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Resumo

OBJETIVO: comparar os niveis séricos de cinco marcadores de estresse oxidativo e os resuliados de reprodugdo assistida
(RA, entre pacientes com inferfilidade por fator tubdrio e/ou masculino e portadoras de sindrome dos ovérios policisticos
[SOP). METODOS: foram inclusos 70 pacientes, sendo 58 com infertilidade por fator tubdrio e/ou masculino e 12
com SOP, que foram submetidas & estimulagdo ovariana controlada para realizagéo de injedo infracitoplasmdtica de
espermatozoide (ICSI). A coleta de sangue foi realizada entre o terceiro e o quinto dia do ciclo menstrual, no més anterior &
realizagdo da estimulagdo ovariana. Foram analisados os niveis de malondialdeido, hidroperéxidos, produtos de oxidagdo
profeica, glutationa e vitamina E, pela leitura da absorbancia em espectrofotémetro e por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Para a andlise estatistica, utilizou-se o teste t de Student e o teste exato de Fisher. RESULTADQS: entre
as pacientes com SOP, foi constatado maior indice de massa corporal, volume ovariano e nimero de foliculos antrais
e uma menor dose fofal utilizada de horménio foliculo estimulante. N&o observamos diferenga em relagdo & resposta a
estimulagdo ovariana, aos resuliados de RA e aos niveis séricos de malondialdeido, hidroperéxidos, produtos de oxidagdo
profeica, glufationa e vitamina E entre os grupos. CONCLUSOES: no estudo ndo evidenciamos diferenca entre os niveis
séricos de marcadores de esfresse oxidativo, nem nos resultados de RA, comparando pacientes inférteis ndo-obesas
com SOP e controles. Estes dados sugerem que, nesfe subgrupo especifico de portadoras de SOP, os resuliados de RA
ndo estejam comprometidos. Todavia, as inferpretagdes acerca da agdo do estresse oxidativo sobre os resultados de RA
ainda néo esido claras e as implicagdes reprodutivas do esfresse oxidativo precisam ser mais bem avaliodas.

Abstract

PURPOSE: to compare the serum levels of five markers of oxidative stress and assisted reproduction (AR) outcomes among
infertile patients, with tubal and/or male factor and with polycystic ovary syndrome (PCOS). METHODS: 70 patients were
included, 58 with tubal and/or male factor infertility and 12 with PCOS, who underwent controlled ovarian stimulation
fo perform intracytoplasmic sperm injection (ICSI). A blood sample was collected between the third and fifth day of the
menstrual cycle in the month prior to ovarian stimulation. We analyzed the levels of malondialdehyde, hydroperoxides,
profein oxidation products, glutathione and vitamin E, by reading the absorbance with a spectrophotometer and by
high performance liquid chromatography [HPLC). Data were analyzed stafistically by the Student's test and Fisher's
exact test. RESULTS: significant increases in the body mass index, ovarian volume and number of antral follicles were
observed in PCOS patients, as well as the use of a lower fotal dose of follicle stimulating hormone for these patients.
There were no differences in the response to ovarian stimulation, in the results of AR or serum levels of malondialdehyde,
hydroperoxides, advanced oxidation protein products, glutathione and vitamin E between groups. CONCLUSIONS:
the present data did not demonstrate a difference in the levels of serum markers of oxidative stress or in AR results when
comparing non-obese infertile patients with PCOS and controls. These data suggest that the results of AR may nof be
compromised in this specific subgroup of patients with PCOS. However, inferpretations of the action of oxidative stress on
the results of AR are still not clear and the reproductive implications of oxidative stress need to be better evaluated.
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Introducao

A sindrome dos ovdrios policisticos (SOP) é uma sin-
drome heterogénea caracterizada por hiperandrogenismo
ovariano, hipersecre¢io do hormonio luteinizante (LH),
ovdrios policisticos detectados com ultrassonografia, hipe-
rinsulinemia decorrente de resisténcia insulinica e reduzido
potencial reprodutivo’. A expressao fenotipica varidvel de
anomalias reprodutivas e metabdlicas nas pacientes com
SOP pode levar a diferencas na competéncia oocitdria para
o desenvolvimento®”, definida como a capacidade do odcito
em completar a meiose e possibilitar o desenvolvimento
embriondrio subsequente®. Apesar do uso cada vez mais
frequente de técnicas de reprodugio assistida (RA) para
o tratamento da infertilidade relacionada a SOP, ainda é
incerto se o sucesso destes procedimentos difere entre pa-
cientes com e sem esta sindrome. Alguns autores relataram
menores taxas de fertilizacao e maior incidéncia de aborto
espontineo depois de RA em pacientes com SOP*’. O
papel da receptividade do endométrio comprometida e da
qualidade dos o6citos em contribuir para os efeitos deletérios
da SOP na fertilidade feminina est4 sendo questionado®*.
Postula-se que altas concentra¢des de LH, durante a fase
folicular?, assim como outras altera¢des enddcrinas e meta-
bélicas associadas com essa sindrome possam interferir na
foliculogénese, resultando em odcitos de pior qualidade.

Na SOP questiona-se a presen¢a de comprometimento
na qualidade oocitaria' relacionado 2 anomalia na foliculogé-
nese, caracterizada pela diminuigao da apoptose nos estdgios
iniciais do crescimento folicular, gerando um ndmero maior
de foliculos e consequente aumento da sintese de andrégenos,
que leva a atresia folicular. Hé relatos de que os antioxidan-
tes exerceriam um efeito antiapoptético em foliculos pré-
ovulatérios cultivados 7z vitro'', podendo participar desta
alteracdo da foliculogénese associada 2 SOP. Existem dados
evidenciando também que os antioxidantes desempenham
um importante papel tanto na sintese de coldgeno, essencial
para a construg¢ao da membrana basal ao longo do crescimento
folicular, como na biossintese de androgénios induzida pelo
LH. Os antioxidantes estdo envolvidos na regulacdo da fun-
¢do de enzimas esteroidogénicas dependentes do citocromo
P450"%. Tanto o 4cido asc6rbico como a superéxido dismutase
(SOD) exercem efeitos inibit6rios sobre a aromatase, enzima
responsavel pela conversdo de andrégenos a estrégenos, o que
poderia favorecer o acimulo de androgénios no contetido
folicular, propiciando a atresia folicular'"*. Corroborando
estes achados, Verit, Erel e Kocyigit"” demonstraram que a
capacidade antioxidante total (CAT) apresentou-se como o
melhor fator preditivo para auséncia de resposta a indugdo
da ovulacio com citrato de clomifeno (CC), encontrando-se
significativamente mais elevada nas pacientes ndo-responde-
doras, reforcando o potencial efeito detrimental da alteracio
no balan¢o de antioxidantes para a ovulaggo.

Questiona-se, assim, o potencial papel do estresse
oxidativo (EO), resultante do desequilibrio entre os
agentes pré-oxidantes (radicais livres) e os mecanismos
antioxidantes de defesa do organismo na etiopatogénese
da SOP, no comprometimento da qualidade oocitdria'®?!
e na piora dos resultados de procedimentos de RA%!.

Os principais alvos do EO sdo o DNA, as proteinas
e os lipideos'®. Os produtos de oxidacdo proteica (AOPP)
tém sido considerados novos marcadores de oxidagéo e dano
as proteinas, podendo ser utilizados para estimar o dano
oxidativo proteico’>**. O malondialdeido (MDA) é um dos
produtos finais da peroxidagio lipidica (PL) e, por ser um
produto estdvel, pode ser utilizado como medida cumulativa
deste processo®*”. Em contrapartida, a vitamina E, sobretudo
na forma de a-tocoferol, pode tanto bloquear o inicio da
peroxidagdo lipidica, como inibir, primariamente, a etapa
de propagacio da PL, sendo conhecida como um eficiente
antioxidante®. A glutationa (GSH), principal componente
sulfidril ndo-proteico, em células de mamiferos, desempe-
nha um papel fundamental na neutraliza¢do de peréxidos,
na reciclagem e na manutencio de niveis fisioldgicos de
vitamina E?’ e na protecdo celular ao estresse oxidativo®.
Os niveis de hidroperéxidos podem indicar indiretamente
a atividade do superéxido dismutase (SOD)*, quando
aumentados sugerem o aumento potencial de produgio
de espécies reativas, além de serem moléculas importantes
nos mecanismos de sinalizacio celular®.

Em virtude da potencial influéncia do EO na piora
da qualidade oocitdria e dos indicios de sua associa¢do
com a SOP, propomos comparar os niveis séricos de cinco
marcadores de EO entre pacientes com infertilidade por
fator tubdrio e/ou masculino e portadoras de SOP e com-
parar estes dois grupos quanto a resposta a estimulag¢do
ovariana e aos resultados de RA.

Métodos

Foi realizado um estudo prospectivo e controlado
no Laboratério de Ginecologia do Setor de Reprodug¢io
Humana do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da
FMRP-USP e no Laboratério de Nutri¢dao e Metabolismo,
Departamento de Clinica Médica da FMRP-USP. O estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(FMRP) da Universidade de Sdo Paulo (USP), no estado
de Sao Paulo. Foram incluidos no estudo todos os casais
submetidos a indug¢do da ovula¢do para a realizacdo de
inje¢do intracitoplasmadtica de espermatozoide (ICSI),
junto ao Setor de Reprodugao Humana do Departamento
de Ginecologia e Obstetricia da FMRP-USP, que preen-
cheram os critérios de inclusdo e manifestaram o desejo
de participar do projeto, mediante a assinatura do termo
de consentimento pés-informado.
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Foram incluidos neste estudo, consecutivamente, 70
pacientes, sendo 58 com infertilidade por fator tubdrio e/
ou masculino e 12 com SOP, as quais foram submetidas a
estimula¢do ovariana controlada para realizac¢do de ICSI.

Os critérios de inclusdo foram: idade igual ou inferior
a 38 anos, indice de massa corporal (IMC) menor do que 30
kg/m?, niveis basais de FSH (terceiro dia do ciclo) menores
ou iguais a 10 Ul/mL e sem quaisquer doengas pélvicas
associadas a infertilidade, quando da realiza¢do da laparos-
copia diagnéstica, utilizada como parte da propedéutica da
investigacdo de infertilidade. Foram excluidas pacientes
com diabetes mellitus ou quaisquer outras endocrinopatias,
doenga cardiovascular, dislipidemia, lGpus eritematoso
sistémico e outras doencas reumatoldgicas, infec¢do pelo
virus HIV, qualquer infec¢do ativa, tabagismo ou o uso
de medicagdes hormonais e anti-inflamatérias hormonais
e ndo-hormonais nos dltimos seis meses, previamente a
programagdo para o procedimento de RA.

O diagnéstico da SOP foi realizado segundo os critérios
definidos pelo consenso de Rotterdam, em 2003 (oligo ou
amenorreia, sinais clinicos e/ou laboratoriais de hiperandro-
genismo e ovarios policisticos 4 ultrassonografia, excluidas
outras causas de anovula¢do e hiperandrogenismo)'.

O bloqueio hipofisario foi iniciado usando andlogo do
hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRHa) dez dias
antes do dia de realizagio da ultrasonografia transvaginal
(USTV) basal (protocolo longo), por meio da administragio de
acetato de leuprolide (Lupron®, Abott, Brasil). As pacientes
receberam de 100 a 300 UI por dia de FSH recombinante
(FSHr) (Gonal-F®, Serono, Brasil; Puregon®, Organon,
Brasil), nos primeiros seis dias da indugdo. Quando pelo
menos dois foliculos atingiram 18 mm de didmetro médio,
administrou-se hCG recombinante (Ovidrel®, Serono,
Brasil). A captacdo dos odcitos foi realizada 34 a 36 horas
ap6s a administra¢gdo do hCG recombinante.

Todo material aspirado durante a capta¢do dos odci-
tos foi analisado para a identifica¢do e o isolamento dos
complexos o6cito-cumulus. Depois de identificados, os
complexos odcito-cumulus foram isolados do fluido foli-
cular (FF), colocados em placa separada, e foram lavados
cuidadosamente em meio de cultura Human Tubal Fluid-
HEPES (HTF, Irvine Scientific, Estados Unidos) para a
remocio de sangue e debris. A seguir, foram colocados
em placas NUNC (Multidish 4 wells Nuclon, Delta SI),
preenchidas com o meio de cultura HTF e cobertas com
6leo mineral, e levados a incubadora em mistura gasosa
de CO,a 5%, sob condigdes ideais de temperatura (37° C)
e umidade (95%) por um periodo de duas a trés horas.
Ap6s este periodo, para realizar a remogdo do cumulus
oophorus e da corona radiata, os complexos o6cito-cumalus
foram colocados em microgotas de 25 pL de hialuroni-
dase (H4272 tipo IV-S, Sigma) na dilui¢io de 80 UI/
mL de HTF/HEPES (Irvine Scientific, Estados Unidos),

por no maximo 30 segundos e, entdo, lavados duas ou
trés vezes com o meio HTF modificado (HTF/HEPES,
Irvine Scientific, Estados Unidos) suplementado com soro
sintético substituto (SSS) a 10%. A remoc¢io mecanica
dos restos celulares foi feita com o auxilio de uma pipeta
Pasteur (stripper pipette 130 pm denuding pipette, Cook,
Melbourne, Australia).

Ap6s a realizacdo do desnudamento oocitdrio (re-
mocao do cumulus oophorus), foi realizada a identificagdo
do grau de maturidade dos o6citos, sob visualizagdo ao
microscépio de luz. Os odcitos imaturos (em estdgio de
vesicula germinativa ou metafase I) foram descartados. Os
o6citos maduros (caracterizados morfologicamente pela
presenga de um corpusculo polar extruso) foram injetados
por meio da realizacdo da ICSI.

Cerca de 18 a 19 horas ap6s a ICSI, foi avaliada
a fertilizacdo, caracterizada pela presenca de dois pré-
ntcleos e dois corptsculos polares. A taxa de fertilizacdo
foi calculada nos dois grupos, correspondendo ao niimero
de oécitos fertilizados, divididos pelo nimero de odcitos
injetados versus 100. A clivagem foi verificada em torno
de 24 horas ap6s a fertilizacdo com a observa¢do da di-
visdo celular. Cerca de 44 a 48 horas apé6s a ICSI (D2),
foi realizada a andlise da qualidade embriondria (quanto
ao ndmero e a simetria de blastbmeros, percentagem de
fragmentagio e presenga ou ndo de multinuclea¢do). Foram
considerados como embrides de boa qualidade em D2 os
que apresentassem quatro blastdbmeros, simétricos, com
menos de 20% de fragmentagdo e sem multinucleagdo.
Foi realizada a transferéncia embriondria em D2 ou D3,
de acordo com a individualizagdo de cada caso. Quatorze
dias apés a transferéncia embriondria realizou-se a andlise
do B-hCG sanguineo, sendo considerada como gravidez
quimica a presenca de B-hCG positivo (maior ou igual a 25
UI/mL). Para as pacientes com [3-hCG positivo, realizou-se
ultrassonografia transvaginal quatro a cinco semanas apGs
a transferéncia embriondria, sendo considerada gravidez
clinica a presenca de saco gestacional intrauterino com
embrido com batimento cardiaco (bcf) presente.

Para a avaliagdo da resposta a estimulagdo ovariana,
foi analisada a dose total de FSH administrada e o nimero
de dias necessdrios a estimula¢do, ndmero de foliculos com
didmetro médio entre 14 e 18 mm e maiores ou iguais
a 18 mm no dia da administragao do hCG, o nimero de
foliculos puncionados e os odcitos captados®.

Para a coleta sanguinea foram utilizados tubos
estéreis, a vacuo, com EDTA, para coleta de 5 mL de
sangue venoso das pacientes entre o terceiro e o quinto
dia do ciclo menstrual, no més anterior a realizagdo da
estimulagdo ovariana controlada para a realizagao da ICSI.
Neste dia, as pacientes ndo estavam utilizando nenhuma
medica¢do, hormonal ou ndo-hormonal. As amostras
foram centrifugadas a 3.000 rpm por dez minutos e o




soro foi armazenado a -80°C, dividido em duas aliquotas
para posterior andlise.

Métodos laboratoriais

Avaliacao da PL (MDA)
O soro, previamente estocado, foi descongelado até

atingir 37°C. Cerca de 250 pL de cada amostra foi misturado
a 500 pL de TCA-TBA-HCL (15% de 4cido tricloracético,
0,375% de 4cido tiobarbittrico e 0,25N de 4cido cloridri-
co) e aquecido em banho-maria por 15 minutos. Apés o
resfriamento, o precipitado foi centrifugado em 3.000 rpm
por dez minutos. A absorbancia do produto foi medida em
espectrofotdmetro (Spectronic 601-Milto Roy) com com-
primento de onda de 535 nm. O célculo da concentragdo
das TBARS foi realizado considerando-se o coeficiente de
absortividade molar do produto (E535 = 1,56 x 10 > M}
cm'), sendo os resultados expressos em nmol/g proteina.

Quantidade total de hidroperéxidos (FOX)
O sistema de teste FOX| ¢ baseado na oxidagdo do

Fe*? ({fon ferroso) a Fe*? (fon férrico), por vérios tipos de
perdxidos contidos nas amostras a serem analisadas. Na
presenca de xylenol orange forma-se um complexo co-
lorido (xylenol orange-férrico) de cor azul ptrpura, cuja
absorbancia pode ser medida. A determinagéo do total de
hidroperéxidos foi realizada segundo metodologia descrita
por Costa, Santos e Lima**. A absorbancia foi medida em
560 nm e o resultado foi expresso em pmol/g proteina.

O MDA e o FOX foram expressos por g de prote-
ina, que foi determinada utilizando-se o kit Proteinas
Totais Labtest®. O principio dessa metodologia estd na
reacdo entre o fon cobre do reagente biureto, que reage
em contato com as liga¢es peptidicas da proteina, pro-
duzindo uma cor ptrpura, a qual deve ser lida a 540 nm
no espectrofotdmetro.

Produtos de oxidacao proteica (AOPP)
Os niveis dos produtos de oxidagdo proteica presentes

no soro foram determinados por meio de um método que
consiste na mistura de 40 pL de soro a 160 pL de PBS
(tampdo fosfato salino) e 20 pL de 4cido acético glacial
(ultrapuro), a qual foi feita diretamente em microplaca de
fundo chato. A leitura da absorbncia foi realizada com
comprimento de onda de 340 nm. A curva para a realizagdo
desta leitura foi feita com o uso de cloramina T (curva de
10a 100 mM) e iodeto de potdssio (1,16 M), misturando-se
200 pL dos padrdes a 10 pL de iodeto de potdssio e 20 pL
de dcido acético e agitando a placa por seis minutos antes
da leitura®. O resultado final foi expresso em pmol/L.

GSH
A GSH do soro foi medida por um método, no qual

os grupos tidis interagem com o DTNB formando anions.

Nesse ensaio, uma aliquota de 25 pL de soro foi misturada
a 1 mL de tris-EDTA buffer (25 nmol/L Tris-base, 20
mmol/L EDTA, pH 8,2) e a leitura da absorbéncia foi
realizada em um comprimento de onda de 412 nm. Apés
esta leitura, uma aliquota de 25 pL de solucdo estoque de
DTNB (10 nmol/L em etanol absoluto) foi adicionada a
solug¢do, que é mantida a temperatura ambiente durante
15 minutos. Apés este periodo, uma nova leitura foi
realizada utilizando como branco o DTNB*. A curva
para esta leitura foi realizada em duplicata utilizando
DTNB, EDTA e trés diferentes concentracdes de GSH.
O resultado é expresso em nmol/L.

Vitamina E
A determina¢@o da concentragdo de vitamina E

(a-tocoferol) no soro foi realizada segundo o método des-
crito por Arnaud et al.’>. Uma amostra de 200 pL de soro
foi homogeneizada em 200 pL de etanol e homogeneizada
por cinco segundos em vértex. Em seguida foi colocada
em 400 pL de n-hexano, agitada por um minuto e dez
segundos e centrifugada a 3.500 rpm por cinco minutos.
Uma aliquota de 200 pL do sobrenadante (n-hexano) foi
pipetada em tubo de ensaio, que posteriormente foi seco
em nitrogénio, e ressuspensa em 200 pL de fase mdvel,
composta por acetonitrila/diclorometanol/metanol (70:10:20,
v/v/v) e filtrada. Para a determinag¢do das concentracdes
da vitamina E, utilizou-se um HPLC, modelo Shimadzu
LC-9%, sendo a leitura realizada por espectrofotometria a
292 nm. Os resultados foram expressos em pLmol/L.

Andlise estatistica

Para a realizagdo da comparagéo dos niveis dos cinco
marcadores de EO e das varidveis quantitativas relacionadas
aos resultados dos procedimentos de RA entre pacientes in-
férteis controles e com SOP, foi utilizado o teste # de Student.
Para a comparagdo das varidveis qualitativas entre os grupos
foi utilizado o teste exato de Fisher. Em todas as andlises foi
considerado o nivel de significincia de 5% (p<0,05).

Resultados

Apesar de terem sido incluidas somente pacientes
ndo-obesas IMC inferior a 30 kg/m?) no presente estudo,
foi constatado IMC significativamente maior nas pacientes
com SOP (26,7 £ 4,0 kg/m?) quando comparadas as con-
troles (23,4 £ 3,1 kg/m?). Comparando-se os Grupos SOP
e Controle, observou-se que o volume ovariano esquerdo
(7,4 £2,9 mm’e 5,5 £ 2,3 mm’, respectivamente), o
ntimero de foliculos antrais no ovério direito (7,7 £ 4,2
foliculos antrais, 4,3 + 2,8 foliculos antrais, respectiva-
mente) e esquerdo (6,6 £ 3,3 foliculos antrais, 4,4 & 3,2
foliculos antrais, respectivamente) foram significativamente
maiores nas pacientes do Grupo SOP. A dose de FSH total
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Rodrigues JK, Dib LA, Ferriani RA, Jordao Junior AA , Navarro PAAS

Tabela 1 - Comparagdo entre as varidveis demogrdficas, resposta & estimulagtio ovariana com gonadotrofinas e resuliados de ICSI em pacientes com fator tubdrio e/ou masculino de

infertilidade e sindrome dos ovdrios policisticos (SOP)

Variavel Fator tubdrio e/ou masculino (n=58) SOP (n=12) Valor de p
Idade 33,043,9 32,00+3,4 0,4
IMC 23,4431 26,7+4,0 <0,01
FSH Basal 57+2,6 55416 0,84
Volume OD (mm?) 5,8+2,7 7,3+2,9 0,1
Volume OE (mm?) 55+2,3 7,4+2,9 0,01
N’ foliculos OD 4,3+28 7,1+4.2 <0,01
N’ foliculos OE 4,4+3,2 6,6+3,3 0,04
Dose FSH (Total) (mUl/mlL) 2.041,8+642,6 1.443,8+284 5 <0,01
N’ dias estimulactio 9,2+1,6 8,4+1,6 0,13
Foliculos entre 14 e 18 mm h(G 4,7+3,6 5,6+5,4 0,46
Foliculos > 18 mm hCG 2,7£1,8 2,7£15 0,93
Endométrio (mm) 10,8+2,5 10,0+2,6 0,33
N’ oécitos captados 6,2+3,9 7,6%6,0 0,46
N° odcitos maduros 4,78+3,29 5,67+3,96 0,41
N° odcitos fertilizados 3,2141,92 3,75+1,82 0,37
N° embrides clivados 2,7+15 3,6%1,6 0,06
Taxa de maturidade (%) 77,5+22.8 77,8+18,7 0,96
Taxa de fertilizacéio (%) 80,3+24,6 79,2+30,0 0,89
Taxa de divagem (%) 88,5+19,3 88,0+16,9 0,94
N° embrides formados 2,5+14 3,2+1,2 0,12
N° embrides transferidos 1,9+0,6 2,0+0,8 0,53
Taxa de gravidez quimica (cido iniciado -%) 31 33,3 1
Taxa de gravidez quimica (cido com transferéncia -%) 32,7 44,4 0,48
Taxa de gravidez clinica (ciclo iniciado -%) 224 33,3 0,47
Taxa de gravidez clinica (cido com transferéncia-%) 23,6 44,4 0,23

Taxa de maturidade: nimero de odcitos maduros dividido pelo nimero de odcitos captados, multiplicado por 100. Taxa de fertilizagdo: nimero de oécitos fertilizados
dividido pelo nimero de oécitos inseminados, multiplicado por 100. Taxa de clivagem: némero de embrides clivados dividido pelo nimero de oécitos fertilizados,
multiplicado por 100. Taxa de gravidez quimica (para ciclo iniciado): nimero de pacientes com B-hCG positivo dividido pelo nimero de ciclos iniciados, multiplicado por
100. Taxa de gravidez quimica (para ciclo com transferéncia: nimero de pacientes com B-hCG positivo, dividido pelo nimero de ciclos em que foi realizada transferéncia,
multiplicado por 100. Taxa de gravidez clinica (para ciclo iniciado): nimero de pacientes com batimento cardiaco fetal presente dividido pelo ndmero de ciclos iniciados,
multiplicado por 100. Taxa de gravidez clinica (para ciclo com transferéncia): ndmero de pacientes com batimento cardiaco fetal presente dividido pelo nimero de ciclos
em que foi realizada transferéncia, multiplicado por 100. OD: ovério direito. OE: ovério esquerdo. Foi considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Tabela 2 - Comparaciio entre os niveis séricos de malondialdeido (MDA), total de
hidroperdxidos (FOX), produtos de oxidaciio proteica (AOPP), glutationa (GSH) e vitamina
E entre pacientes com fator tubdrio e/ou masculino de infertilidade e sindrome dos ovdrios
policisticos (SOP)

Fator tubario e/ou

Variavel masculino (n=58) SOP (n=12) Valor de p
MDA (ymol /g pt) 22,849,1 27,9493 014
FOX (ymol /g pt) 8,119 78411 0,62
AOPP (pmol/L) 100,2+61,4 124,2+44,7 0,21
GSH (nmol /L) 172,7+47,6 185,64+52,3 0,42
Vitamina E (pmol /L) 23,4+6,7 23,4441 0,22

Foi considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

administrada durante a estimulacdo também foi significa-
tivamente menor no Grupo SOP (1443,8 £ 284,5 mUI/
mL) em relacio ao Controle (2041,8 + 642,6 mUI/mL)
(Tabela 1). Nio foi observada diferenca significativa entre
os Grupos SOP e Controle em relacio a idade (33,0 + 3,9
anos, 32,00 * 3,4 anos, respectivamente) e niveis de FSH
basal (5,7 £ 2,6 UI/mL, 5,5 + 1,6 Ul/mL, respectivamente).
Também ndo observamos diferenca significativa entre os
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Grupos SOP e Controle em relagéo a resposta a estimula¢do
ovariana com gonadotrofinas (nimero de dias de estimu-
lagdo, nimero de foliculos entre 14 e 18 mm no dia de
administragio do hCG, ntimero de foliculos > 18 mm no
dia de administra¢do do hCG, ndmero de o6citos captados
e de oécitos maduros) e resultados de ICSI (taxas de ferti-
lizagdo e clivagem, niimero de embrides formados no dia
da transferéncia, nimero médio de embrides transferidos
e taxas de gravidez quimica e clinica por ciclo iniciado e
onde se realizou transferéncia embrionaria) (Tabela 1).

Nio observamos diferenca significativa entre as pa-
cientes inférteis com SOP e controles nos niveis séricos
de MDA (22,8 £ 9,1 pmol/g pt versus 27,9 £ 9,3 pmol/g
pt, respectivamente), hidroperdxidos (8,1 £ 1,9 pmol/g
ptversus 7,8 £ 1,1 pmol/g pt, respectivamente), produtos
de oxidagdo proteica (100,2 £ 61,4 pmol/L versus 124,2
+ 44,7 pmol/L, respectivamente), GSH (172,7 £ 47,6
nmol/L versus 185,6 = 52,3 nmol/L, respectivamente) e
vitamina E (23,4 = 6,7 pmol/L versus 23,4 £ 4,1 pumol/L,
respectivamente) (Tabela 2).




Discussao

No presente estudo evidenciamos que o volume
ovariano esquerdo e o ndmero de foliculos antrais foram
maiores no Grupo SOP, o que é condizente com os critérios
diagnésticos atualmente mais utilizados'.

Em virtude de a obesidade ser uma varidvel asso-
ciada a aumento das taxas de abortamento espontineo,
incluimos apenas pacientes ndo-obesas no presente
estudo. Entretanto, foi observado que houve diferenca
significativa em relacio ao IMC das pacientes deste
estudo, sendo os valores de IMC mais elevados nas
pacientes com SOP (IMC médio de 26,7 kg/m?, com-
pativel com sobrepeso) quando comparadas ao Grupo
Controle IMC médio de 23,4 kg/m?, compativel
com normalidade). Estes dados sio concordantes com
alguns dados epidemiolégicos®*~¢, que evidenciam
maior prevaléncia de sobrepeso nas portadoras de SOP
e mais vulnerabilidade ao insucesso na fertilizagdo e
implanta¢io embriondria®’.

Apesar do uso cada vez mais rotineiro das técnicas
de fertilizagfo assistida no tratamento da infertilidade
relacionada a SOP*®, persistem as controvérsias sobre os
piores resultados destes procedimentos neste grupo de
mulheres, especialmente caracterizados pelas menores taxas
de fertiliza¢do’. Questiona-se o papel da piora da qualidade
oocitdria, associada a altera¢des na foliculogénese como
potencial contribuinte para estes achados. Todavia, a SOP
é uma sindrome bastante heterogénea, sendo que a diver-
sificada expressdo de fendtipos e de anomalias reprodutivas
e metabdlicas associadas a sindrome pode levar a diferengas
na foliculogénese e na aquisi¢ao da competéncia oocitdria
para o desenvolvimento®S. E possivel que estas diferencas
fenotipicas possam justificar as diferengas relativas aos
resultados de FIV, e a andlise de subgrupos de pacientes
poderia auxiliar na elucida¢do desta questdo.

No presente estudo comparamos a resposta a es-
timulag¢do ovariana com gonadotrofinas e os resultados
da ICSI, entre pacientes inférteis ndo-obesas, controles
(fatores masculino e/ou tubdrio) e portadoras de SOP sem
hiperinsulinemia. Neste subgrupo de pacientes com SOP
ndo foi encontrada diferenga significativa em relagdo ao
controle referente a resposta a estimula¢do ovariana com
gonadotrofinas quando foi analisado o ntimero de dias
necessarios, a estimulag@o, a espessura do endométrio,
o nimero de foliculos entre 14 e 18 mm e maiores ou
iguais a 18 mm no dia da administragdo do hCG, o ni-
mero de foliculos puncionados e de o6citos captados. A
dose total de gonadotrofinas utilizadas para a estimulagdo
ovariana foi menor entre as pacientes com SOP, coerente
com virios estudos publicados e, pelo menos em parte,
relacionada ao maior ndmero de foliculos antrais, um dos

preditores de reserva ovariana mais utilizados em centros
de reproducio assistida®?*”.

Nio foi evidenciada diferenca entre o Grupo Controle
e 0 SOP quanto aos resultados de ICSI (taxas de fertiliza-
¢do e clivagem, nimero de embrides formados no dia da
transferéncia, nimero médio de embrides transferidos e
taxas de gravidez quimica e clinica por ciclo iniciado e
transferido). A casuistica apresentada no Grupo SOP é
pequena em compara¢io a do Grupo Controle. Ressaltamos
que, atualmente, a realizacdo de fertilizagdo in vitro é
recomendada como terceira linha no tratamento destas
pacientes®® o que, aliado aos rigidos critérios de inclusdo
e exclusdo, limitou o ndmero de pacientes elegiveis para
o presente estudo. Mas, convém salientar que todas as
pacientes elegiveis ao longo do periodo de inclusdo aceita-
ram em participar do estudo, eliminando o potencial viés
relativo a inclusdo. Em conjunto, estes dados evidenciam
que neste subgrupo especifico de portadoras de SOP, ou
seja, pacientes ndo-obesas e sem hiperinsulinemia, ndo
hé diferenca entre a resposta a estimulac¢do ovariana e os
resultados da ICSI, o que precisa ser mais bem avaliado
em estudos com maiores casuisticas.

Os dados preliminares do presente estudo ndo
evidenciaram diferenga significativa nos niveis médios
de produtos avangados de oxidagdo protéica (AOPP) e
malondialdeido (MDA) no soro de pacientes inférteis
com SOP e com infertilidade por fator tubdrio e/ou mas-
culino. Todavia, foi observada tendéncia a maiores niveis
destes dois marcadores de EO no soro de pacientes com
SOP, confirmando estudos que evidenciaram maiores
niveis séricos de AOPP ou grupamentos carbonila®! e
MDA neste grupo. Se considerarmos como objetivo
primdrio a identificagdo de diferenga nos niveis séricos de
proteinas oxidadas entre os grupos, pode-se usar os dados
do presente estudo piloto para aferir o cdlculo amostral.
Assim, considerando que os niveis médios de AOPP no
Grupo SOP sio 124,2 pmol/L, com desvio padrio de 44,7
pmol/L, para a minima diferenca detectdvel absoluta de
24, com a de 0,05 e poder do teste = 80%, seriam neces-
sdrias cerca de 55 pacientes por grupo. Nio identificamos
diferenca nos niveis médios de vitamina E, GSH e total
de hidroperéxidos. A andlise da influéncia de diferentes
marcadores séricos de EO nos resultados de RA, em pa-
cientes inférteis, com SOP, precisa ser mais bem analisada
por estudos com metodologias pertinentes.

E possivel que as diferencas fenotipicas (reprodutivas
e metabdlicas) em portadoras de SOP possam justificar as
controvérsias relativas aos resultados de FIV. No presente
estudo, comparando a resposta a estimulagdo ovariana com
gonadotrofinas e os resultados da ICSI, entre pacientes
inférteis nao-obesas, controles (fatores masculino e/ou
tubdrio) e portadoras de SOP sem hiperinsulinemia, ndo
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evidenciamos diferengas significativas entre os grupos
analisados. Compativel com estes achados, também ndo
detectamos diferenga nos marcadores séricos de EO neste
subgrupo de pacientes. Ressaltamos, todavia, que as inter-
pretacdes acerca da acio do EO sobre os resultados de RA
ainda nfo estdo muito claras e as implicacdes reprodutivas
do EO precisam ser melhor avaliadas.
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