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RESUMO

O desenvolvimento de terapias cada vez mais eficazes para as neoplasias
malignas tem permitido a sobrevida das portadoras dessas doencas. Entretanto, essas
terapias podem levar a conseqiiéncias indesejaveis, como a perda da funcdo reprodutiva. A
literatura tem demonstrado que pacientes pré-puberes sdo mais resistentes a essa perda,
sugerindo que os quimioterdpicos atuam principalmente em células germinativas em
crescimento. O objetivo deste trabalho foi investigar se a manutencido dessas células em
estado de repouso, com o uso de antagonistas do hormdnio liberador de gonadotrofinas
(GnRHant), promoveria protecdo ovariana adequada, com conseqiiente preservacdo da
fertilidade. Para isto, realizou-se um estudo prospectivo, controlado, , no biotério da
Faculdade de Medicin da UFMG, no periodo de marc¢o a setembro de 2007. Utilizou-se 42
ratas wistar que foram divididas em quatro grupos: grupo I: nove ratas - receberam injecao
de placebo (P) + placebo (P + P); grupo 1I: 12 ratas - receberam inje¢do de placebo +
ciclofosfamida (CFA) para avaliar o efeito da CFA na fertilidade e na fun¢ao ovariana (P +
CFA); grupo III: 12 ratas - receberam inje¢cdo de GnRHant + CFA para avaliar o efeito
protetor do GnRHant na fertilidade e na funcdo ovariana das ratas submetidas a CFA
(GnRHant + CFA); grupo IV - nove ratas: receberam injecao de GnRHant para avaliar-se o
efeito do GnRHant na fertilidade e na fung¢do ovariana (GnRHant + P). Ap6s o uso das
medicagdes, estudou-se o ciclo estral das ratas e as mesmas foram expostas ao cruzamento,
investigando-se o nimero de filhotes em cada grupo. Posteriormente, as ratas foram
sacrificadas e os ovdrios foram preparados para estudo histolégico. Calculou-se a drea do
corte axial de cada ovdrio e contou-se o nimero de foliculos primordiais — primadrios, pré-
antrais, antrais e corpos luteos. Todas as ratas, com exce¢do de uma do grupo II (P + CFA),
apresentaram ciclo estral regular. A andlise estatistica mostrou que o grupo que recebeu
GnRHant previamente a CFA  (GnRHant + CFA) teve numero de filhotes
significativamente mais alto (7 +/- 1,31) que o do grupo tratado apenas com CFA (p<0,05),
mas ainda inferior ao do grupo-controle (p>0,05). O grupo que recebeu apenas GnRHant
nao diferiu do controle. Em relacdo a darea do corte ovariano, esses valores nao
apresentaram diferenca estatistica. A andlise do nimero de foliculos ndo encontrou
diferenca estatistica entre os grupos estudados ao se avaliar cada tipo de foliculo
isoladamente, mas o grupo tratado apenas com GnRHant (GnRHant + P) apresentou
numero total de foliculos estatisticamente mais alto que o grupo-controle (17,11 +/- 22),
com p<0,05. Estes dados sugerem que o uso do GnRHant cetrorelix proporciona prote¢ao
da fertilidade em ratas submetidas a quimioterapia com ciclofosfamida.

Palavras-chave: Preservacdo da fertilidade. Quimioterapia. Gonadotoxicidade. Antagonista
do GnRH. Faléncia ovariana prematura.



ABSTRACT

Improvements in the success of cancer treatments have resulted in a significant
increase in life expectancy. However, these therapies can have some undesirable
consequences, as the lost of gonadal function what can result in Premature Ovarian Failure.
It has been shown that pre-puberty patients are more resistant to this lost, suggesting that
the chemotherapies act mainly in the growing gonadal cells. The purpose of this study was
to demonstrate that the maintenance of these cells in rest state with the use of antagonists
of GnRH, would promote an adequate ovarian protection, and consequently preserve the
fertility. It was a prospective study with Wistar rats divided into four groups: Group I: nine
rats that received injection of placebo (P) plus placebo (P + P); group II: twelve rats that
received injection of placebo (P) + cyclophosphamide (CFA) to evaluate effects of the
CFA in the fertility and the ovarian function (P + CFA); group III: twelve rats that
received injection of GnRH antagonist cetrorelix + CFA to evaluate the protective effect
of the antagonist GnRH in the fertility and in ovarian function of the rats submitted to CFA
(GnRHant + CFA); group IV: nine rats that received injection of GnRH antagonist
(GnRHant) - cetrorelix to evaluate the effect of the GnRHant in the fertility and in ovarian
function (GnRHant + P). After the use of the medications, the estral cycle was studied. The
rats were matched, and the number of baby rats was evaluated in each group. After the
birth, the rats were sacrificed and the ovaries were prepared for histological study. The
area of the axial cut was calculated in each ovary and the number of follicles was counted.
All of them, apart from one rat of Group II (P + CFA), presented regular estral cycle. The
statistics analysis showed that the group that received GnRHant previously to the CFA
(GnRHant + CFA) had a significantly bigger number of baby rats (7 +/-1,31) than the
group that received only CFA (p<0,05), but still less than the control group (p>0,05). The
group that received only GnRHant did not differ from controls one. In relation to the
ovarian cut area, these values did not present statistical difference. The analysis of the
number of follicles did not find difference statistic, when each type of follicle was
evaluated separately, but the group treated only with GnRHant (GnRHant + P) presented a
bigger number than the control group (17, 11 +/- 22), what was statistically significant
(p<0,05). This data suggests that the use of the GnRHant: cetrorelix, before the
chemotherapy with cyclophosphamide, can present a fertility protection.

Key-words: Fertility preservation. Chemotherapy. Gonad toxicity. GnRH-antagonist.
Premature ovarian failure.
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1 INTRODUCAO

Os avancos no tratamento do cancer tém permitido taxas de sobrevida cada vez
mais elevadas (ANDERSON et al., 2006; BLUMENFELD, 2001; CARTER et al., 2005;
GREEMBERG; URBACH, 2006; HEATH; STERN 2006; MALTARIS et al., 2007).
Atualmente, apds cinco anos do diagndstico, essa taxa excede 70% em relag@o a criangas e
adolescentes (DECHERNEY et al., 2005), aproxima-se de 80% naqueles tratados para
leucemia linfobléstica aguda e ultrapassa 90% no grupo tratado por linfoma de Hodgkin
(LINET et al., 1999; THOMSON; WALLACE, 2002). Com esses progressos, entretanto,
0s sobreviventes estdo expostos as conseqiiéncias da quimioterapia (QT) e/ou radioterapia.
A elevada taxa de sobrevida tem gerado grande interesse na qualidade de vida desses
pacientes. Hoje tem sido dada mais atengdo a esta questdo, considerando-se a qualidade de
vida fisica, psicoldgica, social e espiritual desses sobreviventes (KIM et al., 2001;
MAUNSELL et al., 2006; PENTHEROUDAKIS; PAVLIDIS, 2007). Uma qualidade de
vida satisfatéria deve incluir a capacidade de constituir e criar uma familia (MALTARIS et
al., 2006; SPEECHLEY et al., 2006).

A perda de funcdo reprodutiva é uma das conseqiiéncias mais importantes da
QT e afeta tanto o sexo masculino como o feminino (BINES; OLESKE; COBLEIGH,
1996; BLUMENFELD; HAIM, 1997; GHOSH et al., 2001; GREENBERG; URBACH,
2006; IHA et al., 2001; MARHHOM; COHEN, 2006; OKTAY et al., 2007; SKLAR et al.,
2006; SONMEZER; OKTAY, 2006; WALLACE; ANDERSON; BAIRD, 2004). A
faléncia ovariana prematura (FOP) ou a perda da fungdo ovariana durante ou logo apds o
tratamento ocorre em elevado nimero de mulheres submetidas a QT, principalmente
quando realizadas com agentes alquilantes como a ciclofosfamida (CFA). Esses agentes
produzem dano ao tecido gonadal, agindo quimicamente com o acido desoxirribonucléico
(DNA) desses tecidos, provocando queda na fertilidade e diminuicao da reserva folicular.
Mulheres pré-puberes sao menos sensiveis aos efeitos deletérios da QT sobre as gdnadas
(ABSOLOM et al., 2006; RIVKEES; CRAWFORD, 1988; WALLACE et al., 1993),
provavelmente porque os danos sdo maiores nas células germinativas em maturagao
(MALTARIS et al., 2006; TILLY, 1998). Baseado nesta premissa, o uso de medicagao

capaz de suprimir o funcionamento gonadal mantendo as células germinativas em estado
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de repouso poderia promover protecdo a fertilidade. O uso de andlogos do hormonio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) parece proporcionar protecao ovariana satisfatoria.
Estudos em animais demonstraram efeito positivo dos agonistas do GnRH
nessa protecdo (ATAYA et al., 1985; 1995; GLODE; ROBINSON; GOUDE, 1981).
Entretanto, o uso dos agonistas promove um efeito estimulatério gonadal inicial,
retardando a supressdo ovariana que ocorrerd apds o periodo de regulacdo para baixo
(aproximadamente 14 dias ap6s a administracdo). Portanto, seria necessario periodo
minimo de 14 dias entre o inicio do uso dos agonistas e o inicio da QT. Este adiamento
para o inicio do tratamento poderia ser crucial para o mesmo. Os antagonistas do GnRH
promovem supressdo ovariana imediata, tendo, portanto, papel promissor na protecao

ovariana prévia a QT.

1.1 Sobrevida em pacientes com neoplasias malignas

O Instituto Nacional do Cancer (National Cancer Institute) nos Estados Unidos
cita que entre 1987 e 1999 houve aumento de 0,3% ao ano na incidéncia de cancer em
mulheres. Apesar desse aumento, a mortalidade por cancer em mulheres diminuiu 0,6% ao
ano no mesmo periodo (MARHHOM; COHEN, 2006). Dados do governo americano
revelam que, em 2005, 1.372.910 pessoas possuiam diagndstico de cancer. Destas,
aproximadamente 4%, ou 55.000, encontravam-se abaixo de 35 anos de idade
(www.seer.cancer.gov). Oktay (2006) relata que, nos Estados Unidos, estima-se que
anualmente 13 mulheres em cada 100.000 irdo desenvolver cancer. Aproximadamente um
em 1.000 adultos atualmente é sobrevivente de cancer (DECHERNEY ef al., 2005) e, em
2010, uma em 250 mulheres serd sobrevivente de cancer (MALTARIS et al., 2006;
MARRHOM; COHEN, 2006). No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer,
em 2008 serdo diagnosticados 74.620 novos casos de cancer em mulheres, levando a
incidéncia de 325 casos por 100.000. A taxa de mortalidade no sexo feminino no periodo
de 1995 a 1999 encontrava-se em 56,88 por 100.000 mulheres.

Alguns autores descrevem taxa de sobrevida préxima de 90% para portadores
de linfoma de Hodgkin (LINET et al., 1999; MAGRATH, 1997; OKTAY et al., 2006).
Nos Estados Unidos, mais de 90% das neoplasias malignas de mama sio diagnosticadas
em estadio inicial, alcancando taxa de sobrevida acima de 80% em cinco anos (JEMAL et

al., 2006). Na Austrdlia e Nova Zelandia, cerca de 750 criancas e adolescentes recebem
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anualmente o diagndstico de cancer, sendo que atualmente o esperado é que em torno de
75% delas sejam sobreviventes em longo prazo. Uma pesquisa realizada em centros de
oncologia pedidtrica nesses paises mostrou que todos esses centros oferecem
criopreservacdo de sémen e, apesar de ser experimental, a preservagao do tecido ovariano é
oferecida em 83% deles. Dois entre 13 desses centros utilizam os andlogos do GnRH para
protecdo da fertilidade em meninas pds-puberes, apesar de ndo apresentarem protocolos
para este uso (HEATH; STERN, 2006).

As evidéncias disponiveis sugerem que a preservacao da fertilidade constitui
uma importante preocupacdo para a populacdo com cancer (IMAI; FURUI; YAKAMOTO,
2008), mas esse fato é desconhecido pelos oncologistas, uma vez que eles geralmente nao
questionam sobre este assunto e raramente este topico é abordado pelo paciente (GANZ et
al., 2003; LEE et al., 2006; MALTARIS et al., 2007). Uma pesquisa realizada por meio da
internet mostrou que, para 29% das mulheres, a preocupacdo com a fertilidade poderia
influenciar a decisdo no tratamento de neoplasias (PARTRIDGE; WINER, 2004).

Durante a 4" Conferéncia Internacional em Medicina do Céancer em
Adolescentes e Jovens (4th International Conference on Teenage and Young Adult Cancer
Medicine), ocorrida em Londres em marco de 2006, especialistas dissertaram sobre a
importancia de se discutir com os jovens que se submeterdo a QT as possiveis
conseqiiéncias do tratamento na sua fertilidade futura e oferecer-lhes as opgdes cabiveis
para manutencao da fertilidade. Adam Glaser afirmou que em uma pesquisa realizada com
271 jovens pacientes portadores de cancer, apenas 34% tinham sido alertados sobre os
possiveis danos na fertilidade, sendo que, destes, apenas 27% receberam essa informacao
antes do inicio da QT.

A American Society for Reproductive Medicine (ASRM) e a American Society
of Clinical Oncology (ASCO) recomendam que os oncologistas avaliem os possiveis danos
da QT na fertilidade e alertem os pacientes sobre esses danos e as possibilidades existentes

para minimizi-los (ASRM, 2005; LEE et al., 2006).
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1.2 Ciclofosfamida e sua acio na fertilidade
1.2.1 Ciclofosfamida

A ciclofosfamida (CFA) (2-[bis-(2-cloroetil) amino]-tetrahidro-2H-1,3,2-
oxafosforine-2-oxido) ¢ um agente DNA-alquilante amplamente utilizado no tratamento
das neoplasias malignas. Os agentes alquilantes sdo assim chamados devido a sua
habilidade em adicionar grupos alquila a varios grupos eletronegativos sob determinadas
condi¢des celulares. No inicio da década de 1940, sua atividade antitumoral foi
demonstrada em murinos e, logo apds, ela foi introduzida na quimioterapia clinica.
Recentemente, a CFA em baixas doses tem ganhado crescente interesse como agente
antiangiogénico ou imunoestimulador em combinagdo com outras imunoterapias no
tratamento do cancer. Além disto, essa droga tem sido utilizada como imunossupressora
em combinagcdo com outros imunossupressores no tratamento de algumas doencas auto-
imunes, como o lipus eritematoso sistémico e a artrite reumatdide. Ela é administrada
como pro-droga e requer a ativagdo pela hidroxilacdo catalisada pelo citocromo P450
(CYP), resultando em mostardas nitrogenadas citotoxicas capazes de reagir com DNA
molecular levando a morte celular e no subproduto acroleina. A CFA ¢ inativada pela N-
decloroetilaza¢do, resultando em metabdlitos N-decloroetilados e o subproduto
cloroacetaldeido (CAA). O CAA pode causar neurotoxicidade e nefrotoxicidade e a

acroleina induz urotoxicidade (ZHANG:; TIAN; ZHOU, 2006).
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FIGURA 1 - Estrutura da ciclofosfamida (CFA).
Fonte: Adaptado de Zhang, Tian e Zhou (2006).
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1.2.1.1 Absor¢ao

A CFA ¢ solivel em dgua, salina ou dlcool e pode ser administrada via oral ou
intravenosa. Em estudos animais, ela pode ser administrada por via intraperitoneal e seu
metabolismo se assemelha ao da via intravenosa. O pico de concentra¢io aparece uma hora
apds a administragc@o oral, com a bioviabilidade em torno de 85 a 100% (ZHANG; TIAN;
ZHOU, 2006).

1.2.1.2 Distribui¢do

Ap6s a administracdo venosa ou intraperitoneal, a CFA ¢é rapidamente
distribuida no organismo, ligando-se em torno de 20% as proteinas plasmaticas, ndo sendo
estruturalmente modificada pelo plasma sanguineo. O volume de distribuicao estd elevado
em pacientes obesos, o que leva ao aumento na meia-vida de eliminacdo (ZHANG:; TIAN;

ZHOU, 2006).

1.2.1.3 Transporte

A CFA ¢ altamente hidrofilica e nao se difunde prontamente pela barreira
lipidica celular. Seus metabolitos 4-OH-CFA e acroleina parecem se difundir prontamente
pela membrana celular, por meio da difusdo passiva. Entretanto, ndo se pode afastar a
possibilidade do transporte ativo da CFA e seus metabdlitos (ZHANG; TIAN; ZHOU,
2006).

1.2.1.4 Metabolismo

Como uma pré-droga, a CFA € metabolizada no figado, sendo convertida nas

mostardas alquilantes que sdo seus metabolitos ativos (FIG. 2).
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FIGURA 2 - Metabolismo da ciclofosfamida (CFA).
Fonte: Adaptado de Zhang, Tian e Zhou (2006) e Nature Cancer (2006).

1.2.1.5 Excre¢ao

A CFA ¢ excretada primariamente (70%) na urina na forma de seus metabdlitos
e, em menor extensado, nas fezes. Cerca de 10 a 20% sao excretados na forma original pela

urina e 4% pela bile (ZHANG; TIAN; ZHOU, 2006).

1.2.1.6 Mecanismo de acdo

A CFA ¢ biologicamente inativa e j4 € bem documentado que ndo apresenta
acdo antineopldsica ou teratogé€nica sem ser convertida pelas monoxigenases do citocromo
P450 em metabdlitos alquilantes ativos. As mostardas nitrogenadas alquilantes geradas sao
capazes de reagir com o dtomo nitrogénio-7 de bases purinas no DNA, especialmente
quando sdo estimuladas por guaninas adjacentes. Em pH neutro ou alcalino, as mostardas
nitrogenadas sdo convertidas em fon carbonico quimicamente reativo. O fon carbonico

reage com o nitrogénio do residuo da guanina no DNA, formando uma ligagao covalente.
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O segundo brago da mostarda fosforamida pode reagir com uma segunda guanina em um
DNA oposto, formando uma ligacdo cruzada. Apesar do bom entendimento da natureza
das reacdes quimicas dos agentes alquilantes e moléculas de DNA, os mecanismos da
morte das células tumorais ainda ndo estio totalmente conhecidos. Provavelmente, a CFA
destréi as células tumorais pelo apoptose (morte celular programada), iniciada pelo dano
do DNA, modulacdo do ciclo celular e outros efeitos antiproliferativos (ZHANG; TIAN;
ZHOU, 2006).

Os agentes alquilantes atuam por trés diferentes mecanismos: a ligacdo dos
grupos alquilas as bases de DNA; resultando na fragmentacio do DNA por enzimas
reparadoras na tentativa de repor as bases alquiladas, prevenindo assim a sintese de DNA e
a transcri¢do do 4cido ribonucléico (RNA) do DNA afetado; dano ao DNA via formagao
de pontes entre os dtomos de DNA, o que impede a separacdo do DNA para a sintese e
transcricdo e, através da inducao de nucleotideos despareados levando a mutagdes.

Acredita-se que o principal mecanismo que resulta na morte celular seja a
inibicdo da replicacdo do DNA, visto que as pontes interligadas ndo permitem a separagao
das duas hélices da sua cadeia. O apoptose induzido pela droga sempre € mediado pelo
caminho mitocondrial, levando a ativag@o do iniciador caspase-9 que, por sua vez, ativa os
efetores caspase-3 e caspase-7. Como a CFA pode danificar o DNA durante qualquer fase
do ciclo celular e sua toxicidade independe do ciclo celular, ela ndo é considerada ciclo-
fase especifica (CHASLE; HOW, 2003; REICHMAN; GREEN, 1994).

Além dos metabdlitos finais alquilantes, a acroleina e a CAA também se
relacionam a citotoxicidade da CFA.

Recentemente, hi evidéncias da acdo da CFA no sistema imune, tanto na
imunidade humoral como na celular, o que resulta em efeitos benéficos quando usada
como droga imunossupressora. Além disto, a CFA elimina os genitores endoteliais
circulantes, que sdo marcadores da angiogénese tumoral. Estes achados confirmam a
racionalidade do uso da droga como agente imunossupressor no tratamento de doencas

auto-imunes ou no tratamento do cancer.
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1.2.1.7 Toxicidade

Em pacientes com cancer, a CFA € primariamente ativada por CYP3A4,
CPY2C9 e CPY2B6 no figado, seguida pelo transporte hematolgico dos metabdlitos
ativados ao tecido tumoral via circulagdo sanguinea. Entretanto, estes metabdlitos também
podem atingir os tecidos normais, provocando toxicidade no hospedeiro. O limite para a
dose toxica € a toxicidade cardiaca pelo dano mitocondrial, causando pericardite
exsudativa, miocardite, depressdo do miocardio, arritmias cardiacas e insuficiéncia
cardiaca congestiva. Além da toxicidade cardiaca, podem ser encontradas em pacientes

recebendo altas doses de CFA: cistite hemorrédgica, retencao hidrica e hiponatremia.

1.2.2 A¢ao na fertilidade

Os agentes alquilantes como a CFA podem levar a faléncia ovariana,
promovendo menopausa prematura ou, em menor grau, comprometendo a fertilidade.
Além do comprometimento da fertilidade, pacientes que desenvolvem menopausa
prematura apresentam risco elevado de efeitos adversos relacionados com o estado
hipoestrogénico, como sintomas vasomotores, hipotrofia genital, osteoporose, doencas
cardiovasculares e disfung¢do psicossocial (CATER et al., 2005; CHASLE; HOW, 2003;
SKLAR et al., 2006). Ganz et al. (2003), em estudo de coorte o qual avaliou a qualidade
de vida de 577 sobreviventes de cancer de mama, encontraram correlacdo entre FOP e
baixa qualidade de vida, principalmente em pacientes mais jovens.

O risco de comprometimento da fertilidade pela terapia do cancer depende de
multiplos fatores, como o tipo de cancer, fertilidade antes do tratamento, sexo e idade do
paciente, tipo e dose da medicagdo utilizada e o tempo de tratamento (ABSOLOM et al.,
2006; ASRM, 2005; BATH et al., 2003; CHASLE; HOW, 2003; HOWELL; SHALET,
1998; IMAI;, FURUI; YAKAMOTO, 2008; JOOHI et al., 1997; LEE et al., 2006;
MARHHOM; COHEN, 2006; MEIROW; NUGENT, 2001; MITWALLY, 2007; MOORE;
THERIAULT, 2007; OKTAY; SONMEZER, 2007; PETREK et al., 2006; SONMEZER;
OKTAY, 2006). Em mulheres, a fertilidade pode ser comprometida por qualquer
tratamento que diminua o nimero de foliculos primordiais, afete o equilibrio hormonal ou

interfira no funcionamento ovariano, tubdrio ou uterino. Em tratamentos quimioterapicos,
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o principal mecanismo relacionado com a queda na fertilidade € a diminuicdo da reserva
ovariana (MACKIE; RADFORD; SHALET, 1996).

Chiarelli, Marret e Darlington (1999) relataram queda da fertilidade em torno
de 18% ao estudarem jovens que haviam sido submetidas a QT. Blumenfeld et al. (1999)
referem taxas de amenorréia entre 48 e 77% em mulheres submetidas a QT com CFA.
Enquanto a FOP ocorre em menos de 1% da populacdo geral, varios autores t€ém descrito
altos indices em mulheres submetidas a QT (MALTARIS et al., 2006). Absolom et al.
(2006) encontraram taxas de 22,6% de FOP apés QT, sendo 45% em pacientes apds a
menarca e 16,4% quando o tratamento havia ocorrido antes da menarca. Uma em cada sete
sobreviventes de cancer deve vir a desenvolver FOP (LARSEN et al., 2003). Chemaitilly
et al. (2006) referenciaram 6,35% de FOP em 3.390 sobreviventes que se submeteram a
tratamento para cancer, com incidéncia mais elevada entre as que tiveram seu diagndstico
apods os 12 anos de idade.

Sklar et al. (2006), em estudo retrospectivo envolvendo 126 sobreviventes de
cancer, afirmaram que a chance destas pacientes desenvolverem FOP era 14 vezes maior
quando comparadas com a populacdo em geral. Pacientes tratadas com CFA apresentaram
risco quatro a 9,3 vezes mais alto de desenvolverem menopausa prematura do que o grupo-
controle (SONMEZER; OKTAY, 2006). Bines, Oleske e Cobleigh (1996) destacam
porcentagem média de amenorréia apés QT com CFA de 68%, com variacdo entre 21 e
100%. Em pacientes abaixo de 40 anos, esta média se encontra entre 21 e 71%, enquanto
que em pacientes acima dessa idade a média estd entre 49 e 100%. Mais da metade de
mulheres com menos de 35 anos de idade reassumird o ciclo menstrual apds o término da
QT. Ap6s os 35 anos, a baixa reserva folicular aumenta a chance de amenorréia depois da
QT (ABSOLOM et al., 2006; IMAIL; FURUIL; YAKAMOTO, 2008). Isto ocorre porque,
como mulheres jovens tém nimero de foliculos primordiais mais alto, € menos provavel
que elas percam toda sua reserva ovariana durante a QT. Entretanto, como elas perderam
grande propor¢ao dessa reserva, elas ainda estdo sujeitas a desenvolver FOP
(MARHHOM; OHEN, 2006; SONMEZER; OKTAY, 2006; WHITHEAD et al., 1983).

A existéncia de ciclos menstruais irregulares ou amenorréia nao confere
necessariamente esterilidade permanente, visto que o efeito deletério ovariano pode ser
transitério (BATH et al., 2003; DECHERNEY ef al., 2005; LANTINGA et al., 2006;
LARSEN et al., 2003; OTKAY, 2006; SONMEZER; OKTAY, 2006). Por outro lado,
ciclos menstruais regulares ndo indicam necessariamente fertilidade normal (BATH et al.,

2003; MARHHOM; OHEN, 2006; MOORE; THERIAULT, 2007; OKTAY et al., 2007;
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PAPADAKIS et al., 1999; IMAI, FURUI;, YAKAMOTO, 2008). Larsen et al. (2003), ao
avaliarem 100 pacientes jovens sobreviventes de cancer e que haviam sido submetidas a
QT, verificaram alteracdes ultra-sonograficas (volume ovariano e contagem de foliculos
antrais) e hormonais (dosagem de FSH, estradiol - E, inibina A e inibina B) sugestivas de
dano gonadal, mesmo naquelas jovens com ciclo menstrual normal.

Lantinga et al. (2006) registraram 18,7% de pacientes com FSH elevado em 93
mulheres abaixo de 33 anos, com ciclos menstruais normais, que haviam sido submetidas a
QT. A faléncia ovariana geralmente € diagnosticada apds pelo menos duas dosagens de
hormonio foliculo-estimulante (FSH) acima de 20 mLU/mL. Entretanto, sabe-se que
mulheres que apresentam FSH acima de 12 mLU/mL ja sofrerdo queda na fertilidade.

A maioria dos trabalhos na literatura investiga a acao da QT no ciclo menstrual
ou nas dosagens hormonais, com poucas publica¢des avaliando diretamente a fertilidade.
Como a alteragdo do ciclo menstrual ou a amenorréia podem ser transitorias, estudos que
analisam apenas a ciclicidade podem ndo refletir com seguranca a acdo na fertilidade.
Cerca de seis meses apds o fim do tratamento, novo grupo folicular serd recrutado,
podendo haver retorno da fung¢do ovariana e do ciclo menstrual. Como o retorno a
ciclicidade menstrual ndo traduz efetiva preservacdo da fertilidade, pacientes submetidas a
QT devem ser encorajadas a ndo postergarem a gravidez por muitos anos (IMAI; FURUI,
YAKAMOTO, 2008; MARHHOM; COHEN, 2006). A literatura nao tem demonstrado
elevacdo no risco de abortamento ou malforma¢des em pacientes que engravidam longo
tempo apoés a QT (CHASLE; HOW, 2003, IMAI, FURUIL, YAKAMOTO, 2008;
HOWELL; SHALET, 1998; REICHMAN; GREEN, 1994).

A combinacdo entre diferentes agentes quimioterdpicos para o tratamento do
cancer tornou mais dificil a avaliagdo dos efeitos individuais de cada droga. Pesquisa com
animais estudando cada droga separadamente facilitou o entendimento dos mecanismos
toxicos de cada uma. Pesquisas com ratas demonstraram que a administracdo de
ciclofosfamida € capaz de levar a diminui¢cdo no volume uterino, nimero total de foliculos
e células da granulosa (ATAYA; VALERIOTE; RAMAHI-ATAYA, 1989; MULLER;
COLE, 1970; PLOWCHALKB; MATTISON, 1992). A maioria dos estudos mostra
diminui¢do no nimero total de foliculos. Enquanto alguns autores encontraram diminui¢ao
principalmente dos foliculos primordiais, outros mostraram diminuicdo mais significativa
de foliculos maiores que 30 um (BOKSER; et al., 1991; LETTERIE, 2004).

Nao se sabe com certeza se a CFA afeta diretamente os corpos liteos, mas os

estudos experimentais sugerem que o numero de corpos liteos estd diminuido,
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provavelmente devido a diminuicdo prévia no nimero de foliculos em desenvolvimento
(PLOWCHALKB; MATTISON, 1992). A administracdo repetida da droga, as vezes
diariamente, mais que a administra¢cdo continua, aumenta o dano celular. Como ela afeta
principalmente as células em divisao, dentro da unidade ovariana as células da granulosa
sdo as mais atingidas por serem aquelas que apresentam maior ritmo de divisdo. O dano as
células da granulosa leva a diminui¢do da produgdo estrogénica e aumento das
gonadotrofinas, por mecanismo de retrocontrole. Esse FSH elevado acelera o recrutamento
folicular e encurta as fases da divisao celular. Isto perpetua um ciclo vicioso no qual a CFA
destr6i os foliculos pelo rdpido ataque as células da granulosa, reduzindo sua produgdo
estrogénica, o que leva a aumento na secre¢do de FSH que, por sua vez, atua aumentando o
recrutamento de foliculos sensiveis a CFA. Portanto, o recrutamento e a atresia foliculares
sdo acelerados, resultando em deplecao folicular prematura com ndmero de foliculos em
desenvolvimento mais baixo e nuimero de foliculos atrésicos mais alto (ATAYA;
VALERIOTE; RAMAHI-ATAYA, 1989; LETTERIE, 2004).

Jarrel et al. (1987) e Bokser, Szende e Schally (1990) enfatizam que em ratas
submetidas ao tratamento com CFA a diminuicdo da reserva folicular acontece antes do
aumento dos niveis de gonadotrofinas, sugerindo que a a¢do inicial da droga ocorre a partir
da inibicdo direta da secrecdo de FSH pela hipdfise. Em relacdo ao ciclo estral de ratas, a
CFA prolonga a sua durag@o, com aumento das fases de metestro e diestro e diminui¢do do

estro e proestro (GHOSH et al., 2001).

1.3 Preservacao da fertilidade em pacientes submetidas a QT

A determinacdo do impacto da QT na fun¢do reprodutiva € importante antes de
se pensar na preservacdo desta. Como citado anteriormente, esse impacto tem sido
investigado a partir da historia menstrual, do uso de marcadores bioquimicos como o
hormonio antimulleriano (AMH), inibinas, E e FSH e da avaliacdo ultra-sonogréfica do
volume ovariano e contagem de foliculos antrais (ANDERSON et al., 2006; BATH et al.,
2003; BLUMENEFELD, 2001; LANTINGA et al., 2006; LARSEN et al., 2003).

Em 2006, a Sociedade Americana de Oncologia Clinica (American Society of
Clinical Oncology - ASCO) publicou as recomendagdes para a preservacao da fertilidade
em pacientes com cancer. Nessas recomendacdes inclui-se o resultado de uma busca na

literatura por artigos relacionados ao tema. A pesquisa bibliogrifica foi realizada entre
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1987 e 2005 utilizando-se as bases de dados MEDLINE, PreMEDLINE, Cochrane Library,
National Cancer Institute database e National Library of Medicine’s clinical trials. O
Painel de especialistas selecionou 405 artigos. Nao foi possivel a realizacdo de metanalises
devido ao baixo nimero de pacientes e heterogeneidade entre os artigos. A revisdo da
literatura descobriu poucas pesquisas randomizadas ou que apresentem ndmero suficiente
de pacientes. A maioria dos dados era de estudos de coorte, série ou relato de casos ou
pequenos estudos clinicos ndo-randomizados. O Painel encorajou o desenvolvimento de
estudos adicionais bem desenhados, mas reconheceu que estudos terapéuticos controlados,
randomizados ou duplo-cegos em humanos possivelmente ndo podem ser realizados nesta
area.

As opg¢des de preservacdo da fertilidade em mulheres dependem da idade da
paciente, tipo de tratamento, diagndstico, possibilidade de envolvimento ovariano, se ela
tem ou ndo um parceiro, o tempo disponivel antes de se iniciar a QT e o potencial de
metdstase ovariana (ASRM, 2005; LEE et al., 2006; OKTAY; SONMEZER, 2007).

Ao contrério do sério dano gonadal observado em mulheres adultas submetidas
a QT, a fungdo ovariana € preservada na maioria das pacientes pré-puberes submetidas a
esses tratamentos (IMAI;, FURUI, YAKAMOTO, 2008; ORTIN; SHOSTAK;
DONALDSON, 1990). Isto sugere, como citado anteriormente, que os danos da QT sdo
maiores nas células germinativas em maturacdo (RIVKEES; CRAWFORD, 1988;
WALLACE et al., 1993). As células em divisdo sdo mais sensiveis aos efeitos dos agentes
alquilantes que as células em repouso (BLUMENFELD et al., 2002; BLUMENFELD,
2007). Portanto, a supressdo do funcionamento ovariano parece ser um mecanismo capaz
de preservar a fertilidade feminina.

Diferentes terapéuticas ndo-invasivas tém sido usadas para evitar a FOP pds-
QT. Todos esses regimes se focam na interrup¢ao da maturacdo oocitaria durante a QT.
Absolom et al. (2006) citam que usudrias de contraceptivos orais apresentavam incidéncia
de FOP mais baixa (12%) que as ndo-usudrias (40%). Estudos iniciais foram entdo
realizados com contraceptivos orais na tentativa de se evitar o dano ovariano. Entretanto,
como esses medicamentos ndo sdo capazes de promover inibicdo ovariana completa, seu
uso foi abandonado (CHAPMAN; SUTCLIFFE, 1981; FALCONE er al, 2004;
LETTERIE, 2004). Alem disto, o uso de estrogé€nios e progestagénios ndo é seguro em

pacientes com cancer hormonio-dependente (BOKSER; SZENDE; SCHALLY, 1990).
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Os andlogos de GnRH promovem supressdo ovariana satisfatoria a partir da
inibicdo hipofisaria da secrecdo de gonadotrofinas (BLUMENFELD, 2007). Esses
medicamentos se dividem em dois grupos: os de acao agonista e os de a¢do antagonista.

Sabe-se que os agonistas do GnRH inibem a liberacdio de FSH, hormonio
luteinizante (LH) e esterdides sexuais pela dessensibilizacdo dos gonadotrofos, regulacao
para baixo dos receptores de GnRH e redu¢cdo do RNA mensageiro nos receptores
hipofisarios. Isto resulta em menor producdo de esterdides e menos diferenciacdo de
células da teca e da granulosa. A ac¢do antigonadotréfica destas drogas pode ser
interrompida pelo desligamento do agonista do GnRH previamente ligado ao seu receptor
e pode ser reiniciada pela reocupacdo dos receptores com aquele. Apesar de haver intenso
debate sobre a existéncia ou nao de receptores de GnRH nos ovdrios, essas drogas parecem
possuir agdo direta nos ovdrios, ligando-se a receptores especificos no mesmo. Entretanto,
0 exato mecanismo de acdo dos andlogos de GnRH ainda € discutido (IMAI; FURUI;
YAKAMOTO, 2008; MALTARIS et al., 2006).

Em relacdo a possivel protecdo gonadal em pacientes submetidas a QT, isto
ocorre provavelmente devido a sua capacidade de interrup¢do do estimulo gonadotréfico
para os ovdrios, levando a diminui¢do do nimero de mitoses dentro da gonada e, logo, a
parada de crescimento. Evidéncias mostram que o ovdrio das pacientes pré-puberes sio
menos sensiveis a acdo da QT, talvez porque as células em maturagdo estariam mais
propensas a sofrerem esse dano. Vale lembrar que a CFA atua principalmente no DNA de
células em multiplicac¢do e, como o andlogo promove repouso no DNA, ele faz de maneira
indireta a protecao das unidades funcionais da gonada (BLUMENFELD; ECKMAN,
2005).

Na mulher adulta, os foliculos primordiais sdo responsaveis por 90% da reserva
folicular. Esses foliculos encontram-se em estado de repouso com o od6cito em profase da
primeira divisdo meidtica. O crescimento inicial dos foliculos primordiais parece ser
independente da acdo do FSH. Assim que se inicia o desenvolvimento dos foliculos
secunddrios, pelo aumento das células da granulosa, estas adquirem receptores para o FSH
(EPPIG; WIGGLESWORTH; PENDOLA, 2002; ERICKSON, 2003; HIRSHFIELD,
1991). E possivel que a supressio da secrecio do FSH preserve esses foliculos que
iniciaram o crescimento. Estes, entretanto, constituem menos de 10% da reserva ovariana
e, uma vez iniciado o crescimento, eles ja estariam determinados ao desenvolvimento ou
atresia. Parece que o co-tratamento com andlogos durante a QT ofereceria protecao

ovariana, por retardar o destino desses foliculos (MARHHOM; COHEN, 2006).
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Recentemente, demonstrou-se que o andlogo de GnRH oferece prote¢do contra o apoptose
induzido pela doxorrubicina, sugerindo, mais uma vez, a a¢do protetora do mesmo nos
ovarios (GRUNDKER et al., 2000).

Glode, Robinson e Gould (1981) foram os primeiros a testar a protecao
gonadal em murinos, verificando aparente prote¢do ao dano testicular. Outros estudos com
roedores confirmaram esses achados (ATAYA et al., 1985; BOKSER; SZENDE;
SCHALLY, 1990). Na literatura consultada encontrou-se apenas uma publicacdo que
mostrou inefic4cia da prote¢do ovariana com o uso de agonistas em camundongos fémeas
(LETTERIE, 2004).

Apesar de vdrios trabalhos experimentais mostrarem efeito positivo na protecao
ovariana em ratas, questionou-se o valor desse tratamento em mulheres devido as
diferencas entre a foliculogénese em roedores e mamiferos. Entretanto, Ataya et al. (1995)
encontraram resultados positivos na prote¢do ovariana em macacas Rhesus em QT com
ciclofosfamida.

Blumenfeld et al. (1996) avaliaram a preservacdo da fun¢do menstrual com o
uso de agonista do GnRH em um grupo de 18 pacientes submetidas a QT. Compararam
retrospectivamente com um grupo-controle submetido ao mesmo esquema de tratamento.
Os resultados mostraram retorno a ciclicidade menstrual em 93% das pacientes que
receberam o andlogo do GnRH, em contraste com 39% no grupo-controle. Resultados
semelhantes foram encontrados por Pereyra-Pacheco et al. (2001) em uma avaliacao em 26
pacientes.

Blumenfeld et al. (2002) publicaram um estudo clinico, prospectivo, no qual
avaliaram o retorno da ciclicidade menstrual e niveis de inibina A e inibina B em mulheres
submetidas a QT, com o uso concomitante de triptorelina (GnRH agonista). Os resultados
revelaram que a concentragdo de inibina A, inibina B, FSH e estradiol podem ser tteis
como fator prognéstico para predizer o retorno da fung@o ovariana e que o grupo que
recebeu o agonista apresentou prote¢do ovariana em relacdo ao grupo-controle. Outra
pesquisa realizada com 12 pacientes em QT descreveu prote¢do da fungdo ovariana com
acetato de leuprolide (GnRH agonista)- (RECCHIA et al., 2002). Entretanto, o nimero de
pacientes era baixo e alguns esquemas de QT utilizados ndo continham drogas alquilantes,
que sabidamente s@o as principais responsaveis pelo dano ovariano.

Fox et al. (apud LEE et al., 2006), em estudo ndo controlado e com baixo

numero de pacientes, encontraram retorno a ciclicidade menstrual com os agonistas.
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A eficdcia na preservagdo da ciclicidade menstrual foi verificada por Potolog-
Nahari, Fishman e Cohen (2007) em uma investigagdo com nove jovens submetidas a QT e
uso concomitante de agonista e antagonista de GnRH. Além do nimero de pacientes ser
baixo, essa pesquisa nao tinha grupo-controle.

Um estudo prospectivo, nao-randomizado, tendo como controle os dados de
estudos publicados anteriormente mostrou retorno a ciclicidade menstrual em 63 de 65
(96,9%) pacientes que utilizaram agonista de GnRH antes e durante o uso de QT. No grupo
em que o agonista nao foi utilizado, o retorno a ciclicidade ocorreu em 63% dos casos. As
pacientes foram acompanhadas por periodo médio de oito anos e gravidez espontanea
ocorreu em 26 pacientes do grupo avaliado contra 20 do grupo-controle, resultado sem
significancia estatistica (BLUMENFELD et al., 2008).

Waxman et al. (1987) nao encontraram prote¢do ovariana — avaliada pelo
retorno a ciclicidade menstrual — com o uso de agonista do GnRH em um grupo de 18
pacientes submetidas a QT.

A experiéncia de Imai, Furui e Yakamoto (2008) com o uso de agonistas de
GnRH na protecdo ovariana de pacientes submetidas a QT, em um trabalho prospectivo
com 12 mulheres, revelou efeito positivo nessa protecao.

A maioria das publicacdes sobre o uso dos agonistas é composta de estudos
retrospectivos, relatos de casos ou séries € com baixo numero de pacientes e avalia
principalmente o retorno da func@o menstrual e ndo o da fertilidade. Um estudo clinico
prospectivo randomizado estd sendo desenvolvido pelo Southest Oncology Group (USA)
analisando a prevencdo da faléncia ovariana com o uso de GnRH agonistas, em mulheres
com cancer de mama receptor hormonal negativo, em uso de QT. Outra pesquisa
randomizada, fase II, coordenada pelo German Hodgkin’s Lymphoma Study Group, esta
em andamento investigando a preservacao da fertilidade em mulheres tratadas com QT.

Até o momento ndo existem evidéncias suficientes sobre a eficicia e seguranca
do uso de agonistas em pacientes em QT, principalmente em mulheres portadoras de
cancer hormonio-dependente (GERBER et al., 2007; LEE et al., 2006; OKTAY et al,
2007; SONMEZER; OKTAY, 2006; WILDIERS et al., 2006). A seguranca desse
tratamento tem sido questionada em pacientes com cancer hormonio-dependente, uma vez
que ele seria capaz de aumentar os niveis estrogénicos, o que seria indesejdvel nessas
pacientes.

Wildiers et al. (2006) descrevem que os resultados do estudo Text, no qual se

avaliou o uso de GnRH agonistas e tamoxifen versus o uso de GnRH agonistas e
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exemestane para promover amenorréia em pacientes com cincer de mama hormonio-
dependente, poderiam indiretamente sugerir seguranca com o uso dos agonistas nessas
pacientes. Entretanto, questiona-se se esses dados poderiam ser extrapolados para a
combinacdo GnRHa e CFA. Moore e Theriault (2007) alertam que as outras opgdes
disponiveis no momento para preservacdo da fertilidade, como a criopreservacdo de
ovdcitos ou embrides, necessitam de estimulagdo hormonal, o que também poderia ndo ser
seguro para essas pacientes. Além disto, provavelmente alto nimero de mulheres aceitaria
se expor a esse baixo e ndo comprovado risco em prol da conservagdo da fertilidade. O
estudo PROMISE (Prevention of menopause induced by chemoterapy. A study in early
breast cdancer patients), que acompanha pacientes com cancer receptor hormonal positivo e
receptor hormonal negativo que foram randomizadas para o uso ou nao de andlogos apds a
QT, podera trazer dados conclusivos sobre a seguranca do uso do andlogo nessas mulheres
(DEL MASTRO; CATZEDDU; VENTURINI, 2006; DEL. MASTRO; VENTURINI,
2006; MALTARIS et al., 2006).

Devido a falta de comprovacao clinica dos beneficios desses agentes, a ASRM
nao recomenda seu uso para prevencao do dano reprodutivo em pacientes submetidas a QT
(ASRM, 2005). A ASCO, por sua vez, apesar de advertir sobre a falta de dados concretos
sobre a segurancga desse tratamento em suas diretrizes (LEE et al., 2006), preconiza essa
possibilidade como promissora e conclui que dois estudos clinicos fase III em andamento
poderdo dar evidéncias definitivas sobre o uso dos agonistas do GnRH na preservagao
ovariana (National Cancer Institute: Clinical trials: SWOG S0230 e GIM-6).

Pacey (2007) sugere o uso dos andlogos do GnRH como uma das perspectivas
clinicas futuras para preservacdo da funcdo reprodutiva em pacientes com indicacdo de
QT. Apesar de ainda nao haver consenso sobre a questio, Marhhom e Cohen (2006)
concluem que os estudos atuais encorajam o desenvolvimento de trabalhos nesse campo.

Analisando as evidéncias disponiveis no momento, Moore e Theriault (2007)
referem que ainda sdo necessdrios estudos bem desenhados para se delinear melhor a
indicacao dos andlogos do GnRH na prote¢do ovariana.

O uso dos agonistas promove efeito estimulatério gonadal inicial, retardando,
assim, a supressdo ovariana que ocorrerd apds o periodo de regulacdo para baixo
(aproximadamente 14 dias apds a administragdo). Portanto, seria necessdario um periodo
minimo de 14 dias entre o inicio do uso dos agonistas e o inicio da QT. Esse tempo de

espera poderia ser crucial para o tratamento das neoplasias (BLUMENFELD, 2002).
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Os antagonistas de GnRH, por sua vez, atuam promovendo supressdo ovariana
imediata por intermédio do bloqueio competitivo dos receptores de GnRH em nivel
hipotalamico. Kovacs et al. (2001) sugerem que eles sdo capazes também de diminuir o
numero desses receptores de GnRH, levando a efeito de regulacdo para baixo, semelhante
aos agonistas. Por terem acdo imediata, os antagonistas podem ser utilizados
imediatamente antes do uso do QT. Com isto, ndo se precisaria aguardar o periodo de 14
dias, necessarios quando se usam os agonistas de GnRH, antes de se iniciar a QT. Esses
medicamentos apresentam, portanto, papel promissor na prote¢cdo ovariana prévia a

quimioterapia (BLUMENFELD, 2002).

1.3.1 Antagonista do GnRH (cetrorelix)

O acetato de cetrorelix ([D—Nal;(D—4—cloro ( ring—U—CW Phe);D-Pal;D-Cit;D-
Ala-NH2|LH-RH) é um antagonista do GnRH que suprime a fung¢do ovariana pela
inibicdo competitiva do LHRH em seu receptor hipofisdrio. Além de reduzir o nimero de
receptores do GnRH, a droga também diminui a transcricdo do RNA mensageiro, levando
a dessensibilizacdo dos gonadotropos hipofisdrios (PINSKI et al., 1996, SCHWAHN et

al., 1999). A FIG. 3 mostra a estrutura do cetrorelix.

CH,

Ac-D-Nal'-{p-Cl)-D-Phe®-D-Pal’-Ser’.Tyr*-D-Cit’-Leu’-Arg®-Pro®-D-Ala'"-NH,

FIGURA 3 - Estrutura do cetrorelix.
Fonte: Schwahn, Nagaraja e Derendorf (2000).
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1.3.1.1 Absor¢ao

Estudos em ratas demonstraram que o cetrorelix € rapidamente absorvido e a
concentracdo maxima da droga € atingida cerca de duas horas apds a injecdo, sendo que
doses farmacologicamente ativas ja sdo encontradas uma hora ap6s a injecao (DIEDRICH

et al., 1994; SCHWAHN; NAGARAJA; DERENDORF, 2000).

1.3.1.2 Distribui¢do

Apenas pequena porcentagem da droga se liga aos eritrécitos. Cerca de 90% da
mesma circula ligada a proteinas plasmaticas (SCHWAHN; NAGARAJA; DERENDOREF,
2000).

Devido a sua ja conhecida ligacdo aos receptores de GnRH, a concentracio
hipofisaria do cetrorelix é cerca de 10 a 20 vezes maior quando comparada com outras
areas cerebrais. Pela mesma razao, a concentragdo no tecido ovariano também € elevada. A
concentracdo sérica da droga se mostrou menor quando comparada com a concentragao

hipofisdria ou ovariana (SCHWAHN; NAGARAJA; DERENDOREF, 2000).

1.3.1.3 Metabolismo

Além do cetrorelix, a bile de ratas contém quatro metabdlitos relacionados a

peptidase. Outros metabdlitos formados pela conjugacdo ou oxidacao nao sdo encontrados.

A representagdo esquematica do metabolismo do cetrorelix se encontra na FIG. 4.
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(1-9)nonapeptide

(1-4)tetrapeptide

Ac-D-Nali-(p-CI)-D-Phez-D-Pal3-S r4-Tyrs-D-Cir6-Leu7 Args-Pro9-D-Alaio-NH2

(1-6)hexapeptide

(1-7)heptapeptide —

FIGURA 4 - Metabolismo do cetrorelix.
Fonte: Schwahn, Nagaraja e Derendorf (2000).

1.3.1.4 Mecanismo de acdo

O principal mecanismo de a¢do do cetrorelix baseia-se na ocupacdo competitiva
dos receptores de LH-RH. Entretanto, estudos recentes demonstraram que a administragao
da droga a ratas promove também regulacao para baixo dos receptores hipofisarios de LH-
RH e diminuicdo nos niveis de RNA mensageiro, de maneira tempo-dependente
(HALMOS; SCHALLY, 2002; KOVACS; SCHALLY, 2001). O grau de supressdo na
expressao génica dos receptores hipofisarios de LH-RH parece se correlacionar com niveis
hipofisarios (KOVACS et al., 2001). Estes achados sugeriram que os antagonistas de
GnRH promovem a regulacdo para baixo dos receptores de LH-RH pela ac¢do contraria ao
efeito estimulatério do LH-RH endégeno (HALMOS et al., 1996; KOVACS et al., 2001).
A administracdo de cetrorelix por 10 dias ou mais leva a forte supressdo da expressao
génica dos receptores de GnRH, sem o efeito prévio estimulatério observado com o uso de
agonistas de GnRH (KOVACS et al., 2001).

Bokser et al. (1991) acompanharam a recuperacido da fung@o gonadal de ratas
apo6s o uso de antagonista de GnRH e demonstraram que a supressao ovariana provocada
pela droga é totalmente reversivel. O nimero de foliculos maduros e de corpos liteos foi
significativamente mais baixo no grupo de estudo. Apds 42 dias, todas as ratas tratadas
recuperaram a ciclicidade estral, confirmado por citologia vaginal. O peso, tamanho e a

populacdo folicular ovariana também se igualaram nos dois grupos.



33

1.3.1.5 Excre¢ao

A excrecdo da droga ocorre principalmente por via biliar. A excrecdo fecal
verifica-se nas primeiras 48 horas e a urindria representa 25% e ocorre principalmente nas
24 primeiras horas ap6s a injecao (SCHWAHN; NAGARAJA; DERENDOREF, 2000).

Meirow et al. (2004) avaliaram a agdo prévia do cetrorelix em camundongos
fémeas submetidas a QT com CFA. Demonstraram que o uso do cetrorelix diminuiu a
redu¢do no nimero de foliculos primordiais provocada pela CFA.

Acompanhando histologicamente os ovdrios de camundongos fémeas que
receberam CFA, Danforth, Arbogast e Friedman (2005) ressaltaram que cinco desses
animais receberam antagonista de GnRH, cinco receberam agonista e cinco receberam
apenas CFA. O grupo que recebeu CFA + antagonista apresentou nimero de foliculos
primordiais mais baixo quando comparados com o controle ou grupo de agonistas. A
protecdo ovariana foi avaliada apenas pelo nimero de foliculos primordiais. Nao se avaliou
a ciclicidade estral ou fertilidade dos animais apds os tratamentos.

A FIG. 5 mostra o possivel mecanismo de prote¢do ovariana com o agonista de

GnRH em pacientes submetidas a QT com CFA.

T Atresia

|:> Folicular

- \@/@_ an

FIGURA 5 - Mecanismo de inibi¢do da a¢do da ciclofosfamida pelo GnRHa.

C|clofosfam|da

Fonte: Adaptado de “Andlogos do GnRH: Fundamentos Terapéuticos” Serono Slide Show.
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O QUADRO 1 sumariza as opg¢Oes de preservacdo de fertilidade e as

consideragdes sobre cada uma delas, segundo diretrizes da American Society of Clinical
Oncology (ASCO) - (LEE et al., 2006), da American Society for Reproductive Medicine
(ASRM), adaptado de Imai, Furui e Yakamoto (2008)

QUADRO 1
Opcoes de preservagido de fertilidade em pacientes que se submeterdo a QT
Uso de analogos de GnRH
Consideracoes:

Protege os ovarios da acao toxica da CFA.

Uso antes e concomitante a QT.

Alguns estudos randomizados e séries de casos.

Custo mais baixo quando comparado as outras opgoes.

Sem comprovagdo da seguranca em neoplasias hormonio-dependente.

Criopreservacao de odcitos fertilizados
Consideracoes:

Unica técnica estabelecida para preservacao da fertilidade.

Coleta, fertilizacdo e congelamento de embrides.

Necessita de parceiro sexual.

Alto custo.

Pode ndo apresentar seguranca em pacientes com neoplasias
hormonio-dependente devido a necessidade de se promover
estimulagdo ovariana previamente a coleta ovular.

Deve-se definir previamente qual o destino dos embrides em caso de
morte da paciente ou outras contingéncias.

Criopreservacao de odcitos nao-fertilizados
Consideracoes:

Coleta e congelamento de odcitos nao-fertilizados.

As taxas de sobrevida e fertilizagdo dos odcitos ainda ndo estdo bem
estabelecidas.

Baixo nimero de relatos de casos.

Alto custo.

Pode ndo apresentar seguranca em pacientes com neoplasias
hormonio-dependente devido a necessidade de se promover
estimulagdo ovariana previamente a coleta ovular.

S6 deve ser oferecido a paciente em cardter de pesquisa.

Criopreservacao de tecido ovariano e posterior transposicao
Consideracoes:

O cortex ovariano € rico em foliculos primérios e primordiais.
Estratégia em potencial para preservacdo de tecido ovariano em
pacientes com risco elevado de FOP.

Poucos relatos de casos.

Alto custo.

Risco de disseminacdo de células malignas.

S6 deve ser oferecido a paciente em cardter de pesquisa.

Adaptado de Imai, Furui e Yakamoto (2008).
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Baseado na importancia da a¢do da QT na sadde reprodutiva € nos mecanismos
possiveis para diminuir tal dano, este trabalho se propde a avaliar possivel protecdo
ovariana a partir do uso prévio de um antagonista de GnRH - cetrorelix, em ratas

submetidas ao uso de ciclofosfamida.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Avaliar a preservacdo da fertilidade, morfologia e reserva ovariana em ratas wistar
com uso do antagonista do GnRH - cetrorelix, contra os danos causados pelo

quimioterépico ciclofosfamida.

2.2 Objetivos especificos

e Estabelecer o efeito protetor do antagonista do GnRH cetrolelix na fertilidade das
ratas submetidas a QT com CFA, avaliada pelo ndmero de filhotes.

e Estabelecer o efeito do antagonista do GnRH cetrolelix na morfologia ovariana em
ratas submetidas a QT com CFA, avaliada pela area do corte ovariano e nimero de

foliculos.
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3 METODOLOGIA

Este € um estudo experimental, prospectivo, controlado.
3.1 Animais

Foram selecionadas 42 ratas wistar, sexo feminino, peso médio de 350 g, idade
média de 60 dias, obtidas do Biotério do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Como as ratas eram fenotipicamente idénticas, ndo foi
realizada randomizag@o. Antes do inicio do experimento, elas foram submetidas a
confirmacdo do ciclo estral por meio da citologia vaginal, sendo incluidas no estudo
aquelas com ciclo estral de quatro a cinco dias.

O estudo experimental foi realizado na sala do Laboratério de Reproducio
Humana do Biotério da Faculdade de Medicina da UFMG (FIG. 6), obedecendo-se aos
principios éticos para o uso de animais de experimentacio do Comité de Etica em
Experimentacdao Animal (CETEA), da UFMG, apés a aprovacdo do projeto pelo mesmo
(ANEXO A).

L}

FIGURA 6 - Biotério da Faculdade de Medicina UFMG.
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Os animais foram acomodados em gaiolas de plastico de 70 x 40 x 20 cm,
modelo ALE.MIL. 01.05 marca Alesco (FIG. 7), em nimero maximo de cinco animais por
caixa. A temperatura ambiental foi mantida em torno de 24 (+/- 2)°C, com ciclo de luz de
12 horas e ventilacdo controlada. O descarte dos dejetos, assim como a limpeza e a
desinfeccao ambiental seguiram as normas do Biotério da Faculdade de Medicina da

UFMG. A ingestao de dgua e racdo industrial ocorreu ad libidum.

FIGURA 7 - Gaiolas utilizadas no experimento.

FIGURA 8 - Rata wistar.
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As ratas (FIG. 8) foram divididas em quatro grupos:

e Grupo I: nove ratas - receberam injecao de placebo + placebo (P + P).

¢  Grupo II: 12 ratas - receberam injecdo de placebo + CFA. Avaliar efeito da
CFA na fertilidade e na morfologia ovariana (P + CFA).

e  Grupo III: 12 ratas - receberam injecio de GnRH antagonista (cetrorelix) +
CFA. Avaliar efeito protetor do GnRH antagonista na fertilidade e na funcédo
ovariana das ratas submetidas 8 CFA (GnRHant + CFA).

¢ Grupo IV: nove ratas - receberam injecio de GnRH antagonista (cetrorelix) +
placebo. Avaliar efeito do GnRHant na fertilidade e na fung¢do ovariana

(GnRHant + P).

3.1.1 Confirmacao do ciclo estral

O ciclo reprodutivo das ratas € denominado ciclo estral e é caracterizado pelas
fases proestro, estro, metestro e diestro. Esses animais constituem um bom modelo para o
estudo de alteracdes reprodutivas, por possuirem ciclo estral curto, com cerca de quatro a
cinco dias de duracdo. A ovulagdo ocorre do inicio do proestro ao final do estro. Desde a
instalacdo da maturidade sexual até a idade de 12 meses, a média de duragao do ciclo da
rata € de quatro dias (MANDL, 1951; YOSHINAKA; HAWKINS; STOCKER, 1969).

Nos estudos sobre o sistema reprodutivo, a citologia do esfregaco vaginal é
utilizada para a determinacdo de cada fase do ciclo estral. A caracterizacdo de cada fase
baseia-se na propor¢ao entre os trés tipos de células: epiteliais, cornificadas e leucdcitos.

As células epiteliais sdo redondas e nucleadas; as cornificadas sdo irregulares e
o nucleo estd ausente; e os leucdcitos sdo pequenas células arredondadas. O proestro dura,
em média, 12 horas e se caracteriza pela predominancia de células epiteliais. O estro
também apresenta duracdo aproximada de 12 horas, com predominancia primariamente de
células cornificadas. Durante o metestro, que tem duracdo aproximada de 21 horas,
encontram-se células epiteliais, cornificadas e leucdcitos. O diestro tem duracdo em torno
de 57 horas e apresenta predominancia de leucécitos (EVANS; LONG, 1921; MANDL,
1951). O ciclo estral € sensivel a luz e a iluminagdo constante resulta em persisténcia do
estro e ovdrios policisticos (SHARP; REGINA, 1998).

A FIG. 9 mostra as diferentes células encontradas no lavado vaginal da rata.
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FIGURA 9 - Lavado vaginal de ratas.

L- leucdcitos; C- cornificadas; N- nucleadas ou epiteliais.

O ciclo estral da rata reflete bem a atividade ovariana, que é regulada pelo eixo
hipofisario-hipotalamico, sendo, portanto um parametro ttil e conveniente para monitorar
a atividade reprodutiva durante todo o ciclo de vida (MARCONDES; BIANCHI; TANNO,
2002).

Neste estudo, as amostras vaginais foram obtidas entre sete e nove horas da
manh3, com uma pequena pipeta pldstica e solucdo salina. As gotas contendo o lavado
vaginal foram examinadas em um microscépio com aumento de 10 vezes e classificadas de
acordo com a citologia.

O aparecimento de células cornificadas foi utilizado para a determinagdo do
padrdo de ciclo estral. A recorréncia de fase com células cornificadas precedida por uma
fase com células nucleadas foi vista como evidéncia de ciclo estral. A duracdo do ciclo foi
determinada pelo nimero de dias consecutivos desde o primeiro dia de visualizagdo de
células cornificadas até o dia anterior da proxima fase de células cornificadas. Todas as

ratas incluidas no estudo tiveram sua ciclicidade confirmada.
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3.2 Método

3.2.1 Medicacao

3.2.1.1 Placebo

A substancia utilizada como placebo foi solugdo salina.

3.2.1.2 Ciclofosfamida

A administragdo desse medicamento foi realizada com inje¢ao intraperitoneal
na dose de 6 mg/kg, diluida em cloreto de sédio (NaCl) a 0,9%, na concentragdao de 1
mg/mL. Essa dose baseia-se em dados da literatura, que demonstrou mortalidade em torno
de 24% e queda na fecundidade de 71% (LETTERIE, 2004; MONTZ; WOLFF;
GAMBONE, 1991).

3.2.1.3 Antagonista do GnRH (cetrorelix)

A administragdo de GnRH antagonista foi realizada com inje¢do intraperitoneal
de 0,1 mg/kg de acetato de cetrorelix, diluida em 4gua destilada com manitol a 5%. Dados
da literatura mostram que a concentracdo sérica maxima da droga € atingida apds duas
horas da administragcdo e essa dosagem promove inibi¢ao do pico de LH ja uma hora apds.

A droga foi administrada uma hora antes da ciclofosfamida.

3.2.1.4 Esquemas de administracao

A administracdo das drogas foi feita de maneira asséptica, via intraperitoneal,
na regido abdominal inferior préxima da base da pata posterior direita, no periodo da
manha, em trés ciclos consecutivos de cinco dias seguidos de dois dias de intervalo,
totalizando trés semanas de tratamento, segundo os seguintes esquemas:

® Grupo I: injecao de placebo. Apds uma hora, nova injecao de placebo.
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e Grupo II: injec@o de placebo. Ap6s uma hora, injecao de CFA.

® Grupo III: injecdo de GnRH antagonista (cetrorelix). Apdés uma hora, injecdao de
ciclofosfamida.

e Grupo IV: injecdo de GnRH antagonista (cetrorelix). Apds uma hora, inje¢ao de

placebo.

As doses foram reajustadas semanalmente de acordo com o peso dos animais.

3.2.2 Confirmacio do ciclo estral apés o tratamento

Um dia ap6és o término da administracdo das medicacdes, as ratas foram
submetidas a novo estudo do ciclo estral por meio da citologia vaginal, por oito dias, para

confirmacdo e documentacao do retorno a fertilidade.

3.2.3 Cruzamento

Ap6s a nova confirmacdo do ciclo estral, as ratas foram expostas ao cruzamento
com ratos wistar adultos. A confirmacdo do cruzamento foi feita pela presenca de
espermatozdéides na andlise microscépica do lavado vaginal. Este era considerado o dia 1

da gravidez. Ap6s 21 dias — periodo de gestacao da rata — os filhotes foram contados.

3.2.4 Eutanasia e preparo das pecas cirirgicas

Apds o nascimento dos filhotes, as ratas foram sacrificadas com 35 mg de
tiopental sédico por via intraperitoneal. Apds a observagdo da parada cardiorrespiratoria,
elas foram submetidas a ooforectomia bilateral. Os ovérios foram dissecados e
conservados em solucdo de formol 4%. Os ovérios de cada rata foram processados para
histologia em blocos de parafina, seccionados (2 wm) tendo como referéncia o hilo e

corados em hematoxilina-eosina (HE). Foram realizados quatro cortes por ovario.
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3.2.5 Estudo morfologico dos ovarios

As laminas dos cortes ovarianos foram avaliadas por microscopia. Selecionou-
se 0 maior corte ovariano de cada rata, calculou-se a drea desse corte (Programa Image

Pro-plus 6.0) e contaram-se os foliculos ovarianos e corpos ldteos presentes em cada corte.

3.3 Analise estatistica

3.3.1 Calculo amostral

O célculo do nimero de animais foi feito utilizando-se o programa VCN
Sistema de Calculo Numérico, versao 1. 9. 0.

O nimero de animais em cada grupo baseou-se no nimero de filhotes e foi
calculado considerando-se poder estatistico de 80%, precisdao de 95% (p<0,05). Esse
numero deveria ser no minimo nove, para detectar-se diferenca minima de quatro animais
entre os grupos. Com base na mortalidade nos grupos submetidos a quimioterapia, elevou-

se para 12 o ndmero de animais nestes grupos.

3.4 Analise dos resultados

Os resultados obtidos foram avaliados utilizando-se o programa GraphPad
Prism (PRISM) versao 4.0.

Inicialmente, aplicou-se o teste de normalidade para investigar-se a distribuicao
dos valores encontrados nos parametros avaliados (nimero de filhotes, nimero de foliculos
primordiais, nimero de foliculos secunddrios ou pré-antrais, nimero de foliculos antrais e
nimero de corpos liteos). Como todos os grupos de parametros avaliados apresentaram
distribuicao normal, decidiu-se pela aplicagdo da andlise de varidancia (ANOVA). Utilizou-
se a ANOVA a um critério de classificacdo ou One way ANOVA. Nesse modelo, a
variacdo global € dividida em duas fragdes: a primeira € a variacdo entre as médias dos
varios grupos, quando comparadas com a média geral de todos os individuos do
experimento; e representa o efeito dos diferentes tratamentos: variacdo entre grupos. A

outra é a variacdo observada entre as unidades experimentais de um mesmo grupo em
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relacdo a média desse grupo: variacdo intragrupos. Aplicou-se o teste de Newman-Keuls,

considerando-se significativos os valores de p<0,05.

O experimento iniciou-se em cinco de mar¢o de 2007. A FIG. 10 mostra a

cronologia.

D9 -D13

D16 - D20

D23 - D27

D1-D8

D30 - D37

D45 - D66

D40-D44

D1 - D8: Estudo do ciclo estral pela citologia vaginal.
D9 - D13; D16 - D20; D23 — D27: Administracdo da medicacao.

D14-D15; D21-D22;

D45 - D66: Gestacdo.
D67: Eutanasia.

D28 — 29: Periodo sem medicagdo
D30 — D37 Estudo do ciclo estral pela citologia vaginal.
D40 — D44: Cruzamento.

D67

FIGURA 10: Cronologia do estudo experimental.

v
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4 RESULTADOS

No inicio do experimento, foram incluidos 42 animais divididos em quatro
grupos, conforme descrito na sessdo metodologia. Apds o término das inje¢des, morreram
duas ratas no grupo P + CFA. O nimero de animais mortos estava dentro da faixa esperada
para a dose de CFA utilizada e essa possivel perda ja havia sido considerada no cdlculo

amostral.

4.1 Confirmacao do ciclo estral

Um dia ap6s o término das inje¢des, iniciou-se a pesquisa da ciclicidade estral
por meio da citologia vaginal. Todas as ratas dos grupos P + P, GnRHant + P e GnRHant +
CFA voltaram a ciclar regularmente. Uma rata no grupo P + CFA (8%) nao voltou a ciclar
apds a medicacdo, mas a comparagdo estatistica entre os grupos ndo mostrou diferenca,

conforme registrado na TAB. 1:

TABELA 1

Numero de ratas que apresentaram ciclo estral apds o tratamento

N° ratas/grupo N° ratas ciclaram Porcentagem*
P+P 9 9 100
P + CFA 12 11 92
GnRHant+CFA 12 12 100
GnRHant+P 9 9 100
Total 42 41 99%

*P>(0,05.

P= placebo; CFA= ciclofosfamida; GnRHant= cetrorelix.
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QUADRO 2
Ciclo estral das ratas apds o tratamento no grupo P + P
ANIMAL DIA1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5
1 D P E/M D D
2 D D/P E M D
3 P E/M D D p
4 P E/M D D D/P
5 E M D D/P E
6 D/E M D D D
7 D D/P E M D
8 M D D P/E M
9 P E/M D D/P E
P=proestro; E=estro; M=metestro; D=Diestro.
QUADRO 3
Ciclo estral das ratas apds o tratamento no grupo P + CFA
ANIMAL DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA §
1 D P E/M M/D D
2 D M D D/M M/D
3 D D D M M
4 E M M/D D D
5 M D D D D
6 D P/E M D D
7 D/P E/M D D D/P
8 P M M/D D D/P
9 D/P D D D D
10 E M M D D

P= proestro;

E=estro;

M=metestro; D=Diestro.
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QUADRO 4
Ciclo estral das ratas apds o tratamento no grupo GnRHant + CFA
ANIMAL DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5
1 D D M D D
2 D D D/P/E M D
3 D/P E M D D
4 M/D D D P E
5 E M D D D/P
6 P P M D D
7 P/E E M D D
8 M/D D/E D E M
9 D E M D D
10 D D/P D D D
11 E/M M/D D D P
12 P E M D D
P=proestro; E=estro; M=metestro; D=Diestro.
QUADRO 5
Ciclo estral das ratas apds o tratamento no grupo GnRHant + P
ANIMAL DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA S
1 E/M M D P E
2 D E M M/D D
3 E D M D D
4 P E/M D D/P E/M
5 P E D M/D D/P
6 P E M/D D M
7 E D D /P M D
8 P/E P E M/D D
9 P/E E D/P P M

P= proestro;

E=estro; M-=metestro;

D=Diestro.
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A partir de 21 dias apds o cruzamento, registrou-se o nimero de filhotes de

cada animal, conforme dados da TAB. 2.

TABELA 2

Numero de filhotes em cada grupo

Animal P+P P + CFA GnRHa+ CFA GnRHa+P
1 14 8 6 10
2 13 0 6 12
3 10 0 0 10
4 12 7 0 10
5 14 0 9 10
6 8 0 10 7
7 13 4 11 11
8 8 0 10 13
9 11 - 10 8
10 - 0 0 -
11 - - 11 -
12 - 11 11 -

Média 11,4 3,0 7,0 10,11

Total 103 30 84 91

P= placebo; CFA= ciclofosfamida; GnRHant= cetrorelix.

Foi realizado o teste de normalidade com os resultados obtidos e, apds a

constatacdo de que os mesmos apresentavam distribuicao gaussiana aproximada, realizou-

se o estudo estatistico pela andlise da variancia a um critério de avaliacio (ANOVA One

Way).

O grupo-controle (P + P) teve, em média, 11,4 +/- 0,78 filhotes. O grupo que

recebeu apenas CFA (P + CFA) apresentou reducdo expressiva (79%) no ndmero de

filhotes (3 +/- 1,33, p<0,01 pelo teste de Newman-Keuls). O grupo que recebeu GnRHa

previamente 3 CFA (GnRHant + CFA) teve nimero de filhotes significativamente mais
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alto (7 +/- 1,31) que o do grupo tratado apenas com CFA (p<0,05), mas ainda inferior ao
do grupo-controle (p>0,05). O grupo que recebeu apenas GnRHant ndo diferiu do controle

(10,11 +/- 1,83).
O GRAF. 1 mostra a comparacio do nimero médio de filhotes entre os grupos.

p<0.05
15 -
<0.001
g P
o [
=
= 10- ——
3 p<0.05
9
2
£ °7 T
=
0
P+P P+CFA  GnRHant+CF/GnRHant+P

GRAFICO 1 - Comparacido do nimero médio de filhotes entre os grupos de tratamento.

As barras representam a média e o erro-padrdo do niimero de filhotes.
As diferengas estatisticamente significativas estdo representadas entre as barras.
P= placebo; CFA= ciclofosfamida; GnRHant= cetrorelix.

4.3 Area dos cortes ovarianos

Calculou-se a drea do corte ovariano de cada rata. Apds a aplicacdo do teste de
normalidade e constatacdo da distribui¢ao gaussiana dos valores, realizou-se a comparagao

da drea média entre os grupos. A drea dos cortes ovarianos encontra-se na TAB. 3:
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Animal P+P P+C GnRHant + C GnRHant + P
1 4,65 5,79 4,65 4,78
2 4,23 8,31 10,24 6,77
3 7,38 3,04 4,16 2,57
4 4,38 4,76 2,39 7,08
5 3,53 5,14 4,67 5,57
6 6,66 2,88 6,03 2,76
7 4,30 4,10 3,14 1,53
8 7,33 4,49 2,81 4,51
9 6,54 - 3,16 6,20
10 - 2,22 2,13 -
11 - - 10.65 -
12 - 3,20 0,71 -

Média 545 4,30 4,56 4,62

P= placebo; CFA= ciclofosfamida; GnRHant= cetrorelix.

A drea média do grupo-controle (P + P) foi de 5,45 cm?, com erro-padrio de

0,50. A drea média no grupo tratado apenas com CFA (P + CFA) foi de 4,30 +/- 0,56 cm?,

sendo, portanto, menor que a drea do grupo-controle, mas esta diferenca ndo teve

significancia estatistica. O valor da drea média no grupo GnRHant + CFA (4,56 +/- 0,89)

também foi menor que no grupo-controle, mas superior ao do grupo P + CFA, achados

estes também sem significdncia estatistica. O grupo que recebeu apenas GnRHant

apresentou area média de 4,62 +/- 0,66, sem diferenca estatistica quando comparado aos

outros grupos. O GRAF. 2 mostra a comparacio entre as reas.
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GRAFICO 2 - Comparagio da drea média do corte ovariano entre os grupos de tratamento.

As barras representam a média e o erro-padrdo do nimero de filhotes.
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
P= placebo; CFA= ciclofosfamida; GnRHant= cetrorelix.

4.4 Numero de foliculos e corpos liteos

Foi realizada a contagem de foliculos e corpos luteos nos cortes ovarianos de
cada rata. O estudo da distribui¢do dos dados em cada item analisado enfatizou que todos
estes parametros seguiam a distribuicao gaussiana. Realizou-se entdo a andlise da variancia

a um critério de avaliacdo (ANOVA One Way).

4.4.1 Foliculos primordiais e primarios

O numero de foliculos primordiais e primdrios em cada grupo estd representado

na TAB. 4:
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TABELA 4

Numero de foliculos primordiais e primérios em cada grupo

Animal P+P P + CFA GnRHant + CFA GnRHant + P

1 5 4 3 2
2 3 5 3 3
3 3 2 2 3
4 2 2 2 5
5 5 3 3 2
6 3 1 4 4
7 6 3 6 7
8 3 2 2 4
9 1 - 4 4
10 - 3 5 -
11 - - 4 -
12 - 4 7 -

Média 3,44 2,90 3,75 3,78

Total 31 29 42 342

P= placebo; CFA= ciclofosfamida; GnRHant= cetrorelix.

O grupo-controle apresentou média de 3,44 +/- 0,53 foliculos primordiais e
primdrios. A média no grupo que recebeu apenas CFA (P + CFA) foi de 2,90 +/- 0,38, no
grupo que recebeu GnRHant + CFA foi de 3,75 +/- 0,46 e no grupo que recebeu apenas
GnRHant (GnRHant + P) foi de 3,78 +/- 0,52. Nenhum dos tratamentos mostrou diferenca
significativa no nimero de foliculos primordiais e primarios, entre eles e em relacdo ao
grupo-controle (todos os valores de p>0,05).

O GRAF. 3 exibe a comparacdo do nimero médio de foliculos primordiais e

primadrios entre os grupos.
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GRAFICO 3 - Comparacdo do nimero médio de foliculos primordiais e

primdrios entre os grupos de tratamento.

As barras representam a média e o erro-padrdao do nimero de foliculos primordiais e primdrios.
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
P= placebo; CFA= ciclofosfamida; GnRHant= cetrorelix.

4.4.2 Foliculos pré-antrais

A TAB. 5 informa o ndmero de foliculos pré-antrais em cada grupo.

TABELA 5
Numero de foliculos pré-antrais em cada grupo
Animal P+P P+ CFA GnRHant + CFA GnRHant + P

1 3 4 4 3
2 3 4 3 3
3 3 3 2 3
4 4 3 2 5
5 3 4 2 6
6 2 5 3 5
7 3 6 5 4
8 2 1 5 5
9 4 - 3 3
10 - 5 5 -
11 - - 7 -
12 - 2 6 -

Média 3,0 3,36 3,92 4,11

Total 27 37 47 37

P= placebo; CFA= ciclofosfamida; GnRHant= cetrorelix.
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Verificaram-se 3 +/- 0,24 foliculos pré-antrais, em média, no grupo-controle (P
+ P). O grupo tratado com CFA (P + CFA) néo exibiu diferenca significativa em relacdo
ao controle (3,36 +/- 0,54). O grupo que recebeu GnRHant previamente 8 CFA (GnRHant
+ CFA) teve ndmero de foliculos pré-antrais (3,92 +/-0,48) estatisticamente semelhante
aos dos outros grupos. O nimero de foliculos pré-antrais no grupo tratado apenas com

GnRHant ( 4,11 +/- 0,39) também ndo apresentou diferenca estatistica com 0s outros

grupos.
O GRAF. 4 exibe a comparacdo do nimero médio de foliculos pré-antrais entre
0S grupos.
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GRAFICO 4 - Comparagio do niimero médio de foliculos pré-antrais

entre os grupos de tratamento.

As barras representam a média e o erro-padrdo do nimero de foliculos pré-antrais.
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
P= placebo; CFA= ciclofosfamida; GnRHant= cetrorelix.

4.4.3 Foliculos antrais

A TAB. 6 evidencia o nimero de foliculos antrais por grupo estudado.
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TABELA 6

Numero de foliculos antrais em cada grupo

Animal P+P P + CFA GnRHant + CFA GnRHant + P

1 5 7 5 8
2 3 8 7 7
3 4 4 5 5
4 6 6 4 8
5 6 4 5 8
6 4 3 6 7
7 4 6 8 4
8 4 2 8 5
9 4 - 8 6
10 - 6 5 -
11 - - 10 -
12 - 4 8 -

Média 4,44 5,0 6,58 6,44

Total 50 50 79 58

P= placebo; CFA= ciclofosfamida; GnRHant= cetrorelix.

A média de foliculos antrais no grupo-controle (P + P) foi 4,44 +/- 0.34. O
grupo tratado com CFA (P +/- CFA) apresentou média estatisticamente semelhante (5+/-
0,60), assim como os grupos tratados com GnRHant e CFA (6,58+/- 0,53) e apenas com
GnRHant (6,44 +/- 0,50).

O GRAF. 5 ressalta a comparagdo do nimero médio de foliculos antrais entre

0S grupos.
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GRAFICO 5 - Comparacdo do nimero médio de foliculos antrais entre

os grupos de tratamento.

As barras representam a média e o erro-padrao do niimero de foliculos antrais.
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
P= placebo; CFA= ciclofosfamida; GnRHant= cetrorelix.

4.4.4 Corpos liteos

O registro do nimero de corpos liteos em cada grupo encontra-se na TAB. 7.

56
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TABELA 7

Numero de corpos liteos em cada grupo de tratamento

Animal P+P P+C GnRHant + C GnRHant + P

1 3 3 4 4
2 5 6 6 5
3 6 5 3 3
4 3 4 3 5
5 3 2 3 5
6 4 4 6 3
7 4 2 2 3
8 6 4 3 4
9 4 - 2 5
10 - 2 2 -
11 - - 4 -
12 - 1 3 -

Média 4,22 3,30 3,42 4,11

Total 38 33 41 37

P= placebo; CFA= ciclofosfamida; GnRHant= cetrorelix.

A média de corpos liteos no grupo-controle (P + P) foi de 4,22 +/- 0,40.
Nenhum dos tratamentos mostrou diferenga significativa em relacdo a esse grupo. Os
nimeros encontrados foram: grupo que recebeu apenas CFA (P + CFA): 3,30 +/- 0,50;
grupo tratado com GnRHant previamente a CFA (GnRHant + CFA): média de 3,42+/-
0,40; grupo tratado apenas com GnRHant (GnRHant + P): 4,11 +/- 0,30 corpos liteos.

No GRAF. 6 estd a comparagio do nimero médio de corpos liteos entre os

grupos.
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GRAFICO 6 - Comparagdo do nimero médio de corpos liteos

entre os grupos de tratamento.

As barras representam a média e o erro-padrdo do niimero de corpos liteos.
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
P= placebo; CFA= ciclofosfamida; GnRHant= cetrorelix.

4.4.5 Numero total de foliculos

Somou-se o nimero total de foliculos em cada grupo (TAB. 8) e aplicou-se a
andlise de varidncia nos dados encontrados. A média do ndmero total de foliculos
encontrada no grupo-controle (P + P) foi de 10,89 +/-0,70. Esta média nido apresentou
diferenca significativa em relacdo ao grupo tratado apenas com CFA (P + CFA: 11,6 +/-
1,14) e em relacdo ao grupo tratado com GnRHa e CFA (14,25 +/- 1,26,). O grupo tratado
apenas com GnRHant (GnRHant + P) apresentou numero total de foliculos

estatisticamente mais alto que o grupo-controle (17,11 +/- 22), com p<0,05 (GRAF. 7).
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TABELA 8
Numero total de foliculos em cada grupo de tratamento
Animal P+P P+C GnRHant + C GnRHant + P

1 13 15 12 13
2 9 17 13 13
3 10 9 9 11
4 12 11 8 26
5 14 11 10 26
6 9 9 13 23
7 13 15 19 15
8 9 5 15 14
9 9 - 15 13
10 - 14 15 -
11 - - 21 -
12 - 10 21 -

Média 10,89 11,6 14,25 17,11

Total 98 116 171 154

P= placebo; CFA= ciclofosfamida; GnRHant= cetrorelix.

A comparagdo da média do numero total de foliculos entre os grupos encontra-

se no GRAF. 7. p <0,05
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GRAFICO 7 - Comparacdo da média do ndmero total de foliculos

entre os grupos de tratamento.

As barras representam a média e o erro-padrdo do nimero total de foliculos.
As diferencas estatisticamente significativas estdo representadas entre as barras.
P= placebo; CFA= ciclofosfamida; GnRHant= cetrorelix.



FIGURA 11- Corte ovariano de rata wistar apds o tratamento.

FPA: Foliculo pré-antral  FA: Foliculo antral ~ CL: Corpo liteo.
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5 DISCUSSAO

Os avancos no tratamento das neoplasias malignas t€ém permitido a sobrevida
de um ndmero cada vez mais alto de pacientes (ANDERSON et al, 2006;
BLUMENEFELD, 2001; CARTER et al., 2005; GREENBERG; URBACH, 2006; HEATH;
STERN, 2006; MALTARIS et al., 2007). Uma vez curada a doenga, a preocupagao se
volta para a solucdo das possiveis conseqiiéncias desse tratamento. Para pacientes jovens, a
queda na fertilidade destaca-se entre estas conseqiiéncias (ANDERSON et al., 2006;
ASRM, 2005; BLUMENFELD et al., 2007, CARTER et al., 2005; GREENBERG;
URBACH, 2006; HEATH; STERN 2006; MALTARIS et al, 2007; THOMSON;
CRITCHLEY; WALLACE, 2002) e, por sua possivel irreversibilidade, mais importante
que a cura deve ser a preocupagio com sua prevencao.

A ciclofosfamida encontra-se entre as drogas quimioterdpicas mais utilizadas
no tratamento das neoplasias em mulheres em idade reprodutiva (GHOSH et al., 2001) e
pertence ao grupo dos agentes alquilantes que sdo reconhecidamente gonadotdxicos, tendo
sido, por isto, escolhida para este experimento. Estas drogas agem diretamente no DNA do
tecido gonadal levando a morte as células germinativas, com subseqiiente queda na fungao
ovariana e na fertilidade (ZHANG; TIAN; ZHOU, 2006).

A literatura tem demonstrado que pacientes pré-puberes sdo menos sensiveis a
acdo da QT (ABSOLOM et al., 2006; IMAI; FURUIL; YAKAMOTO, 2008; RIVKEES;
CRAWFORD, 1988; WALLACE et al., 1993), provavelmente porque a CFA atua
preferencialmente no DNA das células em maturacdo que estariam mais propensas a
sofrerem este dano (MALTARIS et al., 2006; TILLY, 1998). Partindo desta premissa, o
uso de medicamentos capazes de manter as gonadas em estado de repouso poderia
diminuir o dano causado pelos quimioterapicos.

Na prética clinica, ja se comprovou que o uso de andlogos do GnRH promove
esse repouso. Os andlogos sdo divididos em dois grupos: as drogas agonistas e as
antagonistas. Apesar dos dois grupos apresentarem o mesmo efeito final — a quiescéncia
ovariana —, os diferentes mecanismos de acdo de cada um deles fazem com que o tempo
necessdrio para que este efeito seja atingido difira. No caso dos agonistas, o efeito inicial é
um estimulo ovariano que posteriormente serd seguido por inibi¢do por retrocontrole

hipofisario, sendo, portanto, necessario um periodo de aproximadamente 14 dias para que
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se atinja a inibi¢do ovariana final (BLUMENFELD, 2007). Por outro lado, os antagonistas
promovem inibicdo ovariana imediata a partir do bloqueio por competicdo dos receptores
hipofisarios de GnRH (HALMOS; SCHALLY, 2002). A duracdo da a¢do dos antagonistas
também € menor, visto que assim que os receptores do GnRH sdo desocupados, eles
podem ser ocupados pelo GnRH enddgeno (IMAI; FURUI; YAKAMOTO, 2008).

Uma vez definido o tratamento de uma neoplasia, o adiamento do inicio pode
alterar o prognéstico da doenga. Portanto, a escolha de uma droga que promova inibi¢ao
ovariana imediata, permitindo o inicio imediato da QT, apresenta vantagens sobre as
drogas que necessitam de mais tempo para atingirem este efeito. Por apresentar esse efeito
inibitério imediato, o cetrorelix foi escolhido para este experimento.

A duracdo e o esquema utilizado na QT dependem, entre outros fatores, das
caracteristicas do paciente, da droga utilizada e do tipo de neoplasia. O esquema proposto
neste trabalho, de trés ciclos de cinco dias com intervalo de dois dias entre cada ciclo, e a
dose de QT utilizada basearam-se em experimentos anteriores com ratas, que revelaram
que este procedimento e esta dose seriam capazes de causar dano gonadal e afetar a
fertilidade, sem, entretanto, levar a mortalidade muito elevada (ATAYA et al., 1985;
BOKSER; SZENDE; SCHALLY, 1990; GHOSH et al., 2001). O célculo do tempo de
tratamento também considerou a vida média das ratas, que € em torno de dois a trés anos
(SHARP; REGINA, 1998).

Escolheu-se a via de administrac¢ao intraperitoneal para as medicagdes, devido a
sua facilidade ao se trabalhar com ratas e devido ao fato de que a distribui¢do de ambas as
drogas por esta via segue a mesma distribuicdo ocorrida com o0 uso intravenoso
(SCHWAHN et al., 1999; ZHANG; TIAN; ZHOU, 2006). Uma hipétese a ser levantada
seria se a administracdo proxima dos ovarios ndo poderia levar a ag¢do direta das drogas
nesses Orgdos. No caso da CFA, por ser uma pré-droga, a sua acdo depende da
metabolizacdo hepdtica, ndo sendo possivel, portanto, uma a¢do direta na gonada sem a
absorc¢do e passagem hepatica prévia (ZHANG; TIAN; ZHOU, 2006). O cetrorelix, por sua
vez, apresenta sua ac¢ao principalmente no nivel hipotalamico, ndo sendo, portanto, capaz
de agir diretamente nas gdnadas, pela possivel absor¢ao local.

Outro questionamento seria sobre a possivel interacdo local entre as duas
drogas, visto que as mesmas foram injetadas intraperitonealmente, com intervalo de uma
hora. A literatura consultada n3o mostrou possibilidade nesta interagdo
(www.medsafe.govt.nz/profs/datasheet/c/Cetrotideinj.htm). Por ser citotéxica, a CFA pode

resultar em morte animal, sendo essa letalidade dose-dependente (ATAY A; VALERIOTE;
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RAMAHI-ATAYA, 1989). Pelo célculo amostral, seria necessério que cada grupo tivesse
nove ratas. Considerando a possivel letalidade da CFA, os grupos que utilizaram a droga
foram compostos de 12 animais. No presente estudo, morreram duas ratas no grupo
submetido a QT. Como esta possibilidade de exclusao por morte ja havia sido considerada,
o numero final de ratas em cada grupo era representativo para o trabalho proposto.

Ao se estudar a ciclicidade das ratas apds a QT, confirmou-se ciclicidade estral
em todas elas, exceto em uma no grupo P + CFA. Este fato, apesar de ndo apresentar
significancia estatistica, pode sugerir dano gonadal pela CFA. O retorno da ciclicidade no
grupo que recebeu apenas o antagonista de GnRH sugere que o efeito inibitério do mesmo
foi de curta duracdo. Pode-se especular que a presenca da ciclicidade indica que o dano
ovariano nao foi suficiente para causar essa alteracdo da fungdo ovariana, visto que ela
pode ser sugestiva de funcionamento ovariano adequado, mas isoladamente ndo garante a
fecundidade dos animais estudados (BATH er al., 2003; MARHHOM; COHEN, 2006;
MOORE; THERIAULT, 2007; OKTAY et al., 2007). A literatura consultada apresentou
poucos trabalhos que avaliavam especificamente a ciclicidade em ratas submetidas a QT.
Ghosh et al. (2001) relatam que a CFA pode prolongar a dura¢do do ciclo estral, com
aumento das fases de metestro e diestro e diminuicdo do estro e proestro.

Foi objetivo deste estudo a avaliagdo da fertilidade a partir do nimero de
filhotes resultantes da gestacdo apds o uso das medicacdes. O calculo amostral levou em
consideracdo os dados necessarios para esta andlise, de acordo com as taxas de mortalidade
das ratas, fecundidade e filhotes nascidos vivos. A média de filhotes no grupo que recebeu
apenas a ciclofosfamida (P + CFA) foi expressivamente mais baixa que a do grupo-
controle (P + P) - (p<0,05). Este resultado estd de acordo com o esperado, pois a queda da
fecundidade em animais submetidos a tratamentos com CFA ji estd bem elucidada na
literatura (ATAYA et al., 1985; 1995; GHOSH et al., 2001). Estes dados também foram
importantes, pois comprovaram que a dose de CFA utilizada no estudo era suficiente para
causar queda na fecundidade, permitindo, portanto, a avaliacdo da suposta protecdo
oferecida pelo GnRHant. Juntamente com a taxa de mortalidade encontrada e citada
anteriormente, esses resultados demonstram que a dose de CFA utilizada no estudo foi
adequada, pois foi suficiente para levar a lesdo gonadal e resultou em indice de morte
aceitavel.

O grupo que recebeu antagonista de GnRH antes da inje¢cao de CFA teve um
numero de filhotes significativamente mais alto que o grupo tratado apenas com CFA

(p<0,005). Quando comparado ao grupo-controle, o grupo GnRHant + CFA apresentou
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menor nimero de filhotes, mas essa diferenca ndo teve significado estatistico (p>0,05).
Esta tendéncia era esperada, pois, apesar do GnRHant oferecer protecdo da fecundidade,
ele ndo anula totalmente a acdo da CFA sobre as gdnadas. Isto confirma que o uso do
GnRHant antes da CFA ¢ capaz de oferecer prote¢ao da fecundidade avaliada pelo nimero
de filhotes, conforme sugerido na proposi¢do deste estudo. Esta protecdo se deve
provavelmente a interrup¢do imediata do estimulo gonadotréfico para os ovarios, levando
a diminui¢do do nimero de mitoses dentro da gdnada e, logo, a parada de crescimento.
Vale lembrar que a CFA atua no DNA de células em multiplicagdo e, como o antagonista
promove repouso no DNA, ele faz de maneira indireta a protecdo das unidades funcionais
da gonada.

O estudo da morfologia ovariana constituiu objetivo especifico do experimento.
O célculo da drea do corte ovariano foi realizado pelo programa Image pro plus 6.0 e a
contagem dos foliculos em todas as laminas foi realizada pela prépria doutoranda, o que
exclui as possiveis diferengas interexaminador. Ao se analisar a drea dos cortes ovarianos,
ndo se encontrou diferenca estatistica entre os grupos estudados, mas houve tendéncia a
diminui¢do da drea nos grupos tratados com CFA, sendo que essa diminui¢ao foi menor no
grupo que recebeu também o antagonista de GnRH. Este dado pode sugerir indiretamente
uma protecao gonadal pelo GnRHa, pois a diminui¢do da area se correlaciona teoricamente
com a diminui¢do do volume ovariano. Nao se encontrou na literatura consultada trabalho
que avaliasse diretamente a drea dos cortes ovarianos, mas os que avaliaram o volume
ovariano mostraram sua diminui¢do em ratas submetidas a QT com CFA (ATAYA;
VALERIOTE; RAMAHI-ATAYA 1989; GHOSH et al., 2001; MULLER; COLE, 1970;
PLOWCHALKB; MATTISON, 1992) e protecdo nessa diminui¢do com o uso de andlogos
do GnRH (BOKSER; SZENDE; SCHALLY, 1990).

Em relacdo ao nimero de foliculos primdrios e primordiais, ndo se encontrou
diferenca estatistica entre nenhum dos grupos estudados, apesar de haver tendéncia a
nimero mais baixo de foliculos no grupo tratado apenas com CFA (P + CFA) quando
comparado com o grupo que recebeu GnRHant previamente a CFA (GnRHant + CFA).
Essa tendéncia também foi verificada em relacdo ao nimero de foliculos pré-antrais,
antrais e corpos ltteos.

A andlise comparativa do nimero total de foliculos entre os grupos também
destacou tendéncia a nimero mais alto de foliculos no grupo tratado com GnRHant + P,
quando comparado ao grupo que recebeu apenas a CFA (P +CFA). O numero total de

foliculos no grupo que recebeu apenas GnRHant foi estatisticamente mais alto quando
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comparado ao grupo-controle (P + P). Resultado semelhante foi encontrado por Bokser et
al. (1991) ao estudarem a acdo de antagonista do GnRH no ovario de roedoras.

Estudos com ratas revelaram que a administracao de ciclofosfamida € capaz de
levar a diminuicdo no volume uterino, nimero total de foliculos e células da granulosa
(ATAYA; VALERIOTE; RAMAHI-ATAYA, 1989; MULLER; COLE, 1970;
PLOWCHALKB; MATTISON, 1992).

A maioria dos estudos evidencia diminuicdo no numero total de foliculos.
Enquanto alguns autores encontraram diminuicao principalmente dos foliculos primordiais,
outros mostraram diminuicdo mais significativa de foliculos maiores que 30 wm
(BOKSER; SZENDE; SCHALLY, 1990; LETTERIE, 2004). Nao se sabe com certeza se a
CFA afeta diretamente os corpos liteos, mas os estudos experimentais sugerem que O
numero de corpos luteos estd diminuido, provavelmente devido a diminui¢do prévia no
numero de foliculos em desenvolvimento (PLOWCHALKB; MATTISON, 1992). As
controvérsias existentes nas publicagdes sobre as alteracdes morfoldgicas ovarianas apds a
QT podem ser explicadas, em parte, pelas diferencas entre as doses e esquemas utilizados,
época do estudo ovariano em relacdo ao final da quimioterapia, método utilizado para
avaliar a morfologia e tamanho amostral.

Apés a gestacdo e a lactacdo, a retomada dos ciclos estrais em ratas wistar
ocorre em torno de quatro a sete dias (SHARP; REGINA, 1998). Pode-se especular que o
tempo decorrido entre a gestagcdo e a retirada dos ovdrios para estudo morfolégico ndo foi
suficiente para que os mesmos retomassem sua fungdo. A sacrificagdo dos animais se deu
logo depois do nascimento dos filhotes, pois se desejava avaliar a morfologia ovariana
logo em seguida a QT.

Talvez a melhor maneira de se estudar a influéncia da QT e do uso prévio de
antagonista de GnRH na morfologia ovariana seja a retirada das gdnadas logo apds o
tratamento, sem permitir uma gravidez prévia. Entretanto, o objetivo primério do estudo
era o desfecho final em nimeros de filhotes, sendo o estudo da morfologia apenas um
objetivo secunddrio. E importante que se ressalte também que o estudo da morfologia néo
reflete necessariamente a funcdo enddécrina ou reprodutiva do Orgdo. Fica uma
interrogacdo: os componentes encontrados nas dareas sdo vidveis, ou seja, sdo capazes de
produzir foliculos maduros que gerem gravidez? Valeria a pena, no futuro, coletar células,
cultiva-las in vitro e testar sua viabilidade. Nesse mesmo raciocinio, nota-se que, embora o
numero de foliculos e drea ndo tenham se alterado significativamente, o nimero de filhotes

diminuiu, mostrando mais uma vez que a viabilidade folicular € um determinante que
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merece ser mais bem estudado.

Os resultados encontrados neste estudo comprovaram a hipdtese levantada
sobre a possivel protecdo da fertilidade em ratas submetidas a QT com CFA, avaliada pelo
numero de filhotes. Existem varias pesquisas que ressaltam essa protecao com o uso dos
agonistas do GnRH (ATAYA et al., 1985; DANFORTH; ARBOGAST; FRIEDMAN,
2005; GLODE; ROBINSON; GOULD, 1981). A maioria dos trabalhos ainda ¢é
experimental, mas alguns estudos clinicos ja estdo sendo conduzidos neste campo. Apesar
de alguns centros de oncologia ja estarem oferecendo esta opcdo de protecdo ovariana,
entidades como a Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM) e a Sociedade
Americana de Oncologia Clinica (ASCO) desencorajam o seu uso clinico devido a falta de
comprovagao cientifica (ASRM, 2005; LEE et al., 2006). Entretanto, essas mesmas
sociedades, embasadas nos resultados encontrados pelos estudos animais, encorajam o
desenvolvimento de pesquisas nesta drea e preconizam esta possibilidade como
promissora. O uso dos antagonistas, por sua vez, por promoverem imediatamente o
bloqueio ovariano, permitiria o inicio imediato da QT, o que poderia ser crucial no
tratamento das neoplasias.

Na literatura estudada, foram encontrados dois trabalhos que avaliaram o uso de
cetrorelix para protecdo ovariana em animais submetidas a QT com CFA. Os dois
investigaram apenas o numero de foliculos primordiais em camundongos fémeas
submetidas a QT com CFA. Nenhum deles avaliou diretamente a fertilidade. Meirow et al.
(2004) concluiram que o uso do cetrorelix diminui a reducdo no nimero de foliculos
primordiais provocada pela CFA, sugerindo, portanto, protecdo ovariana com o uso de
cetrorelix. Danforth, Arbogast e Friedman (2005) encontraram resultados contrdrios ao
avaliaram a contagem dos foliculos primordiais em camundongos fémeas submetidas a
uma dose tnica de CFA e antagonista de GnRH. Os autores encontraram taxa mais alta de
destruicao de foliculos primordiais no grupo que recebeu o antagonista em relagdo ao
grupo que recebeu agonista de GnRH. Entretanto, o nimero de animais era baixo (apenas
cinco), o esquema de QT foi em dose Unica e a Unica varidvel avaliada foi o nimero de
foliculos primordiais. Estes dados podem representar limitacdes as conclusdes descritas
pelos autores.

A segurancga do uso do cetrorelix em humanos j4 € consolidada e essa droga é
amplamente utilizada para bloqueio ovariano em pacientes submetidas as técnicas de
reproducdo assistida. Essa seguranca comprovada pode facilitar o desenvolvimento de

estudos clinicos com o objetivo aqui proposto.
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Nao € necessdrio apenas que se desenvolvam mecanismos de protecdo ovariana
para pacientes que irdo se submeter & QT. E crucial que estas pacientes sejam alertadas
sobre os possiveis danos reprodutivos que possam vir a sofrer e as opg¢des para preservar a
fertilidade. Deve-se lembrar que ciclos menstruais irregulares ou amenorréia ndo conferem
necessariamente esterilidade permanente (BATH et al., 2003; DECHERNEY et al., 2005;
LANTINGA et al., 2006; LARSEN et al., 2003; OTKAY, 2006; SONMEZER; OKTAI,
2006). Em contrapartida, ciclos regulares ndo conferem necessariamente fertilidade normal
(BATH et al., 2003; MARHHOM; COHEN, 2006; MOORE; THERIAULT, 2007,
OKTAY; SONMEZER, 2007). Como o retorno i ciclicidade menstrual nio traduz efetiva
preservacdo da fertilidade, pacientes submetidas a QT, mesmo que apresentem ciclos
regulares, devem ser encorajadas a ndo postergarem a gravidez por muitos anos
(MARHHOM; COHEN, 2006).

A manutenc¢do da vida por intermédio da cura da doenca €, sem divida alguma,
o objetivo primdrio da QT, mas, uma vez alcancado o alto indice de cura atual, chegou o
momento de se preocupar com a qualidade de vida dos sobreviventes. A procriagao
encontra-se entre os instintos primarios da raca humana e a preservacao dessa capacidade é

primordial para que se atinja qualidade de vida satisfatoria.
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6 CONCLUSOES

O uso do antagonista de GnRH cetrorelix, na dose utilizada neste estudo, mostrou
efeito protetor na fertilidade das ratas submetidas a QT com CFA no esquema de
trés ciclos de cinco dias com dois dias de intervalo entre os mesmos, avaliada pelo
numero de filhotes resultantes da gestacao apds o uso das medicagdes.

O uso do antagonista de GnRH cetrorelix, na dose utilizada neste estudo, ndo
mostrou alteracdo na morfologia ovariana em ratas submetidas a QT com CFA no
esquema de trés ciclos de cinco dias com dois dias de intervalo entre os mesmos,
avaliada pela medida da drea do corte ovariano e contagem dos foliculos e corpos

Iuteos.
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