); endométrio — 0,472

(IC 95% 0,356 — 0,588)
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Figura 22 — Curva ROC incluindo idade e FSH
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Areas sob a curva: idade — 0,563 (IC 95% 0,433 - 0,692); FSH — 0,485 (IC 95%

0,359 — 0,611)
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8 IMPACTO DA ENDOMETRIOSE

Das 135 pacientes alocadas no estudo, 15 apresentavam o diagnostico de
endometriose, representando uma prevaléncia da doenca de 11%. Dessas 15
pacientes, apenas uma engravidou, gerando uma taxa de gravidez de apenas 6%
nesse subgrupo. E também importante ressaltar que as pacientes com endometriose
apresentaram uma alta taxa de cancelamento do ciclo de FIV por resposta
inadequada a gonadotrofinas, chegando a 46,6% do total de ciclos iniciados.

Realizando-se uma nova andlise das diversas variaveis, excluindo-se essas
pacientes com endometriose, permanecem estatisticamente significativas as
dosagens séricas de AMH no 3° e entre 18° e 20° dias do ciclo menstrual. O valor
prognéstico da idade apresenta importante melhora, aproximando-se muito da
significancia estatistica. Também ficam préximos a significancia o nimero de odécitos
e numero de embrides. As demais variaveis, incluindo AFC, tempo de infertilidade,
FSH, dose de gonadotrofinas e urocortina permanecem sem diferenca entre os

grupos de pacientes gravidas e ndo gravidas (Tabela 3).
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Tabela 3 — Analise das diversas variaveis entre os dois grupos, excluindo-se as

pacientes com endometriose (teste de Mann-Whitney)
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5. DISCUSSAO
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O advento das terapias de reproducdo assistida trouxe a possibilidade de
gravidez para muitos casais que nao a alcancariam naturalmente. Os tratamentos
tém se modernizado, mas ainda se caracterizam por serem de alta complexidade,
custo elevado, chance de sucesso relativamente baixa e grande desgaste para 0s
pacientes. Isso se torna ainda mais evidente quando lidamos com pacientes de
menor poder aquisitivo, que contam com o0 sistema publico de saude para a
realizacdo de seu tratamento, como as pacientes alocadas em nosso estudo. Além
de todas as dificuldades ja citadas previamente, os casais ainda enfrentam filas de
espera para a realizacdo da tdo sonhada tentativa de engravidar. Possibilitar que um
casal tenha a chance de ter seu filho € uma grande responsabilidade e um enorme
privilégio para o ginecologista que se especializa em infertilidade. Buscar progressos
nas terapias de reproducdo assistida € fundamental para o médico que trabalha
nessa area. Esses progressos incluem a busca de exames mais acurados, que
permitam melhor planejamento do tratamento e um aconselhamento e orientagéo

mais adequadas para o casal. Nosso estudo segue esse obijetivo.

Obtivemos um total de 135 pacientes, divididas em dois grupos: (1) 106 que
nao engravidaram e (2) 29 que engravidaram. Em ambos os grupos houve uma
predominancia de infertilidade conjugal priméria. Isso é compativel com o fato do
estudo envolver pacientes com indicacao de fertilizacéo in vitro, sendo que a maioria

delas apresentava fatores que as impediram de engravidar espontaneamente.

Os grupos apresentaram também similaridade em relacdo as causas de
infertilidade, com predominéncia de fator masculino e obstru¢do tubéarea bilateral.

Ambos 0s grupos apresentaram também uma parcela importante de casais com
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mais de uma causa de infertilidade associada, sendo essa parcela mais relevante
ainda no grupo de pacientes que nao engravidaram. A associacdo de mais de um
fator de infertilidade piora o progndstico do casal, o que € compativel com a
presenca de um maior nUmero de casais com essa caracteristica no grupo que nao
obteve gravidez. Observamos uma prevaléncia muito significativa de fator masculino
na indicacdo das FIVs de nosso laboratério. NUmeros da American Society for
Reproductive Medicine (ASRM) de 2010 de indicagdes de FIV mostram a seguinte
distribuicdo: 17% fator masculino, 15% reserva ovariana diminuida, 13% esterilidade
sem causa aparente, 7% fator tubareo, 7% fator ovulatério, 4% endometriose, 1%
fator uterino, 7% outros fatores e 29% mais de um fator associado. A predominancia
de fator masculino como principal indicacdo de FIV ocorreu, como em nosso estudo,
mas em menor propor¢cao em relacdo as outras causas. Isso pode ser atribuido, em
parte, a realizacdo, no LRH, de inseminacédo intra-uterina em pacientes com fator
ovulatério, esterilidade sem causa aparente ou outros fatores, diminuindo o nimero
desse tipo de paciente na FIV. De forma similar ao nosso estudo, a ASRM registra
parcela importante de casais com mais de uma causa de infertilidade associada. Em

relacdo especificamente a endometriose observamos, em nosso estudo, uma

prevaléncia mais significativa, em torno de 11% das pacientes.

A idade é, sabidamente, o principal determinante da reserva ovariana de uma
paciente e, consequentemente, o principal fator prognostico caso essa paciente
precise se submeter a um tratamento de reproducéo assistida. Em nosso estudo, as
135 pacientes alocadas apresentaram uma idade variando de 24 a 41 anos. As
pacientes mais jovens apresentaram maior contagem de foliculos antrais e maiores

dosagens de AMH. Quando submetida a coleta ovariana, a paciente com idade
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inferior apresentou maior nimero de oocitos e embrides. Uma idade mais elevada
representou maior risco de cancelamento do ciclo de FIV por resposta ovariana
inadequada a inducédo. Além desses achados, era também de se esperar que as
pacientes que engravidaram tivessem uma média de idade inferior. No entanto, isso
nao pbéde ser observado em nosso estudo, ndo tendo sido encontrada diferenca
significativa entre a idade das pacientes que engravidaram e as que néo
engravidaram. Um motivo para que essa diferenca ndo tenha sido encontrada € o
namero de pacientes envolvidas no estudo. O calculo amostral do estudo foi
baseado na taxa de gravidez, estimada em torno de 25% (93), sendo que o total de
pacientes provavelmente ndo foi suficiente para demonstrar o impacto da idade nas
chances de ocorréncia ou ndo de gravidez. Devemos também ressaltar que, quando
analisamos a chance de gravidez em tratamentos de FIV, muitos outros fatores além
da idade da mulher estardo envolvidos na ocorréncia ou ndo de gravidez, como a
causa e o tempo de infertilidade e a receptividade endometrial, que pode ser
influenciada por fatores coexistentes como o diagndstico de endometriose. Isso se
torna mais evidente quando fazemos uma segunda andlise dos dados excluindo-se
as pacientes portadoras de endometriose. Apesar da reducdo do numero total de
pacientes para 120, o impacto da idade se torna mais importante na determinagao

da ocorréncia ou ndo de gravidez, ficando muito proximo da significancia estatistica.

Em relacdo ao tempo de infertilidade, sabe-se que seu aumento € um
fator de pior prognostico para o casal, mas, como fator isolado, ndo sera
determinante da ocorréncia ou ndo de gravidez ap0s o tratamento de reproducéo
assistida. Sua relevancia se relaciona, provavelmente, com o aumento associado da

idade materna. Em nosso estudo, os grupos de pacientes que nao engravidaram e
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engravidaram apresentaram a mesma mediana de tempo de infertilidade, que foi de
6 anos. Observamos que € um tempo alto, ainda mais se considerarmos que, apos
um ano de tentativa de engravidar sem sucesso, 0 casal ja tem indicacdo de ser
submetido a propedéutica e tratamento adequados. Mesmo que esse casal tenha
possibilidade de realizacdo de tratamentos de menor complexidade, como
orientacdo de coito e inseminacgao intra-uterina, esses tratamentos poderiam ter sido
realizados em um periodo de aproximadamente 1 ano, considerando a realizacao
preconizada de até seis ciclos de cada. Além da demora em procurar tratamento
meédico, que pode acontecer com muitos casais, o principal fator que impacta nesse
elevado tempo de infertilidade de nosso estudo é o fato das pacientes terem sido
alocadas em um laboratério que atende exclusivamente pelo sistema publico de
salude. Sendo um tratamento de alta complexidade, de realizacdo muito restrita em
nivel publico, mesmo se considerarmos em ambito nacional, a demanda de
pacientes torna-se muito maior que a oferta de tratamentos. Geram-se filas de
espera, que, infelizmente, podem vir a piorar o prognostico de alguns casais,
principalmente devido ao aumento da idade materna. De forma analoga a idade, o
tempo de infertiidade também ndo apresentou diferenca significativa entre as
pacientes que engravidaram ou ndo, podendo isso se dever aos mesmos fatores
descritos para a idade, associando-se o fato do tempo de infertilidade ter sido

elevado nos dois grupos, diminuindo o seu impacto no resultado final.

Analisando-se especificamente a reserva ovariana da paciente que sera
submetida a um tratamento de reproducao assistida, a dosagem de FSH no 3° dia
do ciclo menstrual é ainda o exame mais difundido e utilizado na pratica clinica. No

entanto, diversos estudos ja demonstraram sua baixa acuracia como preditor de
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reserva ovariana e novos marcadores séo indispensaveis para melhor avaliacdo da
provavel resposta de uma paciente a uma inducéao de ovulacdo. Em nosso estudo, a
dosagem sérica de FSH no 3° dia do ciclo menstrual variou de 1,87 a 14,7 muUl/ml.
Houve uma correlacdo negativa entre o FSH e o numero de odcitos e embrides
obtidos. No entanto, ndo houve diferenca significativa do FSH entre as pacientes
gue ndo engravidaram e aquelas que engravidaram. O FSH realmente apresenta
valor muito limitado em termos da predicdo da reserva ovariana de determinada
paciente que serd submetida a um tratamento de reproducédo assistida. Continua
sendo utilizado como um parametro de funcdo ovariana devido a sua facilidade de
realizacdo, grande disponibilidade, mesmo no sistema publico de saude, e baixo
custo quando comparado a outros exames endocrinos disponiveis. Apresenta como
inconveniente a necessidade de ser realizado no 3° dia do ciclo menstrual. Oferece
maior acuracia apenas quando seus niveis ja estdo muito elevados. Pode ser
utilizado como um parametro de ajuste de dose de medicacbes indutoras da
ovulacdo, principalmente quando jA apresenta valores alterados, mas apresenta
valor muito limitado para inferir possibilidade de ocorréncia ou ndo de gravidez.
Essas limitagbes indicam a necessidade de busca por outro teste de reserva

ovariana que possa substituir o FSH.

A dose de gonadotrofinas utilizada para inducdo da ovulagdo nao
apresentou diferenca significativa entre as pacientes que nao engravidaram e
aguelas que engravidaram. Esse achado € compativel com o esperado, pois utilizar
maior dose de gonadotrofinas ndo aumenta a chance de uma paciente engravidar
em um ciclo de FIV. A hiperestimulacéo ovariana controlada (HOC) exige uma dose

supra-fisiologica de gonadotrofinas, mas um aumento exagerado dessa dose nao
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melhora o prognostico da paciente e aumenta o risco de resposta inadequadamente
alta e desenvolvimento de sindrome de hiperestimulo ovariano (OHS). Todas as
pacientes alocadas utilizaram protocolo longo de indugcdo ovariana, com inicio de
gonadotrofinas em uma mesma dose, com ajustes posteriores analisados
individualmente, chegando a uma dose final diferente para cada paciente. O
desenvolvimento das técnicas de reproducdo assistida tem levado a uma tendéncia
de transferir um menor nimero de embrides, reduzindo a chance de gemelaridade e
0s riscos a ela relacionados. Essa tendéncia € acompanhada pela utilizacdo de
menor dose de gonadotrofinas, diminuindo os riscos do tratamento, sem afetar a
chance de sucesso. A néo interferéncia da dose de gonadotrofinas na ocorréncia ou

nao de gravidez fortalece essa tendéncia.

O numero de odcitos obtidos foi significativamente maior nas pacientes
que engravidaram quando comparado as que nao engravidaram. Houve uma
correlacdo negativa entre o nimero de odcitos e a idade da paciente, tempo de
infertilidade e dosagem de FSH. Esses achados sdo compativeis com o esperado,
pois a idade é o principal fator prognéstico em terapia de reproducéo assistida. A
paciente mais velha tem maior possibilidade de responder pior a inducdo da
ovulagdo e, consequentemente, apresentar um menor nimero de odcitos coletados.
O impacto do tempo de infertilidade no numero de odcitos reflete, da mesma forma,
um aumento na idade da paciente. O mesmo vale para o FSH, sendo que a paciente
mais velha tem tendéncia de apresentar FSH mais elevado, o qual ira se
correlacionar negativamente com o numero de od0citos, apesar de nao poder
predizer a ocorréncia ou ndo de gestacdo. O numero de od0citos se correlacionou

ainda, de forma positiva, com a AFC e AMH. Esses achados sdo também
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compativeis com o esperado. Diversos estudos ja demonstraram que quanto maior a
AFC e os niveis de AMH, melhor costuma ser a resposta da paciente a inducéo da

ovulacéo, refletindo em um maior nimero de odécitos apos a coleta ovariana.

O numero de embribes foi significativamente maior nas pacientes que
engravidaram quando comparado as que nao engravidaram. O numero de embrides
apresenta correlacdo com o namero de odcitos. Portanto, as mesmas correlacdes
encontradas para os odcitos serdo validas para os embrides. Houve uma correlagcéo
negativa do nimero de embrides com a idade, tempo de infertilidade e dosagem de
FSH. As pacientes com idade mais elevada, geralmente associada a um maior
tempo de infertilidade e niveis mais altos de FSH, apresentam menor numero de
o0citos, e, consequentemente, menor niamero de embrides. O advento da ICSI
tornou essa relacdo ainda mais evidente. Mesmo em casos de fator masculino
grave, a ICSI permite melhor taxa de fertilizacdo, tornando muito préximo o nimero
de odcitos maduros e embrides. Houve uma correlacdo positiva do nimero de
embrides com AFC e AMH, que também pode estar associada com o maior nUmero
de odcitos. E importante ressaltar que o nimero de embribes transferidos n&o
apresentou diferenca significativa entre as pacientes que engravidaram e as que nao
engravidaram. Na época em que o estudo foi realizado, foram transferidos de 1 a 4
embrides por transferéncia. A mediana de embrides transferidos foi de 3, tanto nas
pacientes que engravidaram, quanto nas que nao engravidaram. Observamos que a
ocorréncia ou nao de gravidez ndo pode ser determinada simplificadamente pelo
namero de embrides transferidos. A presenca de gestacdo provavelmente se
relaciona muito mais com a qualidade desses embrides, associada a outros fatores,

com destaque para a receptividade endometrial.
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A contagem de foliculos antrais ndo apresentou diferenca significativa
entre as pacientes que engravidaram ou nao engravidaram. Isoladamente, AFC n&o
pode ser usado como fator preditor da ocorréncia ou ndo de gestacdo. Quando
analisamos a AFC, é importante uma subanalise excluindo as pacientes portadoras
de ovarios policisticos, pois elas apresentam maior AFC, sem haver uma
correspondente melhora no prognéstico da resposta ovariana a inducdo da
ovulacdo. Mesmo excluindo-se essas pacientes, AFC nao foi significativamente
diferente entre os dois grupos. Em nosso estudo, AFC apresentou como ponto
positivo uma correlacdo com o numero de odcitos e embrides. Apresenta ainda
correlacdo positiva com as dosagens de AMH e negativa com idade e FSH. Apesar
de néo ter sido determinante da ocorréncia ou nao de gestacédo, maior AFC pode ser

considerado bom preditor da resposta ovariana a induc¢ao da ovulacéao.

As dosagens de AMH do 3° e entre 18° e 20° dias do ciclo menstrual
demonstraram diferenca estatisticamente significativa entre as pacientes que
engravidaram e ndo engravidaram. AMH isoladamente pode ser considerado bom
preditor da reserva ovariana e, mais do que isso, da ocorréncia ou nao de gravidez
em tratamentos de FIV. AMH mais elevado se associa a maior numero de odcitos e
embrides. Apresenta correlagdo positiva com AFC. Por outro lado, menor AMH é
apresentado por aquelas pacientes com idade mais avancada e FSH mais elevado e
se associa a menor numero de oocitos e embrides. Em termos de capacidade de
predicdo da ocorréncia ou ndo de gestacdo, AMH foi superior ao FSH, podendo ser
cotado como substituto desse na pratica clinica. Apresenta, como uma grande

vantagem, sua estabilidade durante o ciclo menstrual, ja descrita em outros estudos
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e comprovada, em nosso estudo, pela auséncia de diferenca entre suas dosagens
no 3° e entre 18° e 20° dias do ciclo menstrual de uma mesma paciente. Isso permite
sua dosagem em qualquer dia do ciclo menstrual, com maior comodidade para
paciente e médico, sendo, também sob esse aspecto, superior ao FSH dosado no 3°
dia do ciclo. Estudos prévios descrevem também sua estabilidade entre diferentes
ciclos menstruais, fazendo do AMH, mesmo quando dosado em um ciclo menstrual
prévio, um melhor preditor da resposta ovariana no ciclo de tratamento de FIV. O
AMH, atualmente, ainda apresenta como desvantagem seu custo elevado e baixa
disponibilidade de laboratérios que o executam rotineiramente. No entanto, essa
realidade pode se modificar com o passar dos anos, tornando a dosagem de AMH
um exame mais acessivel e, consequentemente, de uso mais difundido na pratica

clinica.

Em relacdo a receptividade endometrial, ainda néo ha, até o momento, nenhum
exame com acuracia suficiente para ser de uso difundido na prética clinica. A
implantacdo embrionaria apresenta um mecanismo extremamente complexo e a
receptividade do endométrio ao embrido envolve a interacdo de diversos fatores,
sendo que nenhum fator isolado serd capaz de definir a ocorréncia ou ndo de
gravidez. A busca por marcadores endometriais ndo é simplesmente o achado de
alguma proteina especifica, mas sim o estudo de varios marcadores que possam
estar envolvidos na receptividade endometrial, almejando, a longo prazo, tentar
tracar um painel de proteinas mais relevantes para a ocorréncia ou nao da
implantagdo. Para uma correta analise dos fatores endometriais, foram
consideradas, em nosso estudo, apenas aquelas pacientes que realizaram

transferéncia de, pelo menos, 1 embrido, com o total de 102 pacientes.
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A avaliacdo da espessura endometrial ndo apresentou diferenca significativa
entre as pacientes que engravidaram e as que ndo engravidaram, com mediana de
4,0 mm nos dois grupos. No entanto, € fundamental ressaltar que essa medida de
espessura endometrial foi realizada no mesmo USTV da contagem de foliculos
antrais, ou seja, no 3° dia do ciclo menstrual. O endométrio medido em fase folicular
precoce nao reflete a resposta endometrial ao estimulo estrogénico conseqiente a
inducao da ovulacao e, portanto, ndo pode ser considerado como bom parametro de
receptividade endometrial. A avaliacdo endometrial apos estimulo ovariano,
analisando-se ndo sO6 a espessura, como também o aspecto endometrial
(proliferativo, trilaminar, secretor), poderia ser mais representativa da receptividade

endometrial, mas esse tipo de andlise foge aos objetivos de nosso estudo.

A dosagem de urocortina no lavado endometrial ndo apresentou diferenca
significativa entre as pacientes que ndo engravidaram e as que engravidaram, com
mediana de 0,04 ng/ml nos dois grupos. Em nosso estudo, a concentragcdo de UCN
no lavado endometrial das pacientes que realizaram transferéncia variou de 0,02 a
0,86 ng/ml. De uma forma geral, observamos uma concentracao baixa de UCN. No
estudo de Florio, que avaliou a UCN no lavado endometrial de pacientes submetidas
a llU, as concentracbes foram em média de 0,39 ng/ml nas pacientes que
engravidaram e 0,13 ng/ml nas pacientes que ndo engravidaram, concentracdes
bem superiores as encontradas na maioria de nossas pacientes (90). Nesse estudo,
o lavado foi realizado no proprio ciclo de 1lU e com menor volume (2,0 ml) de soro
fisiologico. As dosagens foram realizadas pelo mesmo kit de ELISA utilizado por nos.
Em nosso estudo, ndo seria recomendavel a realizacdo do lavado endometrial no

proprio ciclo de tratamento, pois as pacientes foram submetidas a ciclos de FIV com
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protocolo longo, com inicio do analogo do GnRH no ciclo anterior ao tratamento,
tendo sido o lavado endometrial e a bidpsia endometrial realizados antes do inicio de
qualquer medicacéo. Em relacdo ao volume de agua utilizada em nosso estudo, que
foi de 4,0 ml, foi tentada a utilizacdo de um volume menor, mas ndo conseguimos
obter um lavado adequado com o tipo de sonda uretral disponivel, optando-se, entédo
pela utilizacdo dos 4,0 ml. Em se tratando da cavidade uterina, permanece sendo
um volume reduzido. Para preencher a cavidade, por exemplo, para a realizacdo de
uma histerossonografia, sdo necessarios 10 a 20 ml de soro fisiolégico. De uma
forma geral, pode ser que o lavado endometrial por nés realizado tenha ocasionado
uma maior diluicdo da UCN. Tentando minimizar esse efeito, ainda mais por se tratar
de um peptideo pequeno, foi realizada a extracao do peptideo antes do ELISA, mas
ainda assim as concentracdes permaneceram baixas. Talvez a realizacdo da
dosagem por um método mais sensivel como radioimunoensaio pudesse ter obtido
resultados mais significativos.

J& quando analisamos a expressdo génica da UCN no endométrio pela PCR
em tempo real, observamos uma expressao significativamente maior nas pacientes
gravidas, sendo a expressao relativa 20% maior nessas pacientes. Esses achados
nos indicam a probabilidade da UCN ser uma das possiveis proteinas envolvidas na
implantacdo embrionaria, sendo que sua maior expressdo pode ser favoravel a
ocorréncia de gestacdo. Com certeza, varios outros marcadores estdo envolvidos
nesse processo e deverdo ser ainda estudados. N&o foi possivel em nosso estudo,
confirmar essa relevancia da UCN pela dosagem direta do peptideo no lavado
endometrial, mas a dosagem por método mais sensivel do que o por nés realizado
talvez possa confirmar uma maior concentracdo nas pacientes que obtém a

gravidez. Em nosso estudo, também n&o foi observada nenhuma alteragdo na
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expressdo génica dos receptores CRH-R1 e CRH-R2 nas pacientes gravidas
guando comparadas com as nao gravidas. Outros estudos seréo necessarios para
confirmar a relevancia de uma maior concentracdo de UCN favorecendo uma maior
chance de implantacdo embrionaria, e, por conseguinte, maior ocorréncia de
gestacado e, mais do que isso, esses estudos serdo necessarios para buscar varios
outros marcadores que possam preencher um painel que determinara a

receptividade endometrial.

Para melhor analise das diversas variaveis como preditores da ocorréncia ou
nao de gestacdo, foram construidas as curvas ROC, inicialmente com todas as
pacientes e, posteriormente com aquelas que realizaram transferéncia embrionaria.
Na analise de todas as pacientes em conjunto, idade, FSH, AFC e AMH do 3° dia do
ciclo ndo forneceram uma boa area sob a curva. A dosagem de AMH entre 18° e 20°
dias do ciclo forneceu a melhor area sob a curva (0,708). A concentracdo de 1,15
ng/ml foi determinada como ponto de corte, com especificidade de 70% e
sensibilidade de 62,1% para determinacdo da ocorréncia de gestacdo. Analisando-
se apenas as pacientes que realizaram transferéncia embrionéria, idade, FSH,
espessura endometrial e urocortina ndo forneceram uma boa area sob a curva, nao
sendo possivel determinar um ponto de corte dessas variaveis que possa ser

utilizado como preditor da ocorréncia ou ndo de gestacao.
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6 . CONCLUSOES
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1 — A contagem de foliculos antrais € bom preditor do nimero de odécitos
e de embribes obtidos em tratamentos de FIV. Ndo € bom preditor da ocorréncia de
gestacado, ndo podendo ser estabelecido um valor de corte para ser utilizado como

exame de rastreamento pré-tratamento.

2 — A dosagem de hormonio anti-mulleriano € bom preditor da ocorréncia
de gestacdo em tratamentos de FIV, apresentando-se significativamente maior nas
pacientes que engravidam. As concentracdes de AMH sdo estaveis durante o ciclo
menstrual, podendo o exame ser colhido em qualquer dia do ciclo. Valores acima de
1,15 ng/ml determinam maior chance de gravidez com especificidade de 70% e

sensibilidade de 62,1%.

3 — A expressao génica relativa de urocortina no endométrio é 20% maior
em pacientes que obtém gravidez apds tratamentos de FIV. Sua dosagem por
ELISA no lavado endometrial ndo apresenta sensibilidade suficiente para ser

utilizado como marcador da receptividade endometrial em tratamentos de FIV.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Fatores prognésticos em terapia de reprodugéo assistida: hormonio anti-mdilleriano e
secrecdo endometrial de urocortina

Prezada Senhora,

Gostaria de convida-la a participar de um estudo cientifico que ira avaliar dois novos
exames cuja finalidade é ajudar a prever melhor as chances de sucesso em terapias de reproducao
assistida.

I.INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Esta pesquisa visa ao estudo de novas opc¢des de teste para avaliar a reserva ovariana e
a receptividade do endométrio, com o objetivo de tentar predizer melhor as chances de sucesso do
tratamento em mulheres submetidas a terapias de reproducéo assistida (fertilizacdo in vitro — FIV ou
ICSI). Nesta pesquisa, além dos exames de rotina realizados antes da fertilizacdo assistida, sera
coletada amostra de sangue para a dosagem de uma substancia denominada horménio anti-
milleriano. Durante a realizacdo do exame denominado histerossonografia, sera coletado o fluido
endometrial. Ambas coletas seréo realizadas entre o 18° e 0 20° dias do ciclo menstrual O resultado
desses testes nao exercera nenhuma influéncia no prosseguimento do tratamento.

Il. SIGILO DOS DADOS

Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade n&o serd revelada
publicamente em hipétese alguma e somente o0s pesquisadores envolvidos neste projeto terdo
acesso a estas informacdes que serdo utilizadas somente para fins de pesquisa.

ll. BENEFICIOS DA PESQUISA

Este estudo trar4 informac¢des importantes que poderdo ter aplicacdo direta na
terapéutica. O melhor conhecimento da reserva ovariana e da receptividade endometrial permitird um
melhor planejamento do tratamento e maiores informacdes para a paciente em relacdo as suas
chances de sucesso na obtencdo de uma gravidez.

IV. RISCOS

O estudo ndo acrescenta nenhum risco as pacientes, uma vez que nao exerce nenhuma
influéncia ou modificagdo no tratamento. As Unicas intervencbes realizadas serdo a coleta de
amostras sangiineas, além das que ja sdo habitualmente coletadas, e a coleta do fluido endometrial
durante a realizacéo da histerossonografia.

V.RESSARCIMENTO DAS DESPESAS

N&o esta prevista qualquer forma de remuneracdo para as voluntarias. Todas as
despesas especificas relacionadas com o estudo sdo de responsabilidade do Laboratério de
Reproducdo Humana da Universidade Federal de Minas Gerais. O estudo ndo acarretara nenhuma
despesa extra as voluntarias, sendo que a coleta das amostras sangiineas e do fluido endometrial
sera programada para dias em que a paciente j4 teria a necessidade de se locomover até o
Laboratorio de Reproducéo Humana.

VI.DEMAIS ESCLARECIMENTOS

Vocé dispGe de total liberdade para esclarecer qualquer divida que possa surgir durante
a pesquisa. Vocé podera recusar-se a participar deste estudo e/ou abandona-lo a qualguer momento,
sem precisar se justificar. A aceitagcdo ou ndo da participagcdo neste estudo nao influenciara no seu
tratamento. Nao sera realizado qualquer tipo de manipulagéo, experimento ou intervencao direta com
0 paciente, exceto a coleta de amostras de sangue periférico (5 ml por coleta, volume equivalente a
uma colher de sopa) e do fluido endometrial.

TERMO DE CONSENTIMENTO
L RN ,voluntariamente concordo
que seja coletada amostra sangliinea para dosagem de hormdnio anti-mulleriano e fluido endometrial
durante a realizacdo da histerossonografia, para fins de pesquisa cientifica no Laboratorio de
Reproducdo Humana da Universidade Federal de Minas Gerais. Estou ciente do exposto acima e
ainda de que esta pesquisa nao trara qualquer prejuizo a minha satde ou ao tratamento.
Belo Horizonte,............... (o = U UUUOUPTUPUPURTPRR de 20...............

Assinatura da voluntaria:

Telefones para contato:
Dra. Carolina Passos de Rezende — 3409 9484 / 9191 5917
Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG: (31) 3499-4592
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CONSENTIMENTO PARA TECNICAS DE REPRODUGAO ASSISTIDA (FIV)

Vimos, através deste termo, declarar que:

Consentimos livremente em participar do Programa de Fertilizacdo Assistida. Este programa
visa a obtencdo de uma gestacao, como parte integrante do tratamento de esterilidade conjugal ao
qual estamos nos submetendo.

Tivemos a oportunidade de esclarecer todas as nossas duvidas relativas ao referido
programa, aos tratamentos alternativos, aos possiveis desconfortos, efeitos colaterais e riscos
inerentes ao programa. Estamos cientes da possibilidade de ocorrerem outras complicagGes além
daquelas descritas neste documento. Reconhecendo que, embora sejam empenhados todos os
esforcos a fim de evitar ou minimizar os efeitos colaterais e complicacfes, estes podem ser
imprevisiveis tanto em natureza como em gravidade.

Estamos cientes que ndo seremos penalizados se nos recusarmos a participar do referido
programa e de que seremos informados em detalhes e com antecedéncia sobre a ovulacdo e
mudancas referentes ao programa que venham influenciar nossa decisdo de prosseguir com o
programa ou nao.

Estamos cientes de que o programa podera ser suspenso, a critério médico, quando houver
algum fato significativo que possa aumentar o desconforto, efeitos colaterais e/ou riscos, ou ainda no
caso de ndo haver boas chances de sucesso (gestacdo) com a progressao do programa.

Estamos, ainda, cientes de que qualquer informacgdo obtida durante a realizagdo deste
programa que se refira diretamente a nds é verdadeira; e permanecera confidencial, como previsto
em lei. Concordamos que os dados obtidos durante o programa possam ser objeto de publicacdo em
literatura médica, sob condicdo de que nossa identidade seja resguardada.

Tendo lido com atencdo e compreendido todas as informa¢des contidas neste documento,
recebido informacdes adicionais e esclarecimentos completos, concordamos em participar do
Programa de Fertilizagdo Assistida. Reconhecemos ter sido informados em detalhes sobre nossos
direitos e responsabilidades e, ndo havendo dlvidas, datamos e assinamos como segue:

CASAL:

MEDICOS:

Belo Horizonte, de de
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CONSENTIMENTO PARA TECNICAS DE REPRODUGAO ASSISTIDA (ICSI)

Vimos, através deste termo, declarar que:

Consentimos livremente em participar do Programa de Fertilizacao Assistida. Este programa
visa a obtencdo de uma gestacdo, como parte integrante do tratamento de esterilidade conjugal ao
qual estamos nos submetendo.

Tivemos a oportunidade de esclarecer todas as nossas duavidas relativas ao referido
programa, aos tratamentos alternativos, aos possiveis desconfortos, efeitos colaterais e riscos
inerentes ao programa. Estamos cientes da possibilidade de ocorrerem outras complicagées além
daquelas descritas neste documento. Reconhecendo que, embora sejam empenhados todos o0s
esforcos a fim de evitar ou minimizar os efeitos colaterais e complicacfes, estes podem ser
imprevisiveis tanto em natureza como em gravidade.

Estamos cientes que ndo seremos penalizados se nos recusarmos a participar do referido
programa e de que seremos informados em detalhes e com antecedéncia sobre a ovulacdo e
mudancas referentes ao programa que venham influenciar nossa decisdo de prosseguir com o
programa ou nao.

Estamos cientes de que o programa podera ser suspenso, a critério médico, quando houver
algum fato significativo que possa aumentar o desconforto, efeitos colaterais e/ou riscos, ou ainda no
caso de ndo haver boas chances de sucesso (gestacéo) com a progresséo do programa.

Estamos, ainda, cientes de que qualquer informacgdo obtida durante a realizagdo deste
programa que se refira diretamente a nds é verdadeira; e permanecera confidencial, como previsto
em lei. Concordamos que os dados obtidos durante o programa possam ser objeto de publicacdo em
literatura médica, sob condicdo de que nossa identidade seja resguardada.

Pra tanto autoriza o casal a realizacdo da Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozéides
(ICSl), que consiste na injegdo de um Unico espermatozoide no interior de um oOvulo. Estamos
cientes que esta é a melhor op¢éo de uma gestagédo no nosso caso.

Tendo lido com atencdo e compreendido todas as informagBes contidas neste documento,
recebido informacdes adicionais e esclarecimentos completos, concordamos em participar do
Programa de Fertilizacdo Assistida. Reconhecemos ter sido informados em detalhes sobre nossos
direitos e responsabilidades e, ndo havendo dlvidas, datamos e assinamos como segue:

CASAL:

MEDICOS:

Belo Horizonte, de de
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Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 07 de margo de 2008, apés atendidas as solicitagdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Fatores progndsticos em terapia de
reprodugdo assistida: hormoénio anti-mulleriano e secrecéo
endometrial de urocortina" bem como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apods o inicio do projeto.
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Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufimg.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 666/07

Interessado(a): Prof. Fernando Marcos dos Reis
Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no dia 12 de
agosto de 2009, a extensdo do projeto de pesquisa intitulado "Fatores
prognésticos em terapia de reproducéo assistida: horménio anti-mulleriano e
secregdo endometrial de urocortina™ com as seguintes alteragoes:

1. prorrogar a etapa de coleta de amostras até 30 de novembro de 2009;

2. introduzir uma modificagdo nos procedimentos de coleta de fluido
endometrial, com a inclusdo de uma amostra de tecido endometrial;

3. alterar o texto do projeto (com essa mudanca);

4. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (com as modificagdes).
O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um ano apos o

inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques aral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coep@prpg.ufimg.br



FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO
Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9640
epg@medicina.ufmg.br

ATA DA DEFESA DE TESE DE DOUTORADO de CAROLINA PASSOS DE
REZENDE MARTINS, n° de registro 2011655590. No dia quinze de junho de dois mil e
doze, reuniu-se na Faculdade de Medicina da UFMG a Comissdo Examinadora de Tese
indicada pelo Colegiado do Programa para julgar, em exame final, o trabalho intitulado:
“FATORES PROGNOSTICOS EM TERAPIA DE REPRODUCAO ASSISTIDA:
HORMONIO ANTI-MULLERIANO E SECRECAO ENDOMETRIAL DE
UROCORTINA”, requisito final para a obtencfo do Grau de Doutor em Satde da Mulher,
pelo Programa de P6s-Graduagéio em Satde da Mulher - Area de Concentragdo em Patologia
Ginecoldgica e Reprodugio. Abrindo a sessdo, o Presidente da Comissdo, Prof. Fernando
Marcos dos Reis, apds dar a conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares do
Trabalho final, passou a palavra a candidata para apresenta¢io de seu trabalho. Seguiu-se a
arguigdo pelos examinadores, com a respectiva defesa da candidata. Logo apés, a Comissio
se reuniu sem a presenca da candidata e do publico para julgamento e expedigdo do resultado
final. Foram atribuidas as seguintes indicacdes:

Prof. Fernando Marcos dos Reis/Orientador Institui¢do: UFMG Indicagio: /é]/ 4 T//}
Profa. Claudia Navarro Carvalho Duarte Lemos Instituigdo: UFMG Indicagdo: ﬂ ﬁz (@)
Prof. Selmo Geber Instituicdo: UFMG Indicagéo: ol T'A
Prof. Alessandra Duarte Clarizia Institui¢do: UNI-BH Indicagdo: /:\ Pk)
Profa. Rivia Mara Lamaita Instituicdo: PRO-CRIAR  Indicagfo: ‘g},'g 5

Pelas indicacGes a candidata foi considerada A PKO\/K" DA"

O resultado final foi comunicado publicamente & candidata pela Presidente da Comiss&o. Nada mais
havendo a tratar, a Presidente encerrou a sessdo e lavrou a presente ATA, que serd assinada por
todos os membros participantes da Comissio Examinadora Horizonte, 22 de junho de 2012.

Prof. Fernando Marcos dos Reis @ 247 /

Profa. Claudia Navarro Carvalho Dua fLemos / W
Prof. Selmo Geber /2

Prof. Alessandra Duarte Clarizia OW‘ .
OY\;\
Profa. Rivia Mara Lamaita — PRO-CRIAR l } Y VR

Prof. Antdnio Carlos Vieira Cabral/Coordenador e

Obs.: Este documento nado tera validade sem a assinatura e carimbo do Coordenador.
e Towmjpe: onde 4 J&? "ne de noiing 01 6SS S0
Lt s "ane dle agistng 02008(5%91}0 >
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FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO
Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409-9640

DECLARACAO

A Comissio Examinadora abaixo assinada, composta pelos Professores Doutores:
Fernando Marcos dos Reis, Claudia Navarro Carvalho Duarte Lemos, Selmo Geber,
Alessandra Duarte Clarizia e Rivia Mara Lamaita, aprovou a defesa da Tese intitulada
“FATORES PROGNOSTICOS EM TERAPIA DE REPRODUCAQ ASSISTIDA:
HORMONIO ANTI-MULLERIANO E SECRECAO ENDOMETRIAL DE
UROCORTINA”, apresentada pela doutoranda CAROLINA PASSOS DE
REZENDE MARTINS, para obtengdo do titulo de Doutor em Saude da Mulher, pelo
Programa de Pds-Graduaco em Satide da Mulher - Area de Concentragio em Patologia
Ginecolégica e Reprodugfio da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de

Minas Gerais, realizada em 15 de junho de 2012.
gz

Prof. Fernando Marcos d
Orientador

e >

Profa. Claudia Navarro Carvalho Duarte Lemos

ﬁoGé

arte Clarizia

[ I~
/,

Profa, Rivia Mara Lamaita

100



