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RESUMO

Morais Sanchez, EG. Influéncia dos mecanismos fisiopatoldégicos da
hiperprolactinemia na ovulacdo de mulheres inférteis [Tese]. Goiania:
Faculdade de Medicina/UFG; 2015. 87p.

A infertilidade reflete a incapacidade de um casal conseguir gravidez apos
um ano de relagbes sexuais sem contracepc¢ao. Causas mais comuns estdo
relacionadas a disfun¢des ovulatorias como a hiperprolactinemia, sindrome
de ovario policistico, disfuncdes da tiredide, deficiéncia de corpo luteo, entre
outras, e que podem ser identificadas, principalmente, por dosagem
hormonal e ultrassonografia. O objetivo geral desse estudo foi avaliar a
influéncia dos niveis de prolactina na ovulagdo de mulheres inférteis
portadoras de ciclos regulares. Trata-se de estudo caso-controle, cuja
amostra foi composta por 343 mulheres com faixa etaria compreendida de
20 a 40 anos, atendidas no periodo de 2000 a 2014 no LabRep-HC/UFG e
em um consultério de Ginecologia e Obstetricia da rede particular em
Goiania, Goias, Brasil. A coleta de dados foi feita pela andlise dos
prontuarios fisicos armazenados no Servico de Arquivo Médico e
Informacdes em Saude (SAMIS) e eletronicos disponibilizados pelo banco de
dados (Sisfert) (©Approbato, 2013). As pacientes foram classificadas de
acordo com o estado ovulatério avaliado pela dosagem de progesterona (=
5,65 ng/ml e de 5,65 — 9,9 ng/ml) e monitorizagdo da ovulacdo pelo
ultrassom sendo divididas em quatro grupos: (I) provavel ovulacao, (Il)
provavel anovulagdo. Nos grupos | e Il foram comparadas as porcentagens
de pacientes que ndo ovulavam com prolactina normal (3 a 20 ng/ml) versus
prolactina moderadamente elevada (21 a 29 ng/ml). No grupo Il foram
avaliados o0s niveis de progesterona normal (= 10 ng/ml) versus
progesterona baixa (Grupo 1IV) (5,65 — 9,9 ng/ml) considerada como LUF
(Foliculo Luteinizado n&o-roto). Os grupos foram pareados para a
comparabilidade quanto a idade, indice de massa corporal (IMC), duracao
da infertilidade, FSH (ng/ml), TSH (mUl/l), LH (Ul/l) e estradiol (ng/dl). Os
programas SPSS Statistics 20.0 e Bioestat (versao 5.3) foram utilizados para
para a andlise dos dados e o teste Qui quadrado (X?) para avaliar as
diferencas entre propor¢cfes. Onde ndo coube andlise estatistica foram
calculadas média e desvio padrdo das variaveis em estudo. Os resultados
demonstraram que a elevagdo moderada da prolactina (21-29 ng/ml)
provocou a reducéo significativa (p=0,03) na porcentagem de ovulacdo das
pacientes inférteis portadoras de ciclos regulares considerando como critério
de ovulagdo niveis de progesterona 25,65 ng/ml. Quando avaliada a
influéncia da progesterona baixa sobre a ovulagdo monitorada pelo
ultrassom foi observado que esses niveis podem reduzir de forma
significativa a porcentagem de ovulacdo. Conclui-se que a
hiperprolactinemia moderada e a progesterona baixa podem influenciar
negativamente na regulagdo da ovulagdo de mulheres inférteis com ciclos
regulares.

Palavras-chave: Infertilidade, Hiperprolactinemia moderada, progesterona
baixa, anovulacéo.
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ABSTRACT

Morais Sanchez, EG. Influence of the pathophysiological mechanisms of
hyperprolactinemia ovulation in infertile women [Thesis]. Goiania: Medical
School / UFG; 2015. 87p.

Infertility reflects the inability of a couple to achieve pregnancy after one year
of sexual intercourse without contraception. Most common causes are
related to ovulatory disorders such as hyperprolactinaemia, polycystic ovary
syndrome, thyroid dysfunction, corpus luteum deficiency, among others, and
can be identified mainly by ultrasound and hormonal dosage. The overall
objective of this study was to evaluate the influence of prolactin ovulation in
infertile women suffering from regular cycles. It is case-control study, whose
sample consisted of 343 women with age range 20-40 years old, attended
from 2000 to 2014 in LabRep-HC / UFG and an office of Obstetrics and
Gynecology, private network in Goiania, Goiés, Brazil. Data collection was
performed by analyzing the physical records stored in Medical Records and
Health Information Service (SAMIS) and electronics made available by the
database (Sisfert) (© Approbato, 2013). The patients were classified
according to the ovulation state measured by progestogen dosage (= 5.65 ng
/ ml and 5.65 - 9.9 ng / ml) and ovulation by monitoring the ultrasound being
divided into four groups: (I ) probable ovulation, (II) likely anovulation. In
Groups | and Il were compared with the percentages of patients who do not
ovulate with normal prolactin (3 to 20 ng / ml) versus moderately elevated
prolactin (21 to 29 ng / ml). In group Il were evaluated Normal progesterone
levels (= 10 ng / mL) versus low progesterone (Group IV) (5.65 - 9.9 ng / ml)
was considered as LUF (non-luteinized ruptured follicle). The groups were
comparable for comparable as to age, body mass index (BMI), duration of
infertility, FSH (ng / ml) TSH (mIU / 1), LH (IU / I) and oestradiol (ng / dL) .
SPSS Statistics 20.0 software and Bioestat (version 5.3) were used to for
data analysis and chi-square test (X?) to assess differences between
proportions. Where it is not for statistical analysis were calculated mean and
standard deviation of the variables under study. The results demonstrated
that moderate elevation of prolactin (21-29 ng / ml) caused a significant
reduction (p = 0.03) in the ovulation rate of infertile patients with regular
cycles considering as a criterion for ovulation progesterone levels 25, 65 ng /
ml. When evaluated the influence of low progesterone on ovulation monitored
by ultrasound was observed that these levels can significantly reduce the
percentage of ovulation. It is concluded that a moderate hyperprolactinaemia
and low progesterone can negatively influence the regulation of ovulation in
infertile women with regular menstrual cycles.

Keywords: infertility, Mild hyperprolactinemia, low progesterone,
anovulation.
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INTRODUCAO

A infertiidade é definida como uma doenca do sistema reprodutor
caracterizada pela incapacidade de conseguir uma gravidez clinica apos 12
meses ou mais de relacdes sexuais, em casal sexualmente ativo e sem
protecdo (COOPER-HILBERT, 2001; DANILUK, 2001; PETERSON et al.,
2003; WHO, 2003; LARSEN, 2005).

Boivin et al. (2007) investigaram a prevaléncia de infertilidade em
172.413 mulheres em alguns paises desenvolvidos (Australia, Estados
Unidos, Russia, Europa) e identificaram uma taxa entre 3,5% a 16,7%, e em
paises em desenvolvimento (Africa, China, india) com uma taxa de 6,9% a
9,3%. Neste contexto, estima-se que 72,4 milhdes de mulheres séo inférteis,
das quais 40,5 milhdes procuram atendimento médico para tratar a
infertilidade.

Estima-se que, em todo o mundo, existam de 50 a 80 milhdes de
casais inférteis, ocorrendo cerca de dois milhdes de novos casos por ano
(GONCALVES, 2005). Esse evento € vivido por 8 a 15% dos casais em
geral. No Brasil, mais de 278 mil casais tém dificuldade de gerar um filho em
algum momento de sua idade fértil (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

A infertilidade pode ser classificada como primaria, quando existe
dificuldade na concepcéo, sem gravidez prévia, e secundaria quando a falha
na capacidade reprodutiva se estabeleceu apdés uma ou mais gestacdes
(BRAIDE et al., 2011; OLOOTO et al. 2012). Ela é diretamente proporcional
a idade da mulher, sendo que o pico de fertilidade ocorre entre 18 e 24 anos,
diminui apds os 27, e declina consideravelmente apés os 35 anos (FADDY
et al., 1992; AGBOOLA, 2004), atingindo a valores minimos por volta dos 45
anos de idade (ARMSTRONG & AKANDE, 2013).

As causas de infertiidade na mulher podem ser decorrentes de
fatores anatdmicos, relacionados ao Utero ou as tubas uterinas; causas
hormonais que interferem no eixo hipotalamo-hipofisario-ovariano; e
esterilidade sem causa aparente (ESCA) (OLOOTO et al. 2012). Acredita-se
que esses fatores correspondem a 35% das causas de infertilidade na

mulher, 35 % no homem, 20% estdo associadas a causas femininas e
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masculinas, e, 10 % a Esterilidade sem causa aparente (ESCA) (ROUSSEV
& COULAN, 2007; GOSWAMI, 2009; AL-MOUSHALY, 2013).

As desordens hormonais levam a infertilidade por causarem disfuncdes
ovulatorias e sdo responsaveis por até 40% da infertilidade feminina (ASRM,
2012).

1.1 Ovulacéo

1.1.1 Ciclo menstrual

O processo reprodutivo nas mulheres € complexo e depende da
interacdo sincronizada da producédo hormonal no sistema nervoso central, na
hipofise e no ovério que contribuem para um ciclo menstrual normal (OLIVE
& PALTER, 2014).

A duracdo de um ciclo regular compreende o inicio de uma
menstruacao até o inicio da préxima e dura aproximadamente 28 dias, com
uma variacado de 21 a 35 dias (ASRM, 2012; BECKMAN, 2012; OLIVE &
PALTER, 2014). Segundo a World Healthy Organization (WHO, 1993) um
ciclo regular apresenta variacdo entre 25 a 35 dias.

O ciclo menstrual normal pode ser dividido em dois segmentos: o ciclo
ovariano e o ciclo uterino. O ovariano pode ser ainda dividido em fases
folicular e latea, enquanto o ciclo uterino € dividido em fases proliferativa e
secretora (MACEA et al., 1999; BEREK, 2014).

A fase folicular se inicia com a menstruacao (primeiro dia do ciclo
menstrual) e € caracterizada pelo inicio do crescimento de foliculos
ovarianos devido ao estimulo do horménio foliculo estimulante (FSH) e
hormonio luteinizante (LH), os quais determinam a maturacéo folicular. Essa
fase corresponde aos primeiros 14 dias do ciclo ovariano, iniciando com o
desenvolvimento folicular e terminando com a ovulacao, a qual ocorre dentro
de 30-36 horas do pico de LH (MOREIRA, 2014).

Durante os primeiros trés dias ap0s a ruptura folicular e expulsado do
ovocito, as ceélulas foliculares, sob maior influéncia do LH, aumentam de
tamanho e adquirem um aspecto vacuolizado, em decorréncia ao acumulo

de lipideos, e entdo se transformam em corpo luteo (CL), caracterizando a
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fase latea (MACEA et al. 1999). Esta fase corresponde ao periodo da
ovulacdo até o inicio da menstruacao e dura, em média, 14 dias (OLIVE &
PALTER, 2014).

A fase proliferativa do ciclo uterino ocorre entre os dias 1 e 14,
considerando-se dia 1 o primeiro dia da menstruagdo que coincide com a
fase folicular do ciclo ovariano (MOREIRA, 2014). Incialmente as células
foliculares (da teca e granulosa) aumentam a producédo de estrégeno que
irdo atuar no crescimento das células endometriais, além do crescimento das
glandulas do estroma, alongamentos das artérias espiraladas que suprem o
endométrio e o aumento de receptores para progesterona (P4), preparando
o endométrio para proxima fase, denominada como secretora (BECKMANN
et al. 2012).

Em um ciclo tipico de 28 dias, a fase secretora do ciclo uterino ocorre
nos ultimos 14 dias, termina com a menstruacao e coincide com a fase IlUtea
do ciclo ovariano. Durante essa etapa, as glandulas uterinas formam
vacuolos contendo glicogénio e no sexto ou no sétimo dia pds-ovulacédo o
endométrio ja esta preparado para a implantagédo do blastocisto, caso ocorra
a fertilizacdo (OLIVE & PALTER, 2014).

1.1.2 Regulacédo neuroenddcrina do ciclo mentrual ovulatorio

O processo ovulatério (Figural) € um fendmeno biolégico que comeca
guando horménios gonadotropicos estimulam foliculos maduros e termina
guando os foliculos se rompem e liberam os évulos para o oviduto (ESPEY
& RICHARDS, 2006).

No inicio de cada ciclo, aproximadamente 5 a 20 foliculos primarios
sao estimulados e iniciam seu desenvolvimento, que dura de 10 a 14 dias.
Ao longo do ciclo, entretanto, a maioria ird sofrer atresia e apenas um deles
completara seu desenvolvimento por acdo de estimulos gonadotroficos
chegando a maturidade e tornando-se o foliculo dominante, que ao se
romper expulsa um ovocito, caracterizando a ovulagdo (BUSSO et al. 2008;
MOREIRA, 2014).
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e ] Expansdo do COC

b e SUperficie do ovario

Figura 1. Momento da ruptura de um foliculo de coelho. A ovulacdo de um odcito
fertilizavel envolve a ruptura da superficie do ovario e libertagdo do expandido
complexo cumulus-oécito (COC), seguido por recuperacdo do COC pelas células
ciliadas do oviduto e o0 seu transporte para baixo o oviduto.

Fonte: (ESPEY; RICHARDS, 2006)

Esse processo depende essencialmente de complexas interacfes
entre o sistema nervoso central (sobretudo o hipotalamo), a glandula
pituitaria (hipofise), os ovéarios e o utero (endométrio) (FERRIANI, 1999;
ROSEN & CEDARS, 2006; CIECHANOWSKA et al. 2010).

O hipotalamo libera de forma pulsatil o GnRH (Hormonio liberador de
gonadotrofina) a cada 1-1,5 h na fase folicular e a cada 2-4 h na fase Iutea.
A secrecgdo pulsétil de GnRH estimula a hipéfise a secretar LH e FSH que
estimulam o crescimento dos foliculos ovarianos (ASRM, 2013; KE, 2014).

O crescimento folicular proporciona o recrutamento mensal de uma
coorte de foliculos e a liberacdo de um unico foliculo dominante e maduro
durante a ovulacédo (OLIVE & PALTER, 2014).

O foliculo dominante antes da ovulacdo, em uma fase chamada pré-
ovulatéria, € composto por trés células principais: células da teca, células
granulosas e o0 ovdcito. As células da teca serdo estimuladas pelo LH a
produzir androstenediona (androgénio) e as células granulosas seréo

estimuladas pelo FSH a sintetizar aromatase, a qual catalisa a conversao de
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androstenediona em estradiol, o qual cria um microambiente favoravel ao
crescimento e a nutricdo do foliculo (ESPEY & RICHARDS, 2006).

A medida que o nivel de estradiol periférico se eleva ocorre uma
retroalimentacdo negativa sobre a hipdfise e o hipotalamo para diminuir os
niveis de FSH circulantes (BARBIERI, 2014). Ja o LH sofre regulacéo
bifasica pelo estradiol. Em concentracfes mais baixas, o estrogénio inibe a
liberacdo de LH, enquanto em niveis mais altos ele intensifica sua liberacao
(BERGA & NAFTOLIN, 2012).

A queda no nivel de FSH gera um ambiente desfavoravel para os
foliculos. Sendo assim, somente os foliculos que apresentarem um maior
namero de receptores de FSH se tornardo dominantes (BULUN & ADASHI,
2010; OLIVE & PALTER, 2014).

O aumento no nivel de LH na metade do ciclo é responsavel pela
elevacdo nas concentragOes locais de prostaglandinas e proteases que
atuam sobre a parede folicular resultando em ruptura e consequente
liberacdo do ovécito (ESPEY; RICHARDS, 2006). Em seguida ovécito é
capturado pelas fimbrias e encaminhado para as tubas uterinas para
possivel fertilizacdo (MESENG & YOUNG, 2015). Apés ovulacao o foliculo é
esvaziado e o resto das células foliculares dardo origem a uma estrutura
denominada corpo lateo (CL) (FRITZ & SPEROFF, 2012).

O CL produz esteroides, estradiol e P4, que promovem
retroalimentacdo negativa central e causam diminui¢cdo na secrecdo de FSH
e LH (ROSEN & CEDARS, 2004; OLIVE & PALTER, 2014).

O estradiol € um horménio produzido pelo foliculo ovariano,
responsavel pelo desenvolvimento de diversas caracteristicas femininas e
essencial para o controle do ciclo ovulatério. Dentre as diversas funcoes
destaca-se o0 estimulo para proliferacdo das células endometriais
espessando o endométrio para favorecer implantacdo, se caso houver
fertilizagdo do évulo, e estimula um pico de LH para desencadear a ovulacéo
(AUBUCHON et al., 2014).

A P4, hormonio regulador das funcdes reprodutivas femininas, tem as
seguintes acOes fisiologicas: no utero atua facilitando a implantacdo e
manutencdo de gravidez precoce; na glandula mamaéria, auxilia no

desenvolvimento das estruturas mamarias para a secrecao de leite; no
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cérebro, esta relacionada a expressdo da resposta neuro-comportamental
associado a parte sexual; e no 0sso, atua na prevenc¢ao de perda 6ssea (AL-
ASMAKH, 2007).

A secrecao continuada destes esteroides diminuird os estimulos para
o recrutamento folicular subsequente (ROSEN & CEDARS, 2004; OLIVE &
PALTER, 2014) e serdo essenciais para o desenvolvimento endometrial
adequado para a implantacdo do embrido (BECKMANN et al., 2012).

A funcéo do CL depende da producéo continua de LH. Na auséncia
desta estimulagdo, o mesmo regredira apdés um periodo de 12 a 16 dias e
formara o corpo albicans (do latim, corpo branco), constituido principalmente
de estroma fibroso, semelhante a uma cicatriz (OLIVE & PALTER, 2014;
MESENG & YOUNG, 2015).

Na auséncia de gravidez o CL permanece ativo por aproximadamente
14 dias. Ap6s essa fase ele regride, e os niveis de P4 e estrogeno
diminuem, o que por sua vez, elimina a inibicdo central sobre a secrecéo de
gonadotrofinas que resultara em menstruacdo (ASRM, 2012; KE, 2014).

Ao contréario, quando ocorre a implantacdo, o CL continua a produzir
P4, devido ao estimulo da gonadotrofina coriénica humana (hCG) produzida
pelo trofoblasto. Nesse periodo, a P4 é fundamental para a manutencéo da
gestacdo (AL-ASMAKH, 2007; LYNCH et al., 2014; MESENG & YOUNG,
2015).

A importancia do CL foi evidenciada por Csapo e colaboradores
(1972) apos luteotomia em macacas gravidas. Neste estudo, foi observando
gue se a retirada do CL fosse realizada antes de 7 semanas, as gravidas
abortavam, se feita entre 7 e 9 semanas de gestacdo o numero de abortos
diminuia e 9 semanas resultava em manutencao da gravidez, em funcéo da
producédo de P4 pela placenta.

Para uma funcéo ovulatodria regular € necessaria integridade anatémica
dos elementos do eixo reprodutivo e sincronia entre suas agdes (FERRANI,
1999). Tal processo pode ser perturbado com facilidade e resultar em
disfuncbes ovulatorias e incapacidade de engravidar (GOSWAMI, 2009).
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1.2 Disfung¢des ovulatorias neuroendocrinas

Os fatores mais comuns relacionados as disfungdes ovulatérias
incluem: disfungdes da tiredide como hipotireoidismo, Sindrome do Ovario
Policistico (SOP), hiperprolactinemia, entre outras endocrinopatias
(CAVALHEIRO et al., 1990; ASRM, 2012).

1.2.1 Hipotiroidismo

Alguns autores (TAYLOR & LEBOVIC, 2006; POPE et al., 2007,
GOSWAMI, 2009) destacam a associacdo de hipotireoidismo com disturbio
menstrual, ciclos anovulatorios, diminuicdo da fecundidade e aumento da
morbidade durante a gravidez. Apesar disso, mulheres com tal disfuncéo
podem engravidar normalmente. O que foi observado por Abalovich et al.,
(2002) em 114 mulheres portadoras de hipotireoidismo primario onde 34%
engravidaram sem tratamento.

O hipotireoidismo é caracterizado por aumento dos niveis de TSH
superiores a 5 mIU/L. A principal raz&o para o uso do TSH como dosagem
para determinacdo da funcédo tiroidiana € a relacdo inversa loglinear entre
concentracfes no soro de TSH e T4 livre. Pequenas diminui¢des lineares da
concentracdo de hormonios tiroidianos estdo associadas com um aumento
exponencial do TSH (SPENCER et al., 1990).

Os niveis de TSH podem declinar no inicio da gravidez, entretanto,
valores devem ser mantidos entre 0,4 e 5 mIU/L (ARON et al., 2006;
LARSEN et al., 2010; GROOT et al., 2012)

1.2.2 Sindrome dos Ovarios Policisticos

Uma outra endocrinopatia que pode resultar em infertilidade é a
Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP). Os critérios de diagnostico para
esta doenca foram definidos somente em 2003 pela ESHRE/ASRM que
prop6s o diagndstico por pelo menos duas das trés seguintes alteracdes:

sinais clinicos e/ou laboratoriais de hiperandrogenismo, alteracdo menstrual
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(amenorreia) e aspecto ultrassonografico de ovéarios policisticos
(ROTTERDAM ESHRE/ASRM, 2003).

A infertilidade relacionada a SOP esta frequentemente associada a
altos niveis de LH (acima da normalidade, 1,7-15 mIiU/ml) aumentando a
relacdo LH/FSH. Estes altos niveis estdo fisiopatologicamente relacionados
a altas taxas de abortos (OUT, 1999).

A mensuracdo dos niveis de FSH € comumente utilizada para
predizer reserva ovariana de foliculos (ASRM, 2012). Valores elevados de
FSH acima dos limites de normalidade (1,4 — 9,9 mlU/ml) nas fases folicular
e lutea, estdo associados tanto a baixa estimulacdo do ovéario quanto a
incapacidade de concepcao por deficiéncia na ovulacdo (ROBERTS et al.,
2008).

1.2.3 Insuficiéncia da fase lUtea

As disfuncdes ovulatérias responsaveis por infertiidade também
podem estar associadas a insuficiéncia da fase Idtea (IFL) que é
caracterizada por uma fase latea inferior a 9 dias, baixo crescimento
folicular, baixa ovulacdo, funcdo do CL inadequada, ou diminuicdo da
resposta endometrial & P4, o que impede a implantacdo e crescimento do
embrido de forma normal (LUDWIG, 2012; BOUTZIOS et al. 2013;
SONNTAG; SCHLIEP et al., 2014).

A Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM) enfatiza
que a IFL ainda nao foi comprovada como causa de infertilidade (ASRM,
2012) e argumenta que a grande flutuacdo dos niveis de P4 durante a fase
litea média dificulta a padronizacdo dos valores de P4 condizentes com
ovulacéo. A falta de clareza em relacdo a IFL pode ser um fator responsavel
por diagndsticos inconsistentes e duvidosos (MESENG & YOUNG, 2015).

1.2.4 Hiperprolactinemia
1.2.4.1 Prolactina

A Prolactina (PRL) € um horménio polipeptidio (Figura 1) composto

por 199 aminoéacidos, sintetizado e liberado, sobretudo por células
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especializadas, os lactotrofos, localizados na hipoéfise anterior. Age tanto em
processos reprodutivos como ndo reprodutivos (AMAR & WEISS, 2003;
GOFFIN et al.,, 2005; PARIJATHAM & SAIKUMAR, 2014; GRATTAN &
TISSIER, 2015).

Figura 2: Molécula de prolactina (Keeler et al., 2003)

A PRL encontra-se em circulagdo sob trés formas principais,
mondmero, dimero e formas de alto peso molecular. A forma monomérica
(little prolactin), apresenta peso molecular de 23 kDa e corresponde a cerca
de 80% a 95% da PRL circulante. O dimero, também conhecido como big
prolactin tem peso de 45 a 60 kDa. J4 a forma de alto peso molecular,
usualmente denominada como macroprolactina (big-big prolactin) apresenta
peso de 100 a 170 kDa. Estas duas ultimas encontram-se em circulacdo na
maioria dos individuos, mas em concentrages pouco expressivas, em geral
inferiores a 10% da prolactina total circulante (SINHA,1995; VIEIRA, 2002;
VILAR, 2003; SADIDEEN & SWAMINATHAN, 2006; MELMED &
KLEINBERG, 2010).

1.2.4.1.1 Func®es

A PRL é um horménio neuroendécrino multifuncional que age no
equilibrio hidrico, no crescimento e diferenciacdo celular, na regulacédo da
sintese de proteinas e de repostas imunoldgicas, na ativacdo dos neurdnios
dopaminérgicos do hipotdlamo. Atua também na fisiologia enddocrina da

mama, na estimulagdo do comportamento materno, na supressdo da
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resposta ao estresse, na estimulacdo da mielinizagdo no sistema nervoso
central, na criagdo de novos neurbnios no bulbo olfativo (GRATTAN,;
KOKAY, 2008) e na reproducdo humana (GROSDEMOUGE et al., 2003;
KHODR et al., 2008).

1.2.4.1.2 Controle e secrecao da prolactina

A PRL é um hormonio liberado pela hipéfise cuja secrecdo € mantida
sob o controle inibitério hipotalamico mediado pela liberacdo de dopamina
(DA) (MELMED & KLEINBERG, 2010). A DA é o principal fator de inibicéo
da prolactina (PIF — prolactin inhibiting factor) e é secretada na circulacéo
porta-hipofiséria pelo Sistema Tuberoinfundibular Dopaminérgico (TIDA),
cujos corpos celulares estéo localizados no nucleo arqueado. A DA atinge os
lactotréfos e acopla-se a receptores especificos presentes na membrana
(MELMED et al., 2011). Portanto, doencas caracterizadas por diminuicdo da
secrecao de DA ou qualquer disturbio que interrompa o seu transporte pelo
pediculo infundibular até a hipoéfise resultardo em aumento da sintese de
prolactina, podendo levar a hiperprolactinemia (BEREK & NOVAK, 2008).

Um segundo fator hipotalamico inibidor da liberacdo da PRL é a
somatostatina, que inibe a secrecdo de hormdnio tireo-estimulante (TSH) e
do hormdnio de crescimento (GH) (MELMED et al., 2011).

Outro fator inibidor da PRL é o acido gama-aminobutirico (GABA), que
€ secretado no sistema porta-hipofisario e atinge receptores presentes nos
lactotrofos. Sua concentragdo na circulagéo porta-hipofisaria € inversamente
proporcional a secre¢cdo de PRL. Entretanto, sua capacidade de inibir a
secrecdo de PRL é muito menor do que a DA (YEN & JAFFE, 1991). Entre
outros fatores, Duvilanski et al. (1995) observaram que o oxido nitrico (NO)
pode influenciar na inibicdo da secrecéo de PRL.

Embora o controle da secrecdo hipotalamica de PRL seja dominado
basicamente pelos fatores de inibicdo (principalmente a DA), a acdo de
fatores de liberacdo parece ser necessaria. Isso é evidenciado em certas
condicbes em que se observa aumento da secrecdo de PRL sem que ocorra
diminuicdo da concentracdo de DA no sistema porta hipofisario (FREEMAN
et al., 2000; MELMED & KLEINBERG, 2010).
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Assim, apesar de haver predominio do efeito inibitério da dopamina
sobre a secrecdo da PRL, existem varios estimulos que causam aumento da
PRL por meio da inibicdo dos PIFs ou da liberacdo de PRFs (prolactin-
releasing factors). Os mais importantes PRFs sdo TRH (thyrotropin-releasing
hormone), ocitocina e VIP (vasoactive intestinal peptide). Os neurbnios que
produzem os PRFs sdo ativados pela serotonina (5-HT). Além disso, GHRH
(Growthhormone-Releasing Hormone), GnRH (Gonadotropin-Releasing
Hormone), vasopressina, angiotensina Il, NPY (Neuropeptide Y), galanina e
substancia P também podem aumentar os niveis de PRL (ASA et al., 1999;
MAJUNDAR, 2013).

A PRL é liberada de forma pulsatii com concentracbes maximas
durante o sono noturno e mais baixas durante o dia (CROSIGNANI, 2012).
Sua secrecao comeca a aumentar gradativamente apos o inicio do sono (10
a 60 minutos) e envolve uma série de picos (3 a 8 durante a noite). Na
primeira hora ap6s o despertar, a concentracao reduz rapidamente atingindo
sua concentracdo minima no final da manha, entre 9 e 11 horas (FREEMAN
et al., 2000). Crosignani (2012) menciona que independente do sono, sua
liberacdo depende de um regulador hipotalamico e da secrecdo de
melatonina pela hipdfise.

O processo de regulacdo da PRL ndo estd totalmente esclarecido.
Porém, sabe-se que € multifatorial, estando sob um complexo sistema
regulador duplo, que envolve tanto um controle inibidor quanto estimulador
pelo sistema hipotalamico-hipofisario, por via neuroenddcrina, autécrina ou
paracrina (KAISER, 2012). Sendo assim, a interacdo dos efeitos da PRL
sobre a hipofise ou hipotalamo determina o perfil fisioldégico da sua secrecéo
(AMAR e WEISS, 2003).

1.2.4.1.3 Prolactina na funcao reprodutiva

Embora néo haja elucidacdes completas da funcdo da PRL no
processo reprodutivo, foi observado que niveis menores estimulam o ovario
enquanto altos niveis inibem a produgdo de P4, fundamental para
manutenc¢ao da gestacdo (CUNHA-FILHO et al., 2003).
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A PRL exerce papel importante na modulacao do crescimento folicular
nos ovarios e parece ainda ter acdo sobre a manutengcédo do CL (TOGNOTTI
& HAYASHIDA, 1999).

E mais conhecida por seus mdltiplos efeitos relacionados a glandula
mamaria, porém exerce também um efeito regulatério significante sobre a
funcd@o gonadal. Ela é essencial durante a gestacdo e lactagdo (LACASSE et
al., 2011). A lactacao ativa é devida, em parte, a queda de estrogénio e da
P4 e a elevacéo dos niveis de PRL apds o parto (MELMED & KLEINBERG,
2010). Nesse periodo, os niveis de PRL aumentam cerca de 10 a 20 vezes
acima dos niveis basais (MELMED, 2003).

Estudos in vitro tém fornecido evidéncias de que a PRL auxilia na
manutencdo do estado de diferenciacdo e na sobrevivéncia das células
epiteliais da mama, sugerindo que a resposta a prolactina também é
modulada ao nivel da glandula mamaria (LACASSE et al., 2012).

O efeito da PRL foi demonstrado apos bloqueio de receptores
ovarianos em camundongos. Observou-se a reducdo da ovulacdo e do
namero de foliculos primarios. Esses achados ressaltam a funcéo
luteotrofica da PRL, mas ndo explicam a supressdo da funcdo gonadal
observada em pacientes com hiperprolactinemia (MELMED & KLEINBERG,
2010).

Existem evidéncias de que a PRL exerca um efeito inibitério sobre a
expressao dos receptores LH e FSH nas gbnadas, influenciando o processo
de ovulacéo e causando infertilidade (BERGA & NAFTOLIN, 2012).

1.2.4.2 Mecanismos fisiopatoldgicos da hiperprolactinemia

A hiperprolactinemia é definida como a elevagdo persistente dos
niveis seéricos de PRL na auséncia de situagOes fisioldgicas tais como,
lactacéo e gestagao (BUSSO, et al., 2008).

Consiste na alteragdo endodcrina mais comum do eixo hipotalamico-
hipofisario predominante no sexo feminino (VILAR & CASTELLAR, 1999).
Pelo fato de alterarem a funcdo do eixo hipotalamico produtor do GnRH e,
consequentemente a funcdo gonadal, produzem anovulacdo crbnica e

insuficiéncia lutea, levando a distirbios menstruais, amenorréias com ou
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sem galactorréia e infertiidade (FERREIRA & WEHBA, 2001). Porém,
também pode ser assintomética (SBRH, 2000).

Na maioria dos casos a hiperprolactinemia, € ocasionada por niveis
elevados de PRL monomérica (KOSTRZAK & MECZEKALSKI, 2010). Sua
prevaléncia é de 0,4% em uma populacdo ndo selecionada de adultos
normais e de 9-17% em mulheres com desordens reprodutivas (MAH &
WEBSTER, 2002; BUSSO, et al., 2008).

As causas da hiperprolactinemia se enquadram em trés principais
categorias: fisiologicas, farmacologicas e patologicas (VILAR & NAVES,
2013).

As causas mais importantes de hiperprolactinemia fisiolégica sdo a
gravidez e a amamentacao. Além disso, durante o estresse, exercicio, coito,
manipulagdo da mama e sono ocorre a secregdo de fatores liberadores de
PRL resultando em sua elevacéo (VILAR & NAVES, 2013; GLEZER et al.,
2014).

As causas farmacologicas podem ser divididas em trés grandes
grupos: drogas blogueadoras dos receptores de dopamina (benzidaminas,
fenotiazidas e butirofenonas), drogas depletoras de dopamina (alfa-
metiIDOPA e reserpina) e drogas que atuam por mecanismos nao
dopaminérgicos (estrogénios, TRH, antagonistas dos receptores H:z de
histamina, antidepressivos triciclicos entre outras) (TOGNOTTI &
HAYASHIDA, 1999; VILAR & NAVES, 2013; BAKER et al., 2014).

As etiologias patoldgicas estdo associadas as alteracfes do Sistema
Nervoso Central (neoplasias cerebrais ou metastases, cirurgias, traumas e
encefalites); doencas hipofisarias (micro e macroprolactinomas, acromegalia,
doenca de Cushing) e as doencas endocrino-metabolicas (hipotireoidismo,
SOP entre outras) (TOGNOTTI & HAYASHIDA, 1999; KOSTRZAK &
MECZEKALSKI, 2010; MALMED et al., 2011; GLEZER et al., 2014).

A hiperprolactinemia ainda pode ser classificada como idiopéatica,
guando nao é possivel identificar uma causa provavel (QUARESMA et al.,
2015). Neste caso, a mulher pode apresentar a fungcéo ovariana preservada
e ciclos menstruais regulares (SBRH, 2000).

Além disso, a hiperprolactinemia pode surgir quando houver

predominio de  macroprolactina no  soro, caracterizando a
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macroprolactinemia (VILAR & NAVES, 2013). A macroprolactinemia nao
esta associada com quadros patolégicos e pode ser suspeitada quando a
historia clinica do paciente e/ou dados radiolégicos sao incompativeis com
os valores PRL (KOSTRZAK & MECZEKALSKI, 2010).

Os mecanismos pelos quais a hiperprolactinemia interfere na
fertilidade n&o sdo totalmente esclarecidos. Entretanto, sabe-se que
receptores de PRL foram identificados nos neurdnios que secretam GnRH
(ROSEN & CEDARS, 2006; GOSWAMI et al., 2009). Este fato pode estar
relacionado com a elevacdo da concentracdo de dopamina em resposta a
hiperprolactinemia, a qual, atua suprimindo a sintese e a liberagdo deste
horménio pelos nucleos hipotalamicos (GOSWAMI et al., 2009).

Outros pesquisadores sugeriram que altos niveis de PRL inibem
indiretamente a frequéncia dos pulsos de GnRH (MATSUZAKI et al., 1994;
MELMED & KLEINBERG, 2003; CROSIGNANI, 2012) que pode interferir na
ovulacdo por alterar a liberacdo de FSH e LH, influenciando o
desenvolvimento e maturacao folicular levando a anovulacdo (McNEILLY&
LAND, 1979; HAYASHIDA & TOGNOTTI, 1999; CROSIGNANI, 2012).

Efeitos equivalentes causados pelo aumento nos niveis de PRL foram
estudados em dois grupos de mulheres: um com hiperprolactinemia
patolégica e o outro no periodo pés-parto. Nos dois grupos houve inibicao da
liberacdo de GnRH e a subsequente inibicdo do LH e do FSH, ocasionando
a nao estimulacdo de um foliculo ovariano, com consequente supressao da
funcdo gonadal (BACHELOT & BINART, 2007), fato que justifica a
ocorréncia de ciclos anovulatérios em mulheres no periodo pos-parto em
fase de amamentacdo (GUNIN,1996).

Existem evidéncias de que a PRL exerca um efeito inibitorio sobre a
expressao dos receptores de LH e FSH nas gbnadas. O excesso de PRL
diminui a sensibilidade desses tecidos as gonadotropinas, causando com
frequéncia anovulacéo e infertilidade (BERGA & NAFTOLIN, 2012). A acgéo
inibitdria da PRL também pode ser responsavel pela diminuicdo da secrecao
de estradiol e P4 na circulagdo. A diminuicdo de P4 pode ocorrer por atraso
na reativacdo do CL devido a liberacéo insuficiente de LH (YEN & JAFFE,
1991).
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Em um estudo sobre infertilidade anovulatéria Grosdemouge et al.,
(2003) demonstraram que a interrupcéo do gene do receptor de prolactina
causa infertilidade devido a uma falha de implantacdo do feto. A acdo da
prolactina é intermediada por um unico receptor localizado no CL no inicio
da gestacdo e no utero no final da gravidez. Desta forma, o receptor de
prolactina torna-se um elemento chave na regulacdo da funcao ovariana e
na secrecao de P4 por manutencéo do CL.

Enquanto niveis normais de PRL séo responsaveis pela regulacdo da
reproducéo, implantagdo e manutencdo da gestagéo, niveis anormais estao
ligados a possibilidade de abortos espontaneos por provavel insuficiéncia do
CL (LI, 2012).

E evidente que a elevacdo dos niveis séricos de PRL pode causar
anovulacdo e o grau de hipogonadismo é frequentemente proporcional ao
aumento nos niveis de prolactina. Em casos de hiperprolactinemia classicos
tem sido observadas disfuncbes menstruais e ovulatérias com amenorreia e
galactorréia (HAYASHIDA & TOGNOTTI, 1999; VILAR et al., 2003;
CROSIGNANI, 2012; FAHIE-WILSON &SMITH, 2013), enquanto que na
hiperprolactinemia moderada pode estar associado a uma fase Iutea menor
e infertilidade anovulatoria (BACHELOT; BINART, 2007).

1.2.4.3 Diagnd@stico de hiperprolactinemia

O diagnéstico de hiperprolactinemia € realizado por meio da dosagem
sérica da PRL por ensaios de quimioluminescéncia e imunorradiométrico.
Sendo este Udltimo mais frequentemente utilizado pela maioria dos
laboratorios (HAYASHIDA & TOGNOTTI, 1999).

Como os niveis de PRL sofrem elevacdo em condicfes de estresse, é
aconselhavel que a coleta de sangue seja realizada pela manha em jejum,
apos um periodo de repouso de 20 a 30 minutos de repouso (HAYASHIDA &
TOGNOTTI, 1999; FERREIRA & WEHBA, 2001). Pode ser coletada na fase
folicular ou latea e de preferéncia no inicio do ciclo menstrual. Sempre que
possivel no segundo, terceiro ou quarto dia do ciclo (HAYASHIDA &
TOGNOTTI, 1999).
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A World Healthy Organization considera que os valores séricos
normais de prolactina estdo na faixa entre 3 e 20 ng/ml e que em niveis
superiores a 30 ng/ml podem causar anovulacdo (WHO, 1993). Porém, na
literatura n&o existe consenso dos niveis limitrofes de normalidade da PRL.

Hayashida & Tognotti (1999) consideraram que o0s niveis de
normalidade da PRL encontram-se entre 15 - 25 ng/ml. Hauache (2002),
apontam niveis menos elevados como normalidade (3 - 16 ng/ml). Bachelot
& Binart (2007) sugerem como normalidade niveis de 10 - 28 ng/ml. Para
Busso et al. (2008) os valores normais de prolactina variam entre 5 — 25
ng/ml. Crosignani (2012) descrevem niveis mais elevados como normais
(10-35 ng/ml). Auriemma et al. (2013) ressaltam somente o limite superior de
normalidade, sendo de 20 a 25 ng/ml. Ja Roberts et al. (2008) e Glezer et al.
(2014) consideram valores proximos ao recomendado pela WHO (3,8 — 23
ng/ml).

Para Mah & Webster (2002), o diagnostico clinico da
hiperprolactinemia é estabelecido quando os niveis de prolactina no sangue
encontram-se acima do padréo normal, de 20 a 25 ng/ml.

Da mesma forma que encontra-se divergéncias quanto aos valores
séricos normais de prolactina, existem também dificuldades para determinar
0s hiveis de prolactina indicativos de hiperprolactinemia. Usualmente os
niveis da hiperprolactinemia tém relacdo com sua etiologia: niveis até 100
ng/ml estdo associados a causa idiopéatica, microprolactinomas,
medicamentos psicoativos e estrégenos; niveis acima de 200 ng/ml estéo
associados aos prolactinomas, sendo que 0s macroprolactinomas na maioria
das vezes apresentam valores acima de 250 ng/ml (CASANUEVA et al.,
2006).

Para os ensaios mais comumente utilizados, os limites superiores da
PRL podem variar entre 15 e 30 ng/mL acima desses valores configura-se
hiperprolactinemia (HAUACHE et al.,, 2002; CASANUEVA et al., 2006;
GOSWAMI, 2009; MELMED et al., 2011; VILAR & NAVES, 2014).

S8o0 poucos os trabalhos que avaliam a interferéncia da
hiperprolactinemia moderada (21 e 29 ng/ml) no estado ovulatério de
mulheres inférteis. Bachelot & Binart (2007) e Smith (2013) mostraram que a

hiperprolactinemia moderada pode estar associada a uma fase Iitea curta e
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infertilidade anovulatoria. Entretanto, eles ndo relatam as faixas limites de
PRL para que se possa analisar de forma precisa sua influéncia na

ovulacéo.

1.2.4.4 Tratamento da hiperprolactinemia

Atualmente, a farmacoterapia com Agonistas Dopaminérgicos (DA)
estd indicada para tratamento de primeira linha para hiperprolactinemia.
Entre os diversos DA, a bromocriptina e a carbegolina sdo os mais
amplamente utilizados. Em alguns paises, quinagolida também tem sido
empregado. A carbegolina pela melhor eficacia e tolerabilidade tem sido a
opcéao de escolha (AURIEMMA et al, 2013).

1.3 Diagnéstico da ovulacéo

Os métodos mais comuns utilizados para avaliar a ovulagéo incluem:
temperatura corporal basal (TCB), alteragdo do muco cervical, pico de LH e
ultrassom seriado (LASS, 2005).

A temperatura corporal basal (TCB) aumenta pelo menos 0,2° C cerca
de 2 dias apdés a ovulacdo, podendo predizer ovulacdo; a bidpsia de
endométrio, que faz uma avaliacdo qualitativa da ovulacao, pois a duragéo
da exposicdo a progesterona resulta em um quadro histologico previsivel no
endométrio; o pico de LH pode determinar a ovulacdo apos 34-36 horas
depois do inicio desse pico (RASEN & CEDARS, 2004).

Outros importantes métodos de diagndstico de ovulacdo sao
determinacdes da concentracéo sérica de P4 no meio da fase lutea. E por
fim, o exame ultrassonografico demonstrando reducdo das dimensdes do
foliculo ou desaparecimento completo de um foliculo desenvolvido
previamente (ASRM, 2012).

A disponibilidade de métodos laboratoriais precisos para determinar
niveis hormonais periféricos tem melhorado significativamente a previsao e
deteccdo de ovulacdo. Os métodos tradicionais utilizados para monitorar a
ovulagcéo, como observagcdes de muco cervical e medicdes de estradiol no

plasma refletem indiretamente o desenvolvimento e maturacédo folicular,
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entretanto o uso do ultrassom para a medi¢cdo do crescimento do foliculo é

considerado padréo-ouro para deteccao de ovulagdo (VARMA, 1988).

1.3.1 Diagnéstico de ovulagédo pela Progesterona

O nivel sérico de P4 pode ser utilizado para monitorar a ovulagéo.
Usualmente € recomendado que a P4 seja dosada de 7 a 9 dias apés a
suspeita de ovulagcédo. Alguns autores consideram que esse evento possa
acontecer com niveis de P4 a partir de 3 ng/ml (GUTTMACHER et al. 1956;
AUGE & BUSSO, 1999; GARZIA et al. 2004; ASRM, 2012; MCLAREN,
2012). Jordan et al. (1994) e Auge & Busso, (1999) consideram valores
ovulatorios niveis de P4 >10 ng/ml.

Apesar de existirem divergéncias em relacdo aos niveis de P4
sugestivos de ovulacdo, a World Healthy Organization (WHO) em 1993,
apontou que valores de P4 = 5,65 ng/ml sao sugestivos de ovulagao.

Os niveis de P4 podem sofrer aumentos discretos e pressupor a
auséncia de rotura de um foliculo luteinizado (LUF). Nesse caso, o foliculo
se desenvolve normalmente, cresce e amadurece, mas nao rompe para
liberar o évulo, porém ocorre secre¢do de P4, tal como um foliculo que se
rompeu dando origem ao CL (SCHMILLEVITCH et al., 1999). Dessa forma,
ndo ha ovulacdo propriamente dita, mas o foliculo secreta P4 fazendo os
niveis séricos aumentarem discretamente. Nesse caso, 0s valores néo
chegam a 10 ng/ml determinando um baixo nivel de P4 (ZONEVELD et al.,
1994) um baixo nivel de P4 e pode pressupor anovulacéo.

Apesar da proximidade dos valores de P4 indicativos de LUF, ainda
nao existe um consenso para determinacéo de seus niveis limitrofes. Alguns
autores sugerem que diagnosticado pode ser feito por niveis de P4 < 10
ng/ml (VAN ZONNEVELD et al. 1994), outros apontam que o diagndstico
pode ser feito por valores <8 ng/ml (LITWACK, 2001), e Arce et al. (2011)
sugere que valores entre 7,9 — 10 ng/ml podem ser indicativos de LUF.

A Associacdo Mundial de Medicina Reprodutiva (ASRM, 2012)
ressalta que valores mais elevados de P4 tem sido utilizados para predizer

qualidade da funcéo lutea e considera que a ovulacdo ocorre quando os
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valores atingem niveis 210 ng/ml. E para a confiabilidade dos resultados, a
ASRM (2008) aponta que as medidas de P4 devem ser realizadas uma

semana do inicio previsto da proxima menstruagao.

1.3.2 Diagnoéstico de ovulacgao pela Ultrassonografia

A intervencdo com ultrassom (US) pode ser definida como qualquer
processo de diagndéstico ou terapéutico realizado em qualquer tecido ou
orgdo para visualizacao ou tratamento de estruturas (WHO, 2011).

O aparelho de ultrassom desempenha um papel cada vez maior na
avaliacdo, monitoramento e tratamento da infertilidade, pois é um
procedimento indolor que pode ser feito usando uma sonda vaginal ou um
dispositivo de exploracdo abdominal, sendo considerado um excelente
recurso para o monitoramento de foliculos durante a terapia da infertilidade
(PUSCHECK, 2008).

A ultrassonografia transvaginal tem sido considerada padrédo-ouro
para avaliar a ovulacdo. Na auséncia de métodos padrédo-ouro, medidas das
concentracbes de hormoénios reprodutivos sdo comumente usados para
identificar o perfil ovulatério em mulheres (LYNCH et al. 2014). Esse método
avalia o desenvolvimento folicular (tamanho e numero) e a provavel
ocorréncia de ovulacdo por colapso subito do foliculo (WHO, 1993; ASRM,
2012).

Por meio do US pode-se visualizar a coorte folicular que estara em
condicbes de recrutamento no final da fase latea do ciclo anterior e no
comeco da fase folicular do ciclo em estudo e ainda permite identificar
foliculos a partir de 2 mm (SCHMILLEVITCH, 1999). Em ciclos espontaneos,
com intervalos de 28 dias, a monitorizacdo ultrassonografica deve ser
iniciada entre o 8° e 10° dia do ciclo, periodo em que sera possivel a
visualizacéo de foliculos medindo entre 8 e 10 mm e posteriormente selecao
do foliculo dominante (BUSSO et al. 2008).

A partir do 10° dia do ciclo, a monitorizacéo ultrassonografica deve ser
diaria, pois a velocidade de crescimento do foliculo dominante é de 2 a 3
mm/dia, até alcancar um didmetro médio pré-ovulatorio de aproximadamente
20,2 a 22,6 mm (NITSCHKE-DABELSTEIN, 1981).
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Apés a ovulacdo havera diminuicdo da parte cistica do foliculo
conduzindo a diminuicdo no diametro folicular de pelo menos 60% ou
colapso folicular total e posteriormente aparecimento do CL, com aspecto de
cisto pequeno, irregular e paredes enrugadas (ZONNEVELD et. al., 1994;
GOSWAMY, 2005).

O acompanhamento ultrassonogréafico da ovulagéo prevé facilmente o
dia mais fértil da mulher em determinado periodo do més, porém, em funcao
do custo, o método geralmente deve ser reservado para mulheres nas quais
métodos mais simples ndo fornecem as informagcBes necessérias para as
mulheres que passaram por estimulacdo para induzir ovulacdo (ASRM,
2012).

1.3.3 Classificagao do perfil ovulatério

O perfil ovulatério de mulheres inférteis pode ser classificado por
critérios bioquimicos (P4) e ultrassonogréficos. Dessa forma, a WHO (1993)
utiliza a seguinte classificagdo: 1) ovulacdo consistente, quando os valores
de P4 e US (Ultrassom) confirmam a ovulacdo; 2) ovulacdo inconsistente,
guando os valores de P4 e US séo conflitantes; e 3) anovulacdo quando os
valores de P4 e US confirmam a anovulacao.

Dessa forma, o foco principal desse trabalho foi avaliar se a
hiperprolactinemia moderada altera o perfil ovulatério de mulheres inférteis
com ciclos regulares avaliadas por meio da dosagem dos niveis de P4 e/ou
monitorizacao pelo ultrassom, e ainda avaliar a associacédo de P4 ovulatoria,
porém baixa, e anovulacdo em mulheres inférteis com ciclo regulares.

Esta pesquisa se justifica pela caréncia de literatura que comprovem a
influéncia de niveis moderados de prolactina e progesterona baixa na

ovulacdo de mulheres inférteis com ciclos regulares.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

- Avaliar a influéncia dos niveis de PRL na ovulacdo de mulheres inférteis

com ciclos regulares.

2.2 Especificos:

- Estabelecer comparacgdes entre anovulacéo e varios niveis de PRL através
da andlise dos niveis de progesterona e ultrassom;

- Comparar o perfil ovulatério (aferido pelo US e P4) entre pacientes com
PRL >30 ng/ml, de 21- 29 ng/ml e <20 ng/ml.

- Avaliar a associagcdo entre os niveis baixos de progesterona (5,65 a 9,9

ng/ml) e ovulag&o ao ultrassom em pacientes com ciclos regulares.
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3 METODO

3.1 Tipo estudo

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle, onde o fator de
exposicdo foi a elevacdo moderada da prolactina e o desfecho foi a

anovulagao.

3.2 Local da pesquisa

A coleta de dados foi realizada no Laboratorio de Reproducao
Humana (LabRep) do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Goias (HC/UFG) e em um consultério particular de Ginecologia e Obstetricia
(Mater Clinica), Goiania-GO.

3.3 Amostra

Inicialmente foram acessados 7.200 prontuarios eletrénicos do banco
de dados Sisfert 1.2 (Approbato, 2004) e Sisfert 2.0 (Approbato, 2013) e
fisicos de mulheres atendidas no servico de reproducdo humana. 343
prontuarios de mulheres em idade reprodutiva com faixa etéria
compreendida entre 20 e 40 anos atendidas no periodo de 2000 a 2014

atenderam os critérios de inclusao.

3.3.1 Critérios de incluséo das participantes

Os critérios de incluséo utilizados foram apresentar:
- Dosagem do nivel sérico de PRL e P4;

- Avaliagao feita por US;

- Ciclos menstruais regulares;

- |[dade entre 20 e 40 anos.
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3.3.2 Critérios de Exclusao das participantes

Os critérios de exclusdo foram apresentar:

- Niveis de FSH > 9,9 nUI/ml;

- Portadoras da Sindrome do Ovario Policistico com oligomenorreia
ou amenorreia,;

- Usuarias de medicamentos que interferem na ovulacao;

- Uso de medicamentos dopaminérgicos.

3.4 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
das Clinicas da UFG (CEP/HC-UFG), parecer 782.199 (Anexo A). A
pesquisadora cumpriu com as determinacfes da Resolucéo 466/2012 e suas
normas complementares, resguardando o sigilo quanto a informacdes
pessoais das pacientes evitando danos as dimensdes fisicas, psiquica,

moral, intelectual, social, cultura e/ou espiritual das mesmas.

3.5 Materiais

Realizou-se andlise dos prontuarios fisicos armazenados no Servico
de Arquivo Médico e Informacdes em Saude (SAMIS) e eletronicos
disponibilizados pelo banco de dados (Sisfert) (© Approbato, 2013) do
Laboratério de Reproducdo Humana do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goias (LabRep/HC-UFG) e em um consultério de
Ginecologia e Obstetricia da rede particular em Goiania.

3.6 Procedimentos

3.6.1 Classificacéo dos grupos

As participantes foram classificadas de acordo com o seu estado

ovulatorio diagnosticado por critérios bioquimicos progesterona (P4) e
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ultrassonograficos (US). Para comparabilidade dos grupos, foram pareadas
as seguintes variaveis: ldade, IMC, duracéo da infertilidade, FSH, TSH, LH e

estradiol.
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Figura 3 — Fluxograma das analises realizadas com pacientes anovulatérias e ovulatérias.

A Figura 3 ilustra o desenho desse trabalho e as distribuicbes dos grupos do
estudo: Grupo | (Anovulacéo) e o Grupo Il (Ovulacéo).
As seguintes comparagdes foram realizadas em ambos os grupos baseadas
no Manual da Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 1993):
1) PRL normal (3 a 20 ng/ml) (Controle) comparada com PRL >20 e <
30 ng/ml, considerada no estudo como moderadamente elevada.
2) PRL normal (3 a 20 ng/ml) (Controle) comparada com PRL
elevada (>30 ng/ml) (WHO, 1993).
A ovulacéo foi avaliada pela dosagem de P4 e US e classificada em:
1) Ovulacao consistente: ovulagédo confirmada pelo P4 e US;
2) Ovulacéo inconsistente: ovulagéo confirmada com valores de P4 e
US conflitantes;

3) Anovulacédo: anovulacao confirmada pelo P4 e US.

Outra avaliacédo foi feita em dois grupos segundo o estado ovulatorio
ao US. Grupo Il (pacientes anovulatérias, n=57) e Grupo IV (pacientes
ovulatorias, n=284). Nesses grupos foram avaliadas as porcentagens de
pacientes com progesterona normal (= 10 ng/ml) e a porcentagem de
pacientes com progesterona baixa (5,65 — 9,9 ng/ml) aqui considerada com
LUF (Figura 4):
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Figura 4 — Fluxograma das andlises realizadas com pacientes de progesterona normal e
baixa.

3.7 Andlise estatistica dos dados

A andlise estatistica foi realizada por meio do SPSS Statistics 20.0®.
Para verificar as diferencas de proporcoes (efeito da PRL e da progesterona
baixa na ovulacdo) foi utilizado o teste X? (Qui-quadrado). Onde ndo coube
andlise estatistica foram calculadas média e desvio padrdo das variaveis em

estudo. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05)
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a influéncia dos niveis moderados de prolactina (21-29 ng / ml) na
ovulacdo de mulheres inférteis com ciclos regulares por meio dosagem de
progesterona. Métodos: Estudo caso-controle. A amostra foi composta por 343
mulheres com idade entre 20-40 anos, atendidas no periodo de 2000-2014 no
Laboratério de Reproducdo Humana do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Goias e no consultdrio de Ginecologia e Obstetricia em Goiania, Goias. A
coleta de dados foi realizada por andlise de registros fisicos (Registros Médicos e
Servicos de Informacdo em Salde) e eletrénicos (Sisfert ©, 2004) apds aprovacgédo
pelo Comité de Etica em Pesquisa em Humanos do HC/UFG. As pacientes foram
classificadas de acordo com o estado ovulatério avaliado pelo Ultrassom (US) e
dosagem de Progesterona (> 5,65 ng/ml) e foram divididas em: Grupo | (provavel
anovulacdo, n=59) e Grupo Il (provavel ovulacdo, n=284). Nos dois grupos foram
comparadas as porcentagens de pacientes com PRL normal (3 a 20 ng/ml) versus
PRL moderadamente elevada (21 a 29 ng/ml). Os grupos foram pareados para
comparabilidade quanto a idade, indice de massa corporal, duracdo da infertilidade,
FSH, TSH, LH e E> Resultados: A elevacdo moderada da prolactina provocou uma
reducéo significativa (p = 0,03) na taxa de ovulagdo em pacientes com infertilidade
com ciclos regulares como critério baseado na ovulacdo pelos niveis de progesterona
>5,65 ng/ml. Concluséo: A prolactina tem efeito na regulagéo da reproducdo e seu
aumento moderado pode influenciar negativamente na ovulacdo de mulheres inférteis
com ciclos regulares.

Palavras-chave: hiperprolactinemia moderada; infertilidade; ovulacdo; ciclos
regulares.

SUMMARY

Background: Objective: To evaluate the influence of moderate levels of prolactin
(21-29 ng / ml) in ovulation infertile women with regular cycles evaluated by
progesterone levels and ultrasound. Methods: Case-control study. The sample
consisted of 302 women aged 20-40 years, attended the 2000-2014 period in the
Laboratory of Human Reproduction of the Hospital das Clinicas, Federal University
of Goias and the office of Gynecology and Obstetrics in Goiania, Goias. The
collection Data analysis was performed by physical records (Medical Records and
Information Services in Health) and electronics (Sisfert © 2004) after approval by
the Ethics Committee human research at HC / UFG. The patients were classified
according to ovulation status as assessed by ultrasound (US) and dosing P4 (> 5.65
ng / ml) and were divided into: Group | (probable anovulation, n = 59) and Group |1
(likely ovulation , n = 284). In the two groups were compared the percentage of
patients with normal PRL (3 to 20 ng / ml) versus moderately elevated PRL (21 to 29
ng / ml). The groups were matched for comparison as age, body mass index, duration
of infertility, FSH, TSH, LH and E2. Results: moderate elevation of prolactin caused
a significant reduction (p=0.03) in ovulation rate in patients with infertility with
regular ovulation cycles as a criterion based on progesterone levels >5,65 ng / ml.
Conclusion: Prolactin is effective in regulating reproduction and moderate increase
may negatively influence ovulation in infertile women with regular cycles.

Keywords: mild hyperprolactinemia; infertility; ovulation; regular cycles.
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INTRODUCAO

As disfuncBes ovulatdrias sdo identificadas em aproximadamente 15% de
todos os casais inférteis e sdo responsaveis por até 40% da infertilidade feminina. Os
fatores mais comuns relacionados a essas disfungfes incluem: Sindrome do ovério
policistico, obesidade, exercicio extenuante, disfuncdo da tiredide e aumento dos
niveis de prolactina (PRL) .

A PRL é um hormonio polipeptidio composto por 199 amino&cidos,
sintetizado e liberado sobretudo por células especializadas, os lactétrofos, localizadas
na hipdfise anterior e age tanto em processos reprodutivos como nao reprodutivos 2.

Pode ser encontrada na circulacdo sob trés formas principais: mondémero, 23
kDa de peso molecular, corresponde cerca de 80% a 95% da PRL; dimero (45 a 60
kDa); e a macroprolactina que apresenta peso de 100 a 170 kDa. Estas duas Ultimas
encontram-se em circulacdo na maioria dos individuos, mas em concentracGes pouco
expressivas, em geral inferiores a 10% da prolactina total circulante .

A PRL, horménio neuroenddcrino multifuncional, age no equilibrio hidrico,
no crescimento e diferenciacdo celular, na regulacdo da sintese de proteinas e de
repostas imunoldgicas, na ativacio dos neur6nios dopaminérgicos do hipotalamo *°.
Atua também na fisiologia enddcrina da mama 1?2 na estimulacio do
comportamento materno, na supressao da resposta ao estresse, na estimulacdo da
mielinizagdo no sistema nervoso central, na criagdo de novos neurdnios no bulbo
olfativo *2 e na reproducéo humana &4,

A secrecdo de PRL é regulada pelo hipotdlamo, que exerce influéncia
inibitoria por meio da liberagdo de dopamina °. O aumento na sua secre¢éo pode ser
resultante da diminuicdo de dopamina pelos neurdnios do hipotalamo, fato que ira
resultar em um quadro patoldgico conhecido como hiperprolactinemia °.

A hiperprolactinemia é comumente resultado de niveis elevados de PRL
monomeérica, geralmente superiores a 20 ng/ml 6. Sua prevaléncia é de 0,4% em
uma populacdo nédo selecionada de adultos normais e de 9-17% em mulheres com
desordens reprodutivas 178,

Em alguns individuos, a macroprolactinemia pode ser uma das causas de
hiperprolactinemia, sem associacdo com quadros patoldgicos e suspeitada quando a
historia clinica do paciente e/ou dados radiologicos sdo incompativeis com os valores
PRL 8,19,20_
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As causas da hiperprolactinemia se enquadram em trés principais categorias:
fisiologicas, que incluem gravidez e amamentacdo; farmacologicas, como drogas
bloqueadoras e depletoras e dopamina, e patolégicas que envolvem alteracGes
sistema nervoso central, doencas hipofisarias e as doencas enddcrino-metabolicas
9|18,20,21.

A elevacdo da PRL atua na inibicdo do eixo hipotaldmico-hipofisario-
ovariano. Em consequéncia acarreta reducdo na liberacdo de hormonio foliculo
estimulante (FSH) e hormonio luteinizante (LH) influenciando o desenvolvimento e
maturagao folicular 182223,

Existem evidéncias de que a PRL exer¢a um efeito inibitério sobre a
expressao dos receptores de LH e FSH nas gbnadas. Dessa forma, o excesso de PRL
diminui a sensibilidade desses tecidos as gonadotropinas, causando com frequéncia
anovulagéo e infertilidade 242°,

Em um estudo sobre infertilidade anovulatoria realizado por Grosdemouge et
al.1° foi demonstrado que a interrupcdo do gene do receptor de prolactina causa
infertilidade devido a uma falha de implantacdo do feto. A acdo da prolactina é
intermediada por um Unico receptor localizado no Corpo Luteo (CL) no inicio da
gestacdo e no Utero no final da gravidez. Desta forma, o receptor de prolactina torna-
se um elemento chave na regulacdo da funcdo ovariana e na secrecdo de P4 por
manutencdo do CL.

Alguns autores associam a elevacdo da PRL com maior possibilidade de
irregularidades menstruais 23%° e de abortos espontaneos 2/, que pode ser explicado
pela inibicdo na producéo de estradiol e P4 pelas gonadas 262°,

E evidente que a elevacdo dos niveis séricos de PRL pode causar anovulacio
e 0 grau de hipogonadismo € frequentemente proporcional ao aumento em seus
niveis. Em casos de hiperprolactinemia classicos tem sido observadas disfungdes
menstruais e ovulatdrias com amenorreia e galactorréia 18233031 enquanto que na
hiperprolactinemia moderada pode estar associado a uma fase lGtea menor e
infertilidade anovulatoria .

Os niveis sericos de PRL sugestivos de hiperprolactinemia moderada ndo sao
bem estabelecidos na literatura. A World Health Organization considera que 0s
valores séricos normais de prolactina estdo na faixa entre 3 e 20 ng/ml e que em
niveis superiores a 30 ng/ml podem causar anovulagio . Porém, na literatura ndo

existe consenso sobre niveis limitrofes de normalidade da PRL.
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Tognotti, Hayashida ! consideraram que os niveis de normalidade da PRL
encontram-se entre 15-25 ng/ml. Hauache et al. * apontam niveis menos elevados
como normalidade (2-16 ng/ml). Bachelot, Binart 3> sugerem como normalidade
niveis de 10-28 ng/ml. Crosignani # descrevem niveis mais elevados como normais
(10-35 ng/ml). Vilar & Naves 3 ressaltam somente o limite superior de normalidade,
sendo de 20 a 25 ng/ml. Ja Roberts et al. *° e Glezer et al. 2! consideram valores
préximos ao recomendado pela WHO (3,8-23 ng/ml).

Da mesma forma que encontra-se divergéncias quanto aos valores séricos
normais de prolactina, existem também dificuldades para determinar os niveis de
prolactina indicativos de hiperprolactinemia. Usualmente o0s niveis da
hiperprolactinemia tém relacdo com sua etiologia: niveis até 100 ng/ml estdo
associados a causa idiopatica, microprolactinomas, medicamentos psicoativos e
estrogenos; niveis acima de 200 ng/ml estdo associados aos prolactinomas, sendo que
0s macroprolactinomas na maioria das vezes apresentam valores acima de 250 ng/mi
36.

Para os ensaios mais comumente utilizados, os limites superiores da PRL
podem variar entre 25 ng/ml 24 e 30 ng/mL 26** acima desses valores considera-se
hiperprolactinemia.

Sdo poucos os trabalhos que avaliam a interferéncia de aumentos moderados
de PRL (21 e 29 ng/ml) no estado ovulatorio de mulheres inférteis. Bachelot, Binart
32 ¢ Aguirre 3" mostraram que a hiperprolactinemia moderada pode estar associada a
uma fase lutea curta e infertilidade anovulatéria. Entretanto, eles ndo relatam as
faixas limites de PRL para que se possa analisar de forma precisa sua influéncia na
ovulacéo.

Para avaliar a ovulacdo podem ser utilizados diversos métodos, tais como:
temperatura corporal basal (TCB), alteracdo do muco cervical, pico de LH, ultrassom
(US) e a concentragdo sérica de P4 no meio da fase litea 3. Para constatar a
ovulagdo, os niveis de P4 devem ser > 5,65 ng/ml 1® e 0 US pode ser utilizado avaliar
se realmente houve colapso folicular 128,

Diante do exposto, o0 objetivo do presente estudo foi verificar o efeito da
elevacdo moderada de PRL (21 a 29 ng/ml) na ovulacdo de mulheres infertéis

segundo niveis de P4 ( > 5,65 ng/ml).
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METODO

Trata-se de estudo do tipo caso-controle. O fator de exposi¢édo foi a elevagédo
moderada da PRL e o desfecho foi a anovulagéo.

A amostra foi composta inicialmente por 7.200 mulheres. 343 mulheres com
faixa etaria compreendida de 20 a 40 anos atendidas no periodo de 2000 a 2014 no
Laboratorio de Reproducdo Humana do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Goias (HC/UFG) e em um consultorio de Ginecologia e Obstetricia da
rede particular em Goiénia — Goiés, preencheram os critérios de inclusdo e foram
selecionadas para a pesquisa.

A coleta de dados foi feita realizada em prontuérios fisicos armazenados no
Servico de Arquivo Médico e Informacgdes em Saude (SAMIS) e eletrdnicos (banco
de dados Sisfert ©) 3° ap6s aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Humanos do HC/UFG, parecer N° 782.199.

Foram incluidas mulheres que apresentavam avaliacdo por ultrassom,
dosagem de prolactina e de progesterona e ciclos ovulatérios regulares; foram
excluidas as mulheres com niveis de FSH superiores a 9,9 nUI/ml °; TSH superiores
a 4,7 3% portadoras da Sindrome do Ovario Policistico com oligomenorreia ou
amenorreia e usuarias de medicamentos que interferiam na ovulagéo.

As pacientes foram classificadas de acordo com o estado ovulatério avaliado
pelo Ultrassom (US) e dosagem de P4 (> 5,65 ng/ml) e divididas em: Grupo |
(provavel anovulagdo, n=59) e Grupo Il (provéavel ovulacdo, n=284). Nos dois
grupos foram comparadas as porcentagens de pacientes com PRL normal (3 a 20
ng/ml) versus PRL moderadamente elevada (21 a 29 ng/ml). Conforme a figura 1, os
grupos exposto (hiperprolactina moderada) e ndo exposto (PRL normal) foram
pareados para comparabilidade quanto a idade, indice de massa corporal, peso,
altura, duracdo da infertilidade, FSH (ng/ml), TSH (mUI/l), LH (Ul/l) e Estrogeno
(E2) (ng/dl) entre os grupos *°.
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MULHERES

GRUFO | GRUPO I
ANOVULACAO OVULACAO

§ N T T L 1 . I S T p T ; \
Prolactina Prolactina Prolactina Prolactina Prolactina Prolactina Prolactina Prolactina
> 30 ng/ml 3a20 21a29 3a20 > 30 na/ml 3a20 21a29 3a20

ng/ml ng/ml ng/ml g ng/ml ng/ml

ng/ml

Figura 1 — Fluxograma do desenho do trabalho

A analise estatistica foi realizada por meio do SPSS Statistics 20.0®. Para
verificar as diferencas de proporc¢oes (efeito da PRL na ovulacdo) foi utilizado o teste
X? (Qui-quadrado). Onde ndo coube analise estatistica foram calculadas média e
desvio padrdo das variaveis em estudo. O nivel de significancia adotado foi de 5%
(p<0,05)

RESULTADOS

A tabela 1 apresenta a comparabilidade das duas populacGes estudadas. Nao
houve diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) nas variaveis
antropométricas e enddcrino ovulatérias entre 0s grupos.

Considerando como critério de ovulagao P4 >5,65 ng/ml, foi observado que a
elevacdo moderada da PRL (21-29 ng/ml) provocou uma reducdo significativa
(p=0,03) na porcentagem de ovulacdo das pacientes inférteis portadoras de ciclos

regulares (Tabela 2).

DISCUSSAO

Os resultados evidenciam que niveis de PRL moderadamente aumentados
(21-29 ng/ml) podem influenciar de forma negativa a ovulacdo de mulheres inférteis
portadoras de ciclos regulares avaliados por critérios bioquimicos P4 > 5,65 ng/ml.

A elevacdo moderada da PRL pode causar disfuncdo ovulatéria e reduzir a
fecundidade em mulheres . Este fato pode ser explicado porque a PRL parece
interferir no desenvolvimento folicular e do odcito e ainda inibir a producédo de P4

pelo corpo lGteo *.
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Molitch 42 ressalta que niveis mais baixos de PRL (<20 ng / ml) sdo
necessarios para a producdo de P4 por células da granulosa, mas concentragdes mais
elevadas, correlacionadas a hiperprolactinemia em mulheres, inibem a producéo de
progesterona causando infertilidade.

Crawford et al. *® avaliaram a influéncia da PRL na funcdo reprodutiva em
que foi utilizado PRL recombinante biologicamente ativa em gambas. Observou que
a elevacdo sanguinea de PRL ndo causou mudangas importantes na ovulacdo e na
producdo de P4 pelo corpo luteo, no entanto o aumento da PRL foi acompanhado da
diminuicdo na liberacdo de FSH pela hipofise, demonstrando um papel da prolactina
na modulagdo do hipotalamo-hipofisario e dessa forma sua influéncia nos processos
reprodutivos.

Tawfiq * estudou a influéncia de diferentes niveis de PRL na ovulacéo de
149 mulheres com faixa etaria entre 16-38 anos. Entre essas, 93 eram inférteis e
apresentavam hiperprolactinemia (PRL > 21) e 56 apresentavam prolactina normal
(PRL 1,5-20 ng/ml). As mulheres consideradas hiperprolactinémicas foram divididas
em 4 grupos a saber: (1) PRL 21-30 ng/ml, (2) PRL 31-40 ng/ml, (3) PRL 41-50
ng/ml, (4) PRL 51-60 ng/ml. Observou-se que em todos os grupos a elevagdo da PRL
ndo estava associada com aumento significativo nos niveis de LH e FSH. Por outro
lado, Berlanga “° ressalta que altos niveis de PRL podem causar um declinio na
secrecdo de GnRH e gonodotrofinas (LH e FSH) com consequente diminuicdo de P4
e estradiol ocasionando infertilidade.

A hiperprolactinemia exerce papel importante na infertilidade feminina
conforme relato de Kalsum, Jalali “6, cujo estudo avaliou 100 mulheres com
hiperprolactinemia com faixa etaria entre 16 e 40 anos. Destas, 18 eram
normoprolactinémicas (controle), 25 (30,49%) hiperprolactinémicas férteis e 57
(69,51%) eram hiperprolactinémicas inferteis. Os resultados mostraram que as
mulheres hiperprolactinémicas ferteis apresentaram diminuicdo significativa dos
niveis de LH e estradiol durante a fase folicular quando comparadas ao grupo
controle. Na fase owvulatéria, 0 aumento significativo nos niveis de PRL foi
acompanhado de diminuicdo nos niveis de FSH e P4 e na fase liutea houve
diminuicdo de LH, FSH e estrogeno. Ja no grupo das mulheres hiperprolactinémicas
inférteis na fase folicular houve diminuicdo de LH e estradiol, na fase ovulatéria
diminuiu niveis de LH, FSH e P4 e na fase lutea houve diminuicdo nas faixas de LH
e P4.
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Fator este que evidencia a influéncia da PRL no ciclo ovulatério tanto no
grupo das mulheres férteis quanto das inférteis em funcdo do declinio dos horménios
na fase folicular. Estes achados podem ser explicados devido a diminuicdo na
secrecdo pulsatil de GnRH pelo hipotdlamo, em mulheres portadoras de
hiperprolactinemia, afetando o potencial de fertilidade por interferir na ovulagéo 4.

Elbashir et al. *” em um estudo retrospectivo, avaliaram a prevaléncia de
hiperprolactinemia em 14.129 mulheres inférteis. Dessa populacdo, 10.033 (71%)
apresentavam PRL normal (PRL 2-19 ng/ml) e 4.096 (29%) hiperprolactinemia. Do
grupo com hiperprolactinemia, 2.333 (57%) apresentavam ciclos regulares e 491
(12%) ciclos irregulares. O estudo descrito demostra a ocorréncia de
hiperprolactinemia em mulheres inférteis com ciclos regulares, achados que
corroboram com o presente estudo que analisou especificamente esse grupo de
mulheres.

O fato de se encontrar hiperprolactinemia em ciclos regulares pode ser
explicado por um aumento transitorio na concentracdo de PRL sanguinea na fase
folicular tardia “®. Berlanga *° ressalta que por ser um hormdnio de grande
pulsatilidade, a PRL apresenta em torno de 14 picos durante o dia. Portanto, em uma
dosagem basal Unica poderia coincidir com um desses valores de pico, 0 que pode

explicar a presenca de hiperprolactinemia em ciclos regulares.

CONCLUSAO

A PRL moderadamente elevada é capaz de alterar a porcentagem de pacientes
ovulatérias segundo a avaliacdo pelos niveis de P4 plasmaticas. A infertilidade
feminina é um problema silencioso e de grande impacto na funcdo reprodutiva das
mulheres que apresentam aumento dos niveis de PRL, desde moderados a elevados.
A adequacédo dos niveis de PRL ao normal ou préximo do normal, pode ser uma

forma de resolver esta alteracéo.
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Tabela 1: Distribuicdo das pacientes segundo a comparabilidade (varidveis
confundidoras) dos grupos de PRL normal e de 21 a 29 ng/ml. LabRep HC-
UFG/Mater Clinica, Goiania 2000-2014.

Caracteristicas Gerais PRL Valor
3-20 (ng/ml) 21-29 (ng/ml) dep
(n=284) (n=59)

Idade (anos) 31,43 +4,46 32,18 +4,28 0,41

IMC (Kilogramas/altura?) 24,35 4,29 23,94 £3,83 0,59

Duragdo  da infertilidade 69,13 +49,33 66,88 +33,33 0,92

(meses)

FSH (ng/ml) 6,02 1,52 6,05 £1,72 0,52

TSH (mUI/) 2,30 0,94 2,16 £1,11 0,72

LH (UIN) 4,30 £2,73 5,54 7,46 0,68

Estradiol (ng/dl) 55,81 £65,76 65,87 £86,94 0,84

PRL (Prolactina); IMC (indice de Massa Corporal); FSH (Horménio Foliculo
Estimulante); TSH (Hormonio Tireoestimulante); LH (Hormdnio Luteinizante); p:
Nivel de significancia; Dados apresentados em média £ DP (Desvio Padrao).

Tabela 2: Distribuicdo das pacientes segundo os niveis de prolactina normal e
moderadamente aumentada (21-29 ng/ml) e ovulagdo presumida pela P4 > 5,65.
LabRep HC — UFG / Mater Clinica. Goiania, 2000-2014.

Ovulacao segundo Ovulacao Anovulacéo Total X2  Valor
P4 >5,65 (ng/ml) dep

PRL 3-20 (ng/ml) 236 (83,09%) 48 (16,90%) 284 451 0,03*

PRL 21-29 (ng/ml) 42 (71,18%) 17 (28,81%) 59

Total 278 65 343

P4 (Progesterona); PRL (Prolactina); X? (Qui-quadrado); *: significancia estatistica
(p<0,05).
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Abstract

Objective: Evaluating the correlation between low levels of progesterone and ovulation by
ultrasound monitoring in infertile patients with regular menstrual cycles. Methods: Case-
control study. The sample consisted of 302 women aged 20-40 years, treated from 2000 to
2014 in the Human Reproduction Laboratory of the Clinical Hospital of the Federal
University of Goias and in the office of Gynecology and Obstetrics in Goiania, Goias. Data
collection was performed by analysis of physical records (Medical Records and Health
Information Services) and electronic ones (Sisfert ©, 2004) after approval by a Human
Research Ethics Committee. Patients were classified according to the ovulatory status
evaluated by progesterone levels and ultrasound monitoring and divided into two groups:
Group | (anovulatory cycle patients, n=74) and Group Il (ovulatory patients, n=228). In both
groups associations were made between the percentage of patients with normal progesterone
(> 10 ng/ml) and percentage of patients with low progesterone (5.65 - 9.9 ng/ml). The groups
were paired for comparison in what relates to age, body mass index, duration of infertility,
follicle stimulating hormone (FSH), thyroid stimulating hormone (TSH), luteinizing
hormone (LH) and estradiol (E2). Result: There was a significant association between the
percentage of ovulation by ultrasound monitoring and the percentages of patients who
presented low levels of progesterone. Conclusion: The study suggests that low serum levels
of progesterone are associated with low percentage of ovulation in infertile women with
regular menstrual cycles and women with unexplained infertility.

Keywords: Infertility, ovulation, regular cycles, low progesterone.
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INTRODUCTION

The infertility is defined by the World Health Organization (WHO) as the absence of
pregnancy after one year or more of sexual relations with any use of contraceptives (WHO,
1993).

Globally, it is estimated that there are from 50 to 80 million infertile couples,
occurring about two million new cases per year (Goncalves, 2005). This event is experienced
by 8-15% of couples in general. In Brazil, more than 278,000 couples have some difficulty
in conceiving a child at some point in their childbearing age (Ministry of Health, 2009).

The causes of infertility in women could be due to anatomical factors related to the
uterus or the fallopian tubes; hormonal causes that affect the hypothalamic-pituitary-ovarian
axis; and sterility without apparent cause (ESCA) (Olooto et al. 2012). It is believed that
these factors correspond to 35% of infertility causes in women, 35% in men, 20% are
associated with female and male issues, and 10% with ESCA (Roussev & Coulan, 2007;
Goswami, 2009; Al- Moushaly, 2013).

Ovulatory dysfunctions consist of the main causes of female infertility, accounting
for up to 40% of them (ASRM, 2012). Among the causes, hormonal changes are the most
important especially for infertility. Among them, we can highlight the Polycystic Ovarian
Syndrome (PCOS), hypothyroidism, hyperprolactinemia, low levels of progesterone (P4),
among others (McLaren, 2012).

Progesterone (P4) is a hormone produced after puberty, by the corpus luteum (CL)
and by the placenta during the pregnancy (Olive & Palter, 2014) and it acts in the regulation
of normal female reproductive functions. In the womb the endometrium is prepared,
facilitating deployment and maintenance of early pregnancy (Al-Asmakh, 2007). For this
reason the P4 has a vital role in female fertility and low levels can significantly decrease the
chances of pregnancy due the probable influence on the endometrial development (ASRM,
2015).

The P4 was first associated with the corpus luteum by the huge production of this
steroid after ovulation. Currently, it is known that the secretion is started from the moment a
mature ovarian follicle is stimulated by the release of LH (Ke, 2014; Moreira, 2014).

According ASRM (2012), ovulatory function can be evaluated by determination of
P4 levels in bloodstream, but they should be obtained at appropriate times of the menstrual
cycle.

It is usually recommended that P4 be dosed from 7 to 9 days after the suspected
ovulation. Some authors consider this event to happen with P4 levels from 3 ng/ml
(Guttmacher et al., 1956; Auge & Busso, 1999; Garzia et al., 2004; ASRM, 2012; McLaren,
2012). Since World Health Organization (WHO, 1993) points out how ovulatory P4 levels >
5.65 ng/ml measured between the 20" and 24™ days of a cycle of 28 days. Jordan et al.
(1994) and Auge & Busso, (1999) suggested that serum levels higher than 10 ng/ml are
suggestive of ovulation and proper luteal function. These same amounts are also used as a
measure parameter of the ovulatory function by the ASRM (2012).

P4 levels may suffer discrete increases and assume the non-rupture of a luteinized
follicle (LUF). In this event, the follicle develops itself normally, grows and matures, but
does not break to release the ovum; however there is a P4 secretion, such as a follicle that
broke itself originating CL (Schmillevitch et al., 1999). Thus, there is no ovulation itself, but
the follicle secretes P4, making serum levels increase slightly. In this case, values don’t
reach the 10 ng/ml and it determines a low level of P4 (Van Zoneveld et al., 1994) assuming
anovulation.

Low P4 is one of the causes of anovulation and a subtle cause of female infertility
(Yong, 2010), which can be characterized by insufficient P4 secretion to maintain
endometrium preventing implantation and normal embryo growth (Sonntag & Ludwig 2012;
Schliep, 2014). It can be identified by a P4 dosage and through invasive procedures or
sophisticated equipment of ovulation evaluation (Mardesik, 1990).
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There’s no a standard characterization yet to evaluate the progesterone secretion
during the luteal phase in normal fertile women and is not given a minimum value of P4 to
determine an adequate luteal function. Furthermore, it is known that the corpus luteum
function varies from cycle to cycle, but if properly collected, serum progesterone levels can
be useful in clinical diagnosis to assess the adequacy of the luteal phase (ASRM, 2015).

Some authors suggest that the diagnostic of decreased P4 can be done by levels <10
ng/ml (Van Zonneveld et al., 1994), others indicate that the diagnosis can be done by values
<8 ng/ml (Litwack, 2001); and Arce et al. (2011) suggests that values between 7.9 - 10 ng/ml
may indicate LUF. Although there is closeness between the values of P4 indicative of LUF,
there is no consensus yet to determine the threshold levels of low P4.

The identification of anovulatory cycles is presented as a challenge for health
professionals. The prediction or the confirmation of ovulation may also be obtained by serial
monitoring through transvaginal ultrasound, to measure the growth of the follicles and allow
the evaluation of follicular rupture (ASRM, 2012).

The transvaginal US consists of a gold standard for ovulation diagnosis during the
menstrual cycle, but difficult to be used in epidemiological studies. In the absence of this
method, measurements of concentrations of reproductive hormones are commonly used to
identify the ovulatory status in research environments, among them the measure of P4 levels
stands out (Lynch et al., 2014).

The combination of methods for measuring ovulation has been recommended in
order to obtain a more accurate diagnosis. The labrep (Human Reproduction Laboratory)
HC/UFG (Clinical Hospital of the Federal University of Goias) associates monitoring of
ovarian follicles through ultrasound and the dosage of serum levels of P4 to diagnose
ovulation, although women with low P4 not necessarily undergo ultrasound check, which
may be responsible for inconsistent ovulatory diagnostics. This research is justified by the
lack of literature demonstrating the low progesterone influence in the ovulation of infertile
women with regular cycles. Thus, the aim of this research was to evaluate the association
between low levels of P4 and US ovulation in infertile patients with regular cycles suffering
from unexplained infertility.

METHOD

It is a study case-control. 302 patients were selected, aged between 20 and 40 years,
assisted in the period from 2000 to 2014 in Human Reproduction Laboratory of the Clinical
Hospital of the Federal University of Goias/UFG and in an office of Gynecology and
Obstetrics of the private health network in Goiania — Goias.

Data collection was held in physical records stored in the Medical Office
Management System (SAMIS) and electronic ones from the database Sisfert© (Approbato,
2004) started after approval by the Human Research Ethics Committee HC/UFG.

Women who had been evaluated by ultrasound and had presented both regular
progesterone dosing and ovulatory cycles were included; women with FSH levels above 9.9
mIU/mL (basal FSH = 1.4 to 9.9 mIU/mL) were excluded (Roberts et al., 2008) TSH higher
than 4.7 (basal = 0, 4 and 5 mIU/L) (Roberts et al, 2008; Garber et al, 2012), with the
Polycystic Ovarian Syndrome with oligomenorrhea or amenorrhea, users of some medicine
that would interfere with ovulation and women under 20 and over 40.

The patients were divided into two groups according to the ovulatory state
determined by transvaginal ultrasound monitoring: Group | (n=74) anovulatory, comprising
women who had P4 5.65 - 9.9 ng/ml and lack of follicular collapse evaluated by monitoring
with intravaginal US. Group Il (n=228) ovulatory, consisted of women with levels of P4 >10
ng/mL and follicular collapse evaluated by monitoring through US (ASRM, 2012). In those
groups, two groups were evaluated to obtain the percentage of patients with normal
ovulatory progesterone (>10 ng/mL) and the percentage of patients with low progesterone
(5.65 to 9.9 ng/mL) considered in the research as LUF. Those groups were paired for
comparison in what related to age, body mass index, duration of infertility, Follicle
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Stimulating Hormone - FSH (ng/mL), Thyroid-stimulating Hormone - TSH (mIU/mL),
Luteinizing Hormone - LH (mIU/mL) Estradiol (E2) (pg/mL), according to Table 1.

The statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics 20.0 (Statistical
Packages for Social Sciences, USA) and the Bioestat (version 5.3). We used the Chi-square
test with a confidence interval (95%) and p=0.05 for significance level (Approbato, 2010).
Where the statistical analysis weren’t performed, we calculated the mean value and the
standard deviation of the variables under study.
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The flow diagram (Figure 1) shows the design of this study.
RESULTS

The results obtained are presented as follows, in tables. The comparability of the
two populations studied is shown in Table 1. Comparability tests did not show statistically
significant differences (p>0.05).

It is observed in Table 2 there was a significant association between the percentage
of owvulation through ultrasound and the percentage of patients who had low progesterone
levels (OR=0.353); IC (95%): 0.191 — 0.649. P=0.001.

DISCUSSION

This research has shown that low P4 levels are associated with significant decrease
in ovulation in infertile women with regular cycles, women with unexplained infertility. This
fact can be explained by Mesen (2015) when reporting that a defected luteal phase may
decrease P4 levels and the fertility in women.

It’s interesting to highlight that, despite the pulsatile release of P4, their low levels
due a single dosage may not always indicate ovulatory disorders (Mohan, 2005; ASRM,
2008; ASRM, 2012). On the other hand, this present study observed ovulatory changes
confirmed by monitoring through ultrasound in 42.1% of women who presented low P4,

Researches which evaluate P4 values in women with regular cycles are unusual
(Fatemi, 2009; Yong, 2010). This research evaluated P4 levels in this group of women.
While normal P4 values are related to regular cycles and ovulation, lower values may reflect
the presence of unruptured luteinized follicle (LUF) (Schliep, 2014).

In a study by Litwack (2001) the ovulatory status was evaluated considering the P4
levels for three menstrual cycles in 543 patients with infertility history longer than two years.
From the population studied so far, 461 (90.2%) had normal ovulatory cycles confirmed by
ultrasound monitoring, 50 (9.8%) had anovulatory cycles. In this study, values considered
suggestive of ovulation were the ones with levels of P4> 8ng/ml, and P4 levels <8 ng/mL
were considered low values. Out of the population being studied, 292 women (63.9%) had
normal P4 and 165 (36.1%) low P4. From the group with P4 apparently normal, 7.2% of
women got pregnant when compared to 3.6% of women with low P4. The research showed
significant reduction (p <0.001) in the fertility of patients with low progesterone. It also
corroborates this research.
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Hamilton et al. (1987), in order to study ovulation disorders, evaluated 201 ovulatory
cycles in 170 infertile women by measurement of ovarian follicles through ultrasound and P4
levels. In the study was observed the presence of LUF in 71% of the cycles in which the P4
levels were lower than 10ng/ml, and in 7.9% of cycles in which P4 levels were higher than
10ng/ml. These data corroborate the results of the present study which also found LUF in
cycles (20.4%) wherein P4 levels were over 10ng/ml.

Essia et al (1987) studied ovulatory cycles in 45 subfertile women and they found
LUF in 19% of cycles, but neither reported P4 values that were used to determine LUF nor
highlighted the monitoring of the ovulatory follicle through US.

The sensitivity and specificity of diagnostic methods of ovulation were evaluated by
Jordan et al. (1994) and Mesen (2015), wherein it was observed that P4 levels stand out
among other evaluating methods, including the endometrial biopsy.

This study showed an association between anovulation through ultrasound and low
levels of P4.

CONCLUSION

The study suggests that low progesterone levels are associated with the reduction in
the percentage of ovulation in infertile women with regular menstrual cycles and women
with unexplained infertility. The number (n) of women used in the research favors greater
emphasis on results found.
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Table 1: Distribution of patients according to comparability (confounding variables)
of LUF and Non-LUF groups. LabRep HC-UFG / Mater Clinic, Goiania 2000-2014.

General features LUF (n=74) N&ao-LUF (n=228) p
Age 31,54+4,71 31,85+4,21 0,32
BIM 24,83£3,85 23,88+3,93 0,07
LH 4,5616,51 4,61+2,74 0,06
FSH 6,26+1,45 5,98+1,68 0,07
TSH 2,50+0,93 2,16+1,19 0,75
Estradiol (E2) 51,84+35,82 54,34+51,09 0,12
Duration of infertility 67,61+47,81 64,17+46,95 0,28

BIM (Body Mass Index); LH (luteinizing hormone) FSH (Follicle Stimulating
Hormone); TSH (thyroid-stimulating hormone)

Table 2: Distribution of the second ovulation for patients P4 levels (normal and 5.65
-9.9 ngml) of LabRep HC - UFG / Mater Clinic. Goiania, 2000-2014.

LUF (P4) Ovulation Anovulation  Total X2 p
(US) (US)

Group | (LUF) 50 (20,4%) 24 (42,1%) 74 11,76 0,001

Group Il (No LUF) 195 (79,6%) 33 (57,9%) 228

Total 245 57 302

P4 (progesterone); X2 (chi-square value). Group | - LUF (P4 5.65 - 9.9 ng / ml);
Group Il - No LUF (P4 > 10 ng / ml). IC 95% (0.191 - 0.649). OR (odds ratio) =
0.353
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram concluir que:

- A prolactina moderadamente elevada € capaz de alterar a porcentagem de

pacientes ovulatérias segundo a avaliacdo pelos niveis de P4 plasmaticas.

- Ao avaliarmos a associacdo entre niveis baixos de progesterona e
anovulacédo observamos diferenca estatisticamente significante entre os dois

grupos estudados.

Para tanto, novos estudos, principalmente ensaios clinicos
randomizados, deverdo ser realizados para estabelecer pontos de corte dos
niveis de prolactina e progesterona que interfiram na funcédo ovulatoria e
causam da infertilidade.

O estabelecimento dos pontos de corte pode possibilitar aumento na
expectativa de gravidez através do tratamento precoce da hiperprolactinemia
moderada e da progesterona baixa das mulheres atendidas no servico de

reproducdo humana da UFG e em outros servicos.
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Titule da Pesquisa: Influéncia da elevagdo moderada de prolactina na ovulago de mulheres inférteis.

Pesquisador: Eliane Gouveia de Morais Sanchez

Area Tematica: Reprodugdc Humana (pesquisas gue se ocupam com o funcicnamento do aparelho
reprodutor, procriagdo e fatores que afetam a sadde reprodutiva de humanos, sendo que
nessas pesquisas serdo considerados "participantes da pesquisa” todos os gue forem
afetados pelos procedimentos delas):

{Repredugdo Humana que ndo necessita de andlise ética por parte da CONEP;);

Versdo:
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Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
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Hamero do Parecer: 782.199
Data da Relatoria: 28/08/2014

Apresentagio do Projeto:

Projeto de pds-graduacio em Ciéncias da Sadde-nivel doutorado, UFG . Estudo observacional do tipe caso-
controle,a ser realizado no Laboratorio de Reprodugdo Humana do HC-UFG & em um consultério de
Ginecologia & Obstetricia da rede particular em Goidnia.A pesquisadora responsavel tece consideragdes
acerca das alterageoes de ovulacio e as formas de as detectar,ressaltando a importéncia da questdo da
infertilidade.

Considerando a infertilidade, e seus possiveis fatores causais,o foco principal deste trabalho serd mostrar se
a elevagdo moderada da prolactina(hiperprolactinemia moderada)realmente interfere no perfil ovulatorio de
mulheres inférteis,através da andlise dos prontuarios fisicos armazenados do SAMIS(Servigo de Arguivo
Médico e Informagdes em Sadde) e eletrdnicos disponibilizados pelo banco de dados(Sisfert) do Laboratério
de Reprodugio Humana do HC da UFG(LABREP/MJFG)e em um consultdrio de Ginecologia e Obstetricia da
rede particular em Goidnia.As pacientes serfo classificadas de acordo com seu perfil ovulatorio
diagnosticados por critérios bioguimicos progesterona(P4) e Ultrassonografia(llS) A hipotese & de que o
perfil ovulatario de mulheres
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inferteis com prolactina normal € igual ao perfil ovulatdrio de mulheres inférteis com elevagdes moderadas
de prolacting,sendo o desfecho mostrar se a prolactina moderadamente elevada afeta o estado ovulatorio
das pacientes.Estudo ndo & multicéntrico Tamanho da amostra no Brasil=200.5erdo incluidas mulheres em
estado reprodutive .20 a 40 anos,que realizarem consultas entre 2000 a 2012 no HC UFG e em um
consultorio de Ginecologia e Obstetricia de rede particular em Goidnia,e que apresentarem dosagem do
nivel sérico de prolactina e de progesterona,avaliagdo feita por US, ciclos de menstruac&o regular.Serdo
excluidas mulheres com niveis de FSH superiores a 9,9nUIiml portadoras de Sindrome do Ovario Policistico
com oligomenorréia ou amenorréia,usuarias de medicamentos que interferem na ovulagéo efou
medicamentos dopaminérgicos.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a infludncia dos niveis de prolactina na ovulagio de mulheres inférteis do Laboratorio de reprodug&o
Humana do HC UFG & em um consultario de Ginecologia e Obstetricia da rede particular em Goidnia.
Secundariamente:estabelecer comparagdes entre anovulagio varios niveis de prolacting através da andlise
dos niveis de progesterona e US;comparar o perfil ovulatério(aferido pelo US e progesteronajentre
pacientes com prolactina maior do gque 30 ngfml,de 21-29ng/ml & menor do que 20ng/mil;avaliar a
prevaléncia de prolactina moderadamente elevada em mulheres inférteis no servigo de Reprodugio Humana

do HC UFG & em um consultoric de Ginecologia e Obstetricia da rede particular em Goidnia.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Rizcos minimos,tendo em vista gue somente serfo utilizados oz dados contidos nos prontuarios das
pacientes atendidas pelo Servigo,considerando os principios de SIGILO E CONFIDENCIALIDADE
assumidos pela pesquisadora.

Beneficios se relacionam ao avango do conhecimento cientifico, contribuigBo como fonte bibliogréfica para
estudos futuros e ainda a possibilidade de intervengéo precoce em mulheres que apresentarem niveis de
prolactina moderadamente elevada e anovulagio,

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pacientes serdo classificados de acordo com o seu perfil ovulatorio diagnosticado por critérios
bioguimico(prolactina e progesterona) e ultrassonograficos estratificados em grupos de anovulagéo ou
ovulagdo,com comelagio aos critérios bioguimicos e US.Andlise retrospectiva,sem carater intervencionista
portanto.Dados serdo coletados e posteriormente transferidos para uma planilha EXCEL({Microsoft Office
Excel 2007 )para realizagio da estatistica-software SPSS(MR)(versdo
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18.0).Proporges serio comparadas pelo teste do Qui-quadrado Teste de Wilcoxon sera utilizade apenas
para comparar as medianas da progesterona entre os diversos grupos Onde ndo couber analise estatistica
sera utilizado apenas avaliagio descritiva.Os resultados serfo considerados estatisficamente significativos
ao nivel de p0.05.

Ver demais consideragdes na apresentagio do projeto.

Consideragies sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Sugerido acolher pedido de dispensa do TCLE(22/05/14)

Termos de apresentagio cbrigatoria adeguados.

Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

MN&o encontramos no presente estudo nenhum obice ético gue impega a realizagdo desta pesquisa.
Recomendamos sua aprovagio.

Situagio do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagao da CONEP:

Mao

Congideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, a Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas/UFG - CEP/HC/UFG, de
acordo com as atrbuigdes definidas na Resolugdo CNS 466/12, manifesta-se pela aprovagdo do projeto de
pesquisa proposto.

Apods inicio, o pesquisador responsdvel deverda encaminhar ao CEP/HC/UFG, via Plataforma Brasil,
relatarios trimestrais/semestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusées e publicagdes.
0 CEP/HC/UFG pode, a qualguer momento, fazer escolha aleatoria de estudo em desenvolvimento para
avaliagdo e verificagdo do cumprimento das normas da Resolugio 466/12 e suas complementares.
Situagdo: Protocolo aprovado.

Enderego: 17 Avenida sin® - Unidade de Pesquisa Clinica

Baimo: 5t Leste Unwersitano CEP: 74.605-020
UF: GO Municipio: SOIAMNIA
Telefone: (32)3269-3333 Fax: (62)3260-B426 E-mail: cephcufg@yahoo.com.br
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Anexo 2 — Normas de publicagcdo nas revistas

NORMAS DO ARTIGO 1
NORMAS DA REVISTA DA ASSOCIACAO MEDICA BRASILEIRA - RAMB

Objetivo e politica editorial

A Revista da Associacdo Meédica Brasileira (RAMB), editada pela
Associacdo Médica Brasileira, desde 1954, tem por objetivo publicar artigos
gue contribuam para o conhecimento médico. A RAMB € indexada nas
bases de dados SciELO, Science Citation Index Expanded (SCIE), Scopus,
Web of Science, Institute for Scientific Information (ISI), Index Copernicus,
LILACS, MEDLINE e CAPES - QUALIS B2. Atualmente, a revista é
produzida em seis edi¢cdes por ano em versao on-line, de livre acesso na
internet (www.ramb.org.br). Os artigos serdo publicados na lingua original
em que foram submetidos (sdo aceitos manuscritos em portugués, inglés ou
espanhol). O conteldo integral da revista em lingua inglesa é publicado
simultaneamente a versao em portugués.

A RAMB aceita para publicacdo artigos nas seguintes categorias: Artigos
Originais, Artigos de Revisdo, Correspondéncias, Ponto de Vista, Panorama
Internacional, A Beira do Leito e Imagem em Medicina. O Conselho Editorial
recomenda fortemente que os autores leiam a versdo on-line da RAMB e
analisem os artigos ja publicados como modelo para a elaboracdo de seus
trabalhos.

Informacgdes gerais

Como submeter artigos

Os artigos e correspondéncias deverdo ser enviados somente via internet
pelo seguinte endereco eletrénico: www.ramb.org.br. Basta a realizacdo de
um cadastro, seguido do envio do manuscrito, obedecendo as normas aqui
descritas. SO serdo aceitos artigos que, dentre seus autores, contenha, no
minimo, um médico.

Os artigos poderdo ser escritos em portugués, espanhol ou na lingua
inglesa. Cada artigo, acompanhado de correspondéncia ao editor, devera
conter titulo, nome completo do(s) autor(es), instituicdo na qual o trabalho
foi realizado e secéo da revista a qual se destina.

O conteudo do material enviado para publicagdo na RAMB néo pode estar
em processo de avaliacdo, ja ter sido publicado, nem ser submetido
posteriormente para publicacdo em outros periddicos. A critério do editor
chefe, todos os artigos recebidos séo revisados por membros do Conselho
Editorial.

Ao preparar 0 manuscrito, os autores deverdo indicar qual ou quais areas
editoriais estdo relacionadas ao artigo, para que este possa ser
encaminhado para analise editorial especifica.

O Conselho Editorial recomenda que os autores facam uma busca por
artigos relacionados ao tema e publicados anteriormente na RAMB ou em
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outros perioddicos indexados no SciELO, utilizando as mesmas palavras-
chaves do artigo proposto. Estes artigos devem ser considerados pelos
autores na elaboragcdo do manuscrito com o0 objetivo de estimular o
intercambio cientifico entre os periddicos SciELO.

O que acontece depois que o artigo foi submetido

Em virtude do grande nuamero de artigos enviados, o Conselho Editorial
adotou critérios de sele¢cdo para o processo de revisdo por pares. A
exemplo do que acontece com outros periodicos, a maior parte dos artigos
submetidos ndo passa para a fase detalhada de avaliagcdo que é a revisao
por pares. Os critérios que o Conselho Editorial adotou para essa sele¢éo
inicial incluem o perfil editorial da revista e de seus leitores, area de
interesse do tema principal do trabalho, titulo e resumo adequados, redacdo
bem elaborada, metodologia bem definida e correta (incluindo, no caso de
estudos clinicos, tamanho amostral, metodologia estatistica e aprovacédo
por Comité de Etica), resultados apresentados de maneira clara e
conclusdes baseadas nos dados. Esse procedimento tem por objetivo
reduzir o tempo de resposta e ndo prejudicar os autores. A resposta
detalhada, elaborada pelos revisores, sé ocorre quando o artigo passa
dessa primeira fase.

No caso de rejeicdo, a decisdo sobre a primeira fase de avaliagdo é
comunicada aos autores em média duas a trés semanas depois do inicio do
processo (que comeca logo apds a aprovacdo do formato pelo revisor de
forma). O resultado da revisdo por pares contendo a aceitacdo ou a rejeicao
do artigo para publicacédo ocorrera no menor prazo possivel.

Embora existam rigorosos limites de tempo para a revisdo por pares, a
maioria dos periddicos cientificos conta com o notavel esforco e a
colaboracdo da comunidade cientifica que, por ter muitas outras atribuicoes,
nem sempre consegue cumprir oS prazos. Ao receber o parecer dos
revisores, 0s autores deverdo encaminhar, em comunicado a parte, todos
0s pontos alterados do artigo que foram solicitados pelos revisores. Além
disso, o texto contendo as alteracdes solicitadas pelos revisores devera ser
reencaminhado & RAMB na cor vermelha, devendo ser mantido e
sublinhado o texto anterior.

A ordem de publicacdo dos artigos sera cronoldgica, podendo, no entanto,
haver excecfes definidas pelo Conselho Editorial. Os trabalhos aceitos para
publicacdo serdo enviados aos autores e deverdo ser revisados e
devolvidos no prazo de dois dias, caso contrario o artigo sera publicado em
sua forma original. Apos a aprovacao final pelos autores NAO sera possivel
modificar o texto.

CORPO EDITORIAL

O Corpo Editorial da RAMB é composto pelo Editor Geral, Editores
Associados, Editores Colaboradores e Conselho Editorial nas seguintes
areas: Clinica Médica, Clinica Cirargica, Saude Publica, Pediatria,
Ginecologia e Obstetricia, Bioética, Cancerologia, Emergéncia e Medicina
Intensiva, Medicina Farmacéutica e Medicina Baseada em Evidéncias. O
Corpo Editorial sera responsavel pela revisdo e aceitacdo ou nao dos
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artigos enviados a revista para publicacdo. O editor-chefe tem as
prerrogativas que o cargo |he confere para aceitar ou ndo qualquer artigo,
independentemente da revisdo por pares, assim como definir a edicdo de
sua publicacéo.

Estilo e preparacéo de originais

O trabalho devera ser redigido em corpo 12, no maximo em 15 laudas de 30
linhas cada, espaco 1,5 linha, com margem de 3 cm de cada lado, no topo e
no pé de cada pagina. Todas as péaginas, excluida a do titulo, devem ser
numeradas.

Pagina titulo

Devera conter:
a) O titulo do trabalho, também na versédo em inglés, devera ser conciso e
nao exceder 75 toques ou uma linha.

b) Nome, sobrenome do autor e instituicAo a qual pertence o autor.
c) Nome e endereco da instituicio onde o trabalho foi realizado.
d) Carta de apresentacdo, contendo assinatura de todos os autores,
responsabilizando-se pelo conteddo do trabalho, porém apenas um deve
ser indicado como responséavel pela troca de correspondéncia. Deve conter
telefone, fax, e-malil e endereco para contato.
e) Aspectos éticos: carta dos autores revelando eventuais conflitos de
interesse (profissionais, financeiros e beneficios diretos ou indiretos) que
possam influenciar ou ter influenciado os resultados da pesquisa ou o
contetdo do trabalho. Na carta deve constar ainda, quando cabivel, a data
da aprovacao do trabalho pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicio a
qual estdo vinculados os autores. E absolutamente obrigatério o envio,
juntamente com o artigo, do termo de copyright, disponivel no site da Ramb,
devidamente assinado pelos autores, sem o qual o artigo ndo seguira o seu
fluxo normal de avaliagéao

Topicos dos artigos

Os artigos originais deverdo conter, obrigatoriamente, Introducdo, Métodos,
Resultados, Discusséo, Conclusdes e Referéncias Bibliograficas.

Notas de rodapé

Apenas quando estritamente necessarias; devem ser assinaladas no texto e
apresentadas em folha separada ap6s a do resumo, com o subtitulo "Nota
de rodapé”.

AGRADECIMENTOS

Apenas a quem colabore de modo significativo na realizacdo do trabalho.
Deve vir antes das referéncias bibliograficas.

RESUMO/SUMMARY
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O resumo, com no maximo 250 palavras, devera conter objetivo, métodos,
resultados e conclusdes. Apds o resumo deverédo ser indicados, no maximo,
seis Unitermos (recomenda-se o vocabulario controlado do DeCS -
Descritores em Ciéncias da Saude, publicacdo da BIREME — Centro Latino
Americano e do Caribe de Informacdo em Ciéncias da Saude). Para os
termos em inglés recomenda-se o MeSH da base Medline. O Summary visa
permitir a perfeita compreenséo do artigo. Apresentar em folha separada e
seguir o mesmo modelo do resumo: background, methods, results,
conclusions. Deve ser seguido de keywords.

Artigos escritos em portugués devem conter, na segunda péagina, dois
resumos: um em portugués e outro em inglés (Summary). Artigos escritos
em espanhol devem apresentar resumos em inglés (Summary) e portugués.
Os escritos em inglés devem conter resumo também em portugués.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

As referéncias bibliograficas devem ser dispostas por ordem de entrada no
texto e numeradas consecutivamente, sendo obrigatéria sua citagao.
Devem ser citados todos os autores, totalizando seis; acima deste numero,
citam-se os seis primeiros seguidos de et al. O peridédico devera ter seu
nome abreviado de acordo com a LIST OF JOURNALS INDEXED IN INDEX
MEDICUS do ano corrente, disponivel também on-line nos sites:
www.nim.nih.gov/tsd/serials/lji.html ou www.nlm.nih.gov/ citingmedicine ou,
se nao for possivel, a Associacdo de Normas Técnicas (ABNT). Exemplos:
1. Parkin DM, Clayton D, Black RJ, Masuyer E, Friedl HP, Ivanov E, et al.
Childhood leukaemia in Europe after Chernobyl: 5 year follow-up. Br J
Cancer 1996;73:1006-12.
2. Vega KJ, Pina |, Krevsky B. Heart transplantation is associated with an
increased risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med 1996;124:980-3.
3. The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise
stress testing. Safety and performance guidelines. Med J Aust 1996; 164-
282-4.

4. Cancer in South Africa [editorial]. S Afr Med J 1994;84:15.
5. Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. In: Laragh JH, Brener
BM, editors. Hypertension: pathophysiology, diagnosis and management.
2nd ed. New York: Raven Press; 1995.p.465-78.
6. Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg Infect
Dis [serial on line] 1995 Jan-Mar [cited 1996 Jun 5];1(1):[24 screens].
Available from: URL.: www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm.
7. Leite DP. Padréo de prescricao para pacientes pediatricos hospitalizados:
uma abordagem farmacoepidemiologica [dissertacdo]. Campinas:
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Estadual de Campinas,
1998.

Referéncias de “resultados nao publicados” e “comunicacdo pessoal’
devem aparecer, entre parénteses, seguindo o(s) nome(s) individual (is) no
texto. Exemplo: Oliveira AC, Silva PA e Garden LC (resultados n&o
publicados). O autor deve obter permissdo para usar “comunicagao
pessoal’.

CITACOES BIBLIOGRAFICAS
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As citacdes bibliograficas no texto devem ser numeradas com algarismos
ardbicos sobrescritos, na ordem em que aparecem no texto. Exemplo: Até
em situacdes de normoglicemia®.

FIGURAS, TABELAS, GRAFICOS, ANEXOS

No original deverdo estar inseridos tabelas, fotografias, graficos, figuras ou
anexos. Devem ser apresentados apenas quando necessarios, para a
efetiva compreenséo do texto e dos dados, totalizando no MAXIMO TRES.
a) As figuras, sempre em preto e branco, devem ser originais e de boa
qualidade. As letras e simbolos devem estar na legenda.
b) As legendas das figuras e tabelas devem permitir sua perfeita
compreensao, independente do texto.
c) As tabelas, com titulo e legenda, deverdo estar em arquivos individuais.
d) E preciso indicar, em cada figura, 0 nome do primeiro autor e o nimero
da figura. Figuras e tabelas deverdo ser numeradas separadamente,
usando algarismo arabico, na ordem em que aparecem no texto.

ABREVIACOES/NOMENCLATURA

O uso de abreviagbes deve ser minimo. Quando expressdes extensas
precisam ser repetidas, recomenda-se que suas iniciais mailsculas as
substituam apds a primeira mencdo. Esta deve ser seguida das iniciais
entre parénteses. Todas as abreviacdes em tabelas e figuras devem ser
definidas nas respectivas legendas. Apenas 0 nome genérico do
medicamento utilizado deve ser citado no trabalho.

TERMINOLOGIA

Visando o emprego de termos oficiais dos trabalhos publicados, a RAMB
adota a Terminologia Anatdmica Oficial Universal, aprovada pela Federacao
Internacional de Associacfes de Anatomistas (FIAA). As indicacdes
bibliograficas para consulta sdo as seguintes: FCAT - IFAA (1998) —
International Anatomical Terminology — Stuttgart — Alemanha — Georg
Thieme Verlag , Editora Manole.
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NORMAS DO ARTIGO 2
Jornal Brasileiro de Reproducéo Assistida — JBRA

Instructions for Authors

GENERAL INFORMATION

1. JBRA Assisted Reproduction (JBRA Assist Reprod) is the official
publication by both the Brazilian Society of Assisted Reproduction
(SBRA —www.sbra.com.br), the Latin America Network of Assisted
Reproduction  (www.redlara.com) and Pronucleo - Brazilian
Association of Embryologists destined to scientific-based and quarterly
issued papers. It is designated to specialists and researchers in the
health area, in particular to gynecologists, andrologists, biologists,
urologists and embryologists. Basic and clinical studies in the areas of
assisted reproduction, infertility, reproductive genetics, reproductive
immunology, andrology, reproductive microbiology, laboratory in
assisted reproduction and gynecological endocrinology will be
accepted for evaluation in the form of original articles, reviews, update
articles and case reports (as detailed below). Articles must be
submitted in English.

2. Papers submitted to JBRA Assisted Reproduction must be original,
that is, they cannot have been either published or submitted for
analysis by other journals, partially or in the whole. In cases where the
illustrations have been published previously, an authorization must be
granted and the source cited.

3. The Instructions for Authors by JBRA Assisted Reproduction is
comprised of the recommendations given by the Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals. The
complete version of the text is available atwww.icmje.org.
Manuscripts not in accordance with the instructions presented herein
will be returned for modifications to be made before the Editorial Board
has evaluated them.

4. Every article published in JBRA Assisted Reproduction undergoes a
review process by specialists (peer review). Submitted articles are
primarily sent to editors for an initial evaluation as to the scope of the
work and the editorial demands of the journal. In case of a positive
evaluation, the article is then sent to two reviewers specialized in the
appropriate area. Every process is anonymous, that is, reviewers are
not aware of author’s identity and place of origin and vice versa. After
the articles are evaluated by reviewers, they can be accepted without
alterations, refused or returned to authors along with suggestions for
modifications. Each article may return to its author several times for
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clarification and alteration, without necessarily meaning a future
acceptance of the article.

. The co-authorship concept connotes substantial contribution in the
creation and planning of the paper, analysis and interpretation of data
not to mention the writing and critical revision of the text. Significant
contributions given to the study which do not fit these criteria must be
cited in the acknowledgements section.

. Clinical trials articles should be registered in the Clinical Trials
Registry validated by the criteria established by the World Health
Organization and by the International Committee of Medical Journal
Editors (for
instance, www.actr.org.au, www.clinicaltrials.gov, www.ISRCTN.org,w
ww.umin.ac.jp/ctr/index/ntm  and www.trialregister.nl). The study
identification number shall be presented at the end of the abstract.

. For texts accepted for publication, a statement signed by all authors
shall be sent to the journal, including the following information:  a)
the manuscript is original;  b) the manuscript has not been previously
published nor submitted to any other journal, and will not be published
in case it is accepted by JBRA Assisted Reproduction; c) all authors
have actively taken part in the preparation of the study and have
approved of the final version of the text; d) situations on potential
conflict of interests (either financial or of any other nature) are being
informed; e) an approval of the study by the Ethics Committee of the
institution to which the paper is linked was obtained (for articles
reporting experimental research data); f) an informed consent by the
patients included in the study was obtained (when applicable). All
information on the approval of the study by the Ethics Committee and
the possession of an informed consent should also be mentioned in
the Methods section of the article.

. Before the publication of accepted articles, the corresponding authors
will receive the published article via e-mail attachment in a PDF
archive for approval. At this point, corrections should be limited to
typographic mistakes, without altering the content of the study.
Authors should return approved papers by e-mail or fax 48 hours after
receiving the message.

TYPES OF PUBLISHED ARTICLES

Original articles. Pieces of work resulting from scientific research presenting
original data about experimental or observational aspects of medical,
biological, biochemical and psychosocial character and including descriptive
statistical analysis and/or inferences of own data. These articles have priority
for publication. They must be composed of: title page, abstract and
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keywords, text (divided in Introduction, Material and Methods, Results,
Discussion or equivalent, Conclusion), acknowledgments (if applicable),
references, tables (if available), figure legends (if available) and figures (if
available).

Reviews. Papers whose aim is to summarize, analyze, evaluate or
synthesize investigative papers already published in scientific journals. They
must include a synthesis and critical analysis of the researched literature and
cannot be confused with update articles. They must be composed of: title
page, abstract and keywords, text, references, tables (if available), figure
legends (if available) and figures (if available).

Update or opinion articles. Papers reporting usually current information on
themes of interest to certain specialties (such as a new technique or
method). They have different characteristics from reviews, since they do not
display critical analysis of the literature. They must be composed of: title
page, abstract and keywords, text, references, tables (if available), figure
legends (if available) and figures (if available).

Case reports. Articles representing descriptive data of one or more cases,
exploiting a method or problem through example(s). The selected cases
should be of great interest, with unusual disease or evolution or submitted to
unexpected or alternative treatments. They must involve humans or animals
and should present the studied individual’s characteristics (gender, age, etc.).
They must be composed of: title page, abstract and keywords, text (divided
in: Introduction, Case Description and Discussion or equivalent), references,
figure legends (if available) and figures (if available).

Letters to the reader. Letters to the editor commenting, discussing or
criticizing articles published in JBRA Assisted Reproduction will be welcome
and published as long as they are accepted by the Editorial Board. They
must be composed of: title, name of author, identification of the publication
being commented on and references (if available). It is recommended to
include 500 words at the most, references inclusive. Whenever possible, a
reply by the authors will be published alongside with the letter.

COVER LETTER
You have to prepared a cover letter for your submission, explaining why we
should publish your manuscript and elaborating on any issues relating to our
editorial policies detailed in the instructions for authors, and declaring any
potential competing interests. This should be provided using the 'cover letter'
section of the submission process.
The cover letter have to carry the following information:

e Title
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e Authors’ names

e Authors’ institutional affiliation, showing department/unit, institution
and geographic region

« Name of the institution where the work was carried

« Name, mailing address, telephone and fax numbers, and e-mail
address of the corresponding author

PREPARATION OF ORIGINAL PAPERS

Preferably use Microsoft Word® processor. Papers should be typed in Times
New Roman font sized 12, single-spaced and aligned to the left. Every
section should be started on a new page in the following order: title page,
abstract and keywords, text, acknowledgements, references, tables, figure
legends and figures. All of the pages should be numbered consecutively.

Abbreviations should be spelled out in the first mention in the text; and after
the first appearance, only the abbreviation should be used. In the abstract,
the use of abbreviations should be avoided.

Chemicals should be presented by their generic name. If relevant,
commercial name of the substance and the manufacturer's name must be
informed in parentheses.

The presentation of units of measurements should follow the International
System (1S).

Genes of animals should be presented in italics with capital letter initials
(example: Sox2); genes of human beings should also be presented in italics;
however, with all capital letters (example: SOX2). Proteins should follow the
same pattern: capital/small, without italics, though.

Title Page
The title page should carry the following information:
o Concise and comprehensive title, representing the content of the

article

e Short running head (no more than 40 characters including letters and
spaces)

o Information about support given in the form of loan, equipment or
drugs

o Congresses where the study was presented

Abstract

The content of the texts should not exceed 250 words.

For original articles, the abstract should be structured as follows: Objective,
Methods, Results and Conclusion. For case reports, reviews and update
articles, the abstract should not be structured. The use of abbreviations
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should be avoided in the abstract, and references should not be cited. Right
after the abstract, three to six keywords should be presented.

Acknowledgements

This part is dedicated to acknowledging the work of those who have helped
intellectually, but whose contribution does not justify co-authorship or those
people or institutions who have given material support.

References

In the text, the citations will be identified by the author’s last name in
parentheses followed by the publication year.

Examples: one author (Steptoe, 1978), two authors (Edwards & Steptoe,
1980), and more than two authors (Van Steirteghem et al., 1988).

The references should be presented in alphabetical order (each author’s
surname followed by his/her first two initials), and should not be numbered.
Papers by the same author should be chronologically organized; papers by
the same author in the same year should be identified with letters after each
year (2000a, 2000b, etc.). The presentation of references will follow the
format proposed in the Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals (see examples below). All references cited in the list
should be mentioned in the text and vice-versa.

1. Journal Article
Edwards RG, Steptoe PC, Purdy JM. Establishing full-term human
pregnancies using cleaving embryos grown in vitro.Br J Obstet
Gynaecol. 1980;87:737-56.

2. Book
Wolf DP, Quigley MM, eds. Human in vitro fertilization and embryo
transfer. New York: Plenum Press; 1984.

3. Book Chapter
Simpson JL. Gonadal dysgenesial and sex abnormalities: phenotypic-
karyotypic correlations. In: Vallet HL, Porter IH, eds. Genetic
mechanisms of sexual development. New York: Academic Press;
1979. p. 365-77.

4. Electronic Journal Article
Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA
acts in an advisory role. Am J Nurs [electronic journal]. 2002 June
[cited 2002 aug 12];102(6):[approximately 3 p.]. Available
at: http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/ Wawatch.htm.

5. Article published in the Internet
Wantland DJ, Portillo CJ, Holzemer WL, Slaughter R, McGhee EM.
The effectiveness of web-based vs. non-webbased interventions: a
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meta-analysis of behavioral change outcomes. J Med Internet Res.

2004;6(4):e40. Available at:_http://www.jmir.org/2004/4/e40/.
Accessed: 29/11/2004.
6. Site

OncoLink [site in the Internet]. Philadelphia: University of
Pennsylvania; c1994-2006. [updated 2004 Sept 24; cited 2006 March
14]. Available at: http://cancer.med.upenn.edul/.

7. Software
Smallwaters Corporation. Analysis of moment structures: AMOS
[software]. Version 5.0.1. Chicago: Smallwaters; 2003.

Tables And Figures

Tables and figures (graphs, photographs, etc.) should be numbered in Arabic
numerals according to the order in which they appear in the text and should
have individual legends, presented at the end of the paper.

In the tables, use horizontal lines only, and each piece of information should
be in an independent cell. Explanations about items in the tables should be
presented in footnotes identified by the following symbols, in this sequence:
11§ LT

Figures must be submitted in electronic formats such as .jpg, .gif or .tif, with a
minimum resolution of 300 dpi.

Photographs of patients should not allow their identification.

Figures previously published and included in submitted articles should
include the original source in the legend and should be accompanied by a
permission letter from the copyright’s holder (publisher or journal).

SUBMISSION OF ARTICLES

To facilitate the articles publication, JBRA Assisted Reproduction prefers
online submission. Manuscripts must be submitted by one of the authors of
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