RoborpHo Cruz VIERA!
loNARA DiNiZ EVANGELISTA
SANTOS BARCELOS!

ELisA MELO FERRERA!

MARIA CRISTINA PICINATO
MEDEROS DE ARAUIO?

RosANA MARIA DOS REis?

Rul ALBERTO FERRIANI*

PAULA ANDREA DE ALBUQUERQUE

SALLES NAVARRO®

Avaliacao de anomalias meio6ticas de odcitos
em pacientes com sindrome dos ovarios
policisticos submetidas a estimulacao
ovariana

Evaluation of meiotic abnormalities of oocytes from polycystic ovary
syndrome patients submitted to ovarian stimulation

Artigos originais

Palavras-chave

Sindrome do ovério policistico
Odcitos/andlise

Injegdes de esperma infracitoplasmicas
Inducdo de ovulacdo

Infertilidade feminina

Infertilidade masculina

Keywords

Polycystic ovary syndrome
Oocytes/analysis

Sperm injections, infracytoplasmic
Ovulation induction

Infertility, female

Infertility, male

Resumo

OBJETIVO: avaliar o fuso meidtico e a distribuicdo cromossémica de odcitos maturados in vitro, obtidos de ciclos
estimulados de mulheres inférteis com sindrome dos ovérios policisticos (SOP) e fatores masculino e/ou tubdrio de
infertilidade (Grupo Controle) e comparar as taxas de maturagdo in vitro (MIV) entre os dois grupos avaliados.
METODOS: cinco pacientes inférteis com SOP e oito pacientes confroles, submetidas & estimulacdo ovariana para
injecdo infracitoplasmdtica de espermatozéide, foram selecionadas prospectiva e consecutivamente, e consfituiram
os grupos de estudo e Controle, respectivamente. Odcitos imaturos captados apds estimulacdo ovariana para
a realizagdo de injecdo infracitoplasmdtica de espermatozdide (21 e 29, respectivamente, nos Grupos SOP e
Controle) foram submetidos & MIV. Apenas os oécitos que apresentaram a extrusdo do primeiro corplsculo polar
apds a MIV foram fixados e submetidos & imunocoloragdo e andlise por microscopia de fluorescéncia para avaliogdo
morfolégica do fuso e da distribuicdo cromossémica. A andlise estatistica foi realizada ufilizando o teste exato de
Fisher, com significéncia esfatistica quando p<0,05. RESULTADOS: as taxas de MIV foram similares entre os dois
grupos (47,6 e 44,8%, respectivamente, nos Grupos SOP e Confrole). Seis dos dez odcitos (60%) analisados do
grupo de estudo e quatro dos 12 obcitos (33,3%) analisados do Grupo Controle apresentaram anomalias meidticas,
caracterizadas por anomalias do fuso e/ou distribuicdo cromossémica oocitdria, sem diferenca significativa entre os
grupos. CONCLUSQOES: os dados do presente estudo ndo demonstraram diferenca significativa nas taxas de MIV
e nas proporgdes de anomalias meidticas enfre os odcitos maturados in vitro, provenientes de ciclos estimulados de
pacienfes com SOP, quando comparados aos controles.

Abstract

PURPOSE: o evaluate the meiofic spindle and the chromosome disfribution of in vitro matured oocytes obtained from
stimulated cycles of infertile women with polycysfic ovary syndrome (PCOS| and with male factor and/or tubal infertility
(Control Group) and compare in vifro maturation (VM) rates between the groups analyzed. METHODS: five infertile
patients with PCOS and eight controls, submitted to stimulated cycles for infracytoplasmic sperm injection, were selected
prospectively and consecutively, and respectively assigned to the study group and the Control Group. Immature oocytes
(21 and 29, respectively, from PCOS and Control Group) were submitied to VM. After VM, oocytes with first polar
body extruded were fixed and submitted fo immunostaining and fluorescence microscopy for morphological evaluation
of the spindle and of chromosome distribution. Statistical analysis was performed by the Fisher test with significance,
when p<0.05. RESULTS: VM rates were similar between groups (47.6 e 44.8%, respectively, for PCOS and Control
Group). Six of the ten oocytes (60%) from the study group and four of the 12 oocytes (33.3%) from the Control Group
presented meiotic anomalies of the spindle and/or anomalous chromosome distribution, without statistical difference
between groups. CONCLUSIONS: data from the present study did not demonstrate significant difference neither in
IVM rates nor in the proportions of meiofic anomalies between in vitro matured oocytes obtained from stimulated cycles
from PCOS patients and confrol ones.
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Introducao

Apesar do uso cada vez mais freqiiente das técnicas
de reprodugdo assistida (TRA) para o tratamento da in-
fertilidade relacionada a sindrome dos ovérios policisticos
(SOP), permanece incerto se o sucesso destes procedimen-
tos difere entre as pacientes com e sem esta sindrome.
Alguns autores relatam menores taxas de fertilizacdo e
maior incidéncia de abortamentos ap6s a realizacdo de
TRA neste grupo de pacientes’?. Questiona-se o papel
do comprometimento da receptividade endometrial e
da qualidade oocitdria na génese dos efeitos deletérios
da SOP sobre a fertilidade feminina®*. Postula-se que as
concentragdes elevadas de hormoénio luteinizante (LH) na
fase folicular, ao interferir na foliculogénese, poderiam
resultar em odcitos de ma qualidade’. E possivel que
outras altera¢des enddcrinas e metabdlicas associadas a
esta sindrome também possam estar relacionadas com o
comprometimento da qualidade oocitdria, o que precisa
ser elucidado. O comprometimento da qualidade oocitiria,
por sua vez, poderia contribuir para a reducio das taxas
de fertilizagdo, observadas apds a realizacdo de TRA.

Os estudos que avaliaram de forma ndo invasiva a
qualidade oocitdria em pacientes com SOP utilizaram a
andlise de pardmetros como a taxa de odcitos em metdfase
I1°% e a andlise da morfologia do complexo cumulus-oécito”!.
Contudo, pela fraca correlagdo destes pardmetros com
o desenvolvimento embriondrio subseqiiente, e, conse-
qlientemente, com o prognostico da gestag¢do, supoe-se
que estes critérios ndo sejam os preditores adequados da
real qualidade oocitdria. Entretanto, ndo se dispuseram
de estudos que tenham avaliado a qualidade oocitdria
em portadoras de SOP por meio da andlise de critérios
morfoldgicos mais objetivos e, potencialmente, capazes de
predizer a real capacidade desenvolvimental oocitdria.

A qualidade oocitdria é decorrente de fatores corre-
lacionados as competéncias nuclear e citoplasmdtica. A
competéncia citoplasmdtica é responsdvel pela capacidade
do odcito de suportar a fertilizagdo e o desenvolvimento
embriondrio inicial. A competéncia nuclear é caracterizada
pela qualidade da cromatina e do fuso meiético oocitd-
rio, estrutura tempordria e dindmica, constituida por
microtibulos polimerizados, importante na segregacio
cromossdmica e na divisdo celular'' . Qualquer alteragao
no complemento cromossémico, que possa ser originada
por uma alteracdo do fuso meiético, poderia conduzir
a um estado de aneuploidia por ndo-disjungdo, jungdo
desbalanceada ou disjuncdo prematura das cromdtides e
perda de cromossomos, comprometendo a fertilizagdo e
o subseqiiente desenvolvimento embrionério'*!>. Desta
forma, para que o o6cito maduro esteja preparado para
a fertilizagdo, é necessdrio que o fuso meiético, estru-
tura fundamental no processo de maturag@o e ativagdo

oocitdrias, mantenha sua integridade e funcionalidade.
Até o presente momento, ndo foram dispostos estudos
que tenham avaliado a morfologia do fuso celular e
distribui¢do cromossémica oocitdria de pacientes com
SOP, comparadas a mulheres inférteis sem esta sindro-
me. Ressalta-se que a avaliagdo da qualidade oocitdria
por meio do estudo morfolégico da organizagdo e
distribui¢do estrutural do fuso meiético, responsavel
pela organizagdo do contetido nuclear e também pela
divisdo celular oocitdria, € um método simples, com boa
reprodutibilidade e que ajudaria a esclarecer uma das
potenciais varidveis relacionadas a piora da qualidade
oocitdria em portadoras de SOP.

Assim, no presente estudo, avaliaram-se o fuso
meidtico e a distribui¢do cromossdmica de odcitos
maturados iz vitro obtidos de ciclos estimulados de
mulheres inférteis com SOP, comparando com os dados
obtidos de odcitos de um Grupo Controle, constituido
por mulheres com fatores masculino e/ou tubdrio de
infertilidade. Como objetivo secunddrio, compararam-
se as taxas de maturag¢do oocitdria iz vitro, nos Grupos
SOP e Controle, de o6citos imaturos, obtidos em ciclos
estimulados com gonadotrofinas.

Métodos

Pacientes e escolha da amostra

Foram incluidos, no presente estudo, consecutivamente,
todos os casais submetidos a estimulagdo ovariana para a
realizagdo de injecdo intracitoplasmadtica de espermato-
z6ides (ICSI), junto ao Setor de Reprodu¢ao Humana do
Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo
Paulo (FMRP-USP), no periodo de abril de 2006 a abril
de 2007, que preencheram os critérios de inclusdo abaixo
descritos e manifestaram o desejo de participar do pro-
jeto, mediante a assinatura do termo de consentimento
pos-informado.

Foram incluidas pacientes inférteis com idade <38 anos,
indice de massa corpérea (IMC) <30 kg/m’ e FSH basal
<10 mUI/mL, distribuidas em dois grupos: Grupo SOP
(sindrome dos ovdrios policisticos, diagnosticada segundo
os critérios definidos pelo Consenso de Rotterdam)'®, cons-
tituido de cinco pacientes com infertilidade secunddria a
presenca exclusiva de anovulagdo cronica, e Grupo Controle,
composto por oito pacientes com infertilidade secunddria a
fator masculino e/ou tubdrio (excluidos os casos de hidros-
salpinge). Foi considerada como critério de inclusdo para
ambos os grupos a presenca de o6citos imaturos captados
e doados que, ap6s maturagdo iz vitro (MIV), tornaram-se
maduros (atingiram a metéfase da segunda divisao meidtica,
morfologicamente identificada pela presenca da extrusio
do primeiro corpusculo polar).




Durante o periodo de inclusdo, foram obtidos, res-
pectivamente, nos Grupos SOP (14 ciclos estimulados
de 12 pacientes) e Controle (30 ciclos estimulados de
23 pacientes), 21 e 29 o6citos imaturos. Apés MIV, dez
o6citos no Grupo SOP (provenientes de cinco pacientes) e
12 (oriundos de oito pacientes) no Grupo Controle apre-
sentaram a extrusdo do primeiro corpuasculo polar, sendo
fixados, processados e analisados no presente estudo.

Foram excluidas do estudo pacientes que utilizaram
medicamentos que pudessem interferir na foliculogénese
ovariana nos dois meses que antecederam o inicio da esti-
mula¢do ovariana (como antiinflamatdrios ndo esteroidais
e corticosterdides).

A estimulagdo ovariana seguiu o protocolo do setor,
que, sucintamente, inclui a programacio do inicio do
ciclo mediante o uso de contraceptivos orais combinados,
dessensibilizac¢do hipofisdria com agonistas do hormdnio
liberador de gonadotrofinas (GnRH, protocolo longo),
estimula¢do ovariana controlada com gonadotrofina
(FSH recombinante) e administra¢io de gonadotrofina
coridnica humana (hCG) 34 a 36 horas antes da realizagdao
da captagdo oocitdria.

As pacientes foram submetidas a uma inje¢do subcu-
tinea didria de 0,5 mg de acetato de leuprolide (Lupron®,
Abott, Brasil), iniciada dez dias antes da ultra-sonografia
basal, previamente ao inicio da estimula¢do ovariana.
Foram utilizadas diariamente 200 a 300 unidades de
FSH recombinante (Gonal-F®, Serono, Brasil; Puregon®,
Organon, Brasil), nos primeiros seis dias da estimulagao
ovariana. No sétimo dia da estimula¢do ovariana foi
iniciada a monitorizac¢do ultra-sonogréfica do ciclo. A
partir deste momento, o controle ultra-sonogréfico foi
realizado diariamente ou a cada dois dias, e a dose de
gonadotrofinas foi ajustada de acordo com o crescimento
folicular observado. A suspensdo das gonadotrofinas e
do agonista do GnRH foi realizada quando pelo menos
dois foliculos apresentavam didmetro médio de 18 mm,
quando foi administrada 250 pg de hCG recombinante
(Ovidrel®, Serono, Brasil) as 22h. Cerca de 34 a 36 horas
ap6s a administra¢gdo do hCG, a paciente foi subme-
tida a captagdo oocitéria, sob seda¢do endovenosa com
propofol (Diprivan®, Astra-Zeneca, Brasil) e citrato de
fentanil (Fentanil®, Janssen-Cilag, Brasil). A aspiragdo
folicular foi realizada por meio de ultra-sonografia, com
transdutor transvaginal de 5 MHz acoplado a guia de
puncio, sob a forma de pool. O material aspirado foi
analisado para a identifica¢@o e o isolamento dos com-
plexos o6cito-cumulus (COC). Apés lavagem cuidadosa,
os COC identificados foram colocados em placas NUNC
(Multidish 4 wells Nuclon, Delta SI), preenchidas
com o meio de cultura Human Tubal Fluid-HEPES
(HTF, Irvine Scientific) suplementado com 10% soro
sintético substituto (SSS), cobertas com 6leo mineral

(Sigma-Aldrich), e levados a incubadora, em mistura
gasosa de CO, a 5%, sob temperatura de 37°C e 95%
de umidade, por um periodo de duas a quatro horas.
Ap6s este periodo, foi realizado o desnudamento oocitd-
rio, utilizando-se a exposi¢do dos COC a hialuronidase
(H4272 tipo IV-S, Sigma; 80 UI/mL) por 30 segundos,
seguida pela remogio mecinica das células do cumulus em
meio HTF-SSS, com o auxilio de uma pipeta Stripper
(Denuding Pipette, Cook; 130 pm).

Imediatamente apds o desnudamento oocitdrio,
realizou-se a andlise morfolégica para identificagdo
do grau de maturidade dos odcitos, sob visualiza¢do
ao microscépio de luz. Os odcitos que atingiram a
metdfase IT (MII, caracterizada morfologicamente pela
extrusio do primeiro corpuasculo polar, CP) foram
considerados maduros e incubados em gotas de 25 pL
de HTF + SSS 10% por uma hora para, entdo, serem
inseminados por meio da realiza¢dao da ICSI, nio sendo,
portanto, analisados no presente estudo. Os odcitos
que apresentaram sinais de danos mecinicos ou sinais
de atresia (citoplasma irregular, escuro ou granulado)
foram descartados. Os 06citos que estavam em estdgio
de vesicula germinativa (VG, auséncia de CP extruso
e presenga de VG) ou de metdfase I (auséncia do CP e
da VG) foram considerados imaturos, e, portanto, sem
utilidade clinica para a realizagdo de ICSI, sendo sub-
metidos a MIV, como descrito a seguir, para utilizagdo
no presente estudo.

Para MIV, os o6citos imaturos foram transferidos
para placas de cultivo em microgotas de 25 pL do meio
HTF + SSS 10% (meio previamente equilibrado por
periodo 24 horas) e levados a incubadora em mistura
gasosa de CO, a 5%, sob condigdes ideais de tempera-
tura (37°C) e umidade (95%), por periodo previamente
definido. Os oécitos no estdgio de vesicula germinativa
foram mantidos nestas condi¢des de cultivo por um
periodo de 19£1 hora e aqueles em metéfase I, por
47£0,5 hora, conforme curva de maturagdo previamente
realizada neste servigo, utilizando os meios e condig¢des
de cultura previamente descritos. Apés este periodo
pré-estabelecido de cultivo, foi realizada novamente a
andlise do grau de maturag@o oocitdria. Os odcitos que
ndo atingiram a MII apés o periodo descrito, assim como
os que degeneraram, foram descartados. Os odcitos que
atingiram o estdgio de MII foram fixados para andlise por
microscopia de imunofluorescéncia para caracterizagio
do fuso celular e distribui¢do cromossémica, conforme
previamente descrito'”'®. A taxa de MIV (definida
dividindo-se o nimero de o6citos que atingem a MII
pelo nimero total de obcitos imaturos submetidos a
MIV) foi calculada para os dois grupos estudados.

Para a fixa¢do e coloragdo dos odcitos para a micros-
copia de imunofluorescéncia, utilizaram-se reagentes
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adquiridos da Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO),
com excegdo dos descritos individualmente a seguir. Os
o6citos maturados 7z vitro foram colocados em um fixador
adequado para propiciar a estabilidade do fuso celular,
composto por um tampdo estabilizador (0,1 M Pipes,
5 mM cloreto de magnésio hexahidratado e 2,5 mM
etileno glicol tetra-acético dcido, EGTA, 50% de 6xido
de deutério, 0,01% de apronitina de pulmdo bovino,
1 mM DTT, 1 pM taxol, 0,5% Triton-X, 2% formal-
deido e dgua de MilliQ), previamente aquecido a 37°C
por 30 minutos. Os obcitos foram fixados a 37°C por 30
minutos e lavados quatro vezes em solugdo tampdo de
lavagem (15 minutos cada) composta por 0,02% NaN,,
0,01% Triton-X, 0,2% leite desnatado, 2% soro normal
de cabra, 0,1 M de glicina, 2% BSA(V) e PBS, na qual
ficaram por duas horas a 37°C. Ap6s esse periodo, os o6ci-
tos foram lavados uma vez na solu¢do tampio de lavagem
para incubag¢do com o anticorpo primdrio (beta tubulina
de camundongo, dilui¢ao 1:1.000 em solugdo de PBS com
0,02% NaN, e 0,1% BSA(V)) por quatro horas a 37°C.
Em seguida, foram lavados mais trés vezes (15 minutos
cada) e incubados com o anticorpo secunddrio (imuno-
globulina de cabra anti-camundongo FITC-conjugada,
Zymed Laboratories, Invitrogen Corporation, Calsbad,
CA, USA, diluic¢do 1:200 na mesma solug¢io de dilui¢do
acima descrita) por duas horas a 37°C. Ap6s mais trés
lavagens de 15 minutos cada, os o6citos foram corados
com Hoechst 33342 em meio suporte por dez minutos a
temperatura ambiente, montados entre limina e laminu-
la, estocados a 4°C e mantidos no escuro até observagio
em microscépio de imunofluorescéncia (Zeiss Axiovert
100TV), realizada dentro de uma semana do preparo da
lamina, para andlise morfolégica do fuso meidtico e da
distribui¢do cromossdmica.

O fuso meidtico foi considerado normal quando
apresentou a forma de barril e estava disposto em posi¢ao
centripeta em relagdo ao corpusculo polar. Os cromossomos
apresentaram distribui¢do normal quando estavam reunidos
na placa metafdsica e bem alinhados no equador do fuso
celular oocitdrio. Consideraram-se como tel6fase I os o6citos
que apresentaram fuso celular alongado, perpendicular a
membrana oocitdria, com cromossomos distribuidos nas

suas extremidades. Foi considerada ativa¢do partenogenética
a presenca de extrusdo do segundo corpusculo polar.

Se os cromossomos apresentavam-se dispersos, desalinha-
dos ou fragmentados, se a cromatina feminina encontrava-se
aglomerada com microtdbulos interfdsicos, se o formato
do fuso nio estava normal (forma de barril) ou se 0 mesmo
apresentava ruptura, este foi considerado anormal.

A comparagio entre as taxas de MIV e a propor¢ao
de anormalidades do fuso celular e distribui¢do cromos-
sbémica entre os dois grupos estudados foi realizada pelo
teste exato de Fisher. O grau de significincia (alfa) foi
definido em 0,05 (bicaudal), sendo que o valor de p<0,05
foi considerado estatisticamente significativo.

Resultados

No grupo de estudo, dos 21 o6citos imaturos
submetidos a2 MIV, dez atingiram a MII, caracterizada
pela extrusdo do primeiro corpuasculo polar. No Grupo
Controle, 13 dos 29 o6citos imaturos submetidos a MIV
atingiram a MII. As taxas de MIV foram similares entre
os dois grupos avaliados (47,6 e 44,8%, respectivamente,
nos Grupos SOP e Controle).

Por dificuldades técnicas durante a execu¢io do
protocolo de imunofluorescéncia, um oécito do Grupo
Controle ndo pdde ser analisado. Desta forma, foram ana-
lisados dez o6citos do grupo de estudo (SOP) e 12 odcitos
do Grupo Controle, que, segundo andlise por microscopia
6ptica, estavam em MII. No grupo de estudo, dos dez
oécitos avaliados, foram observados trés o6citos normais
em MII (30%), seis MII anormais (60%) e um em esta-
gio de teléfase I normal (10%). No Grupo Controle, dos
12 o6citos analisados, foram observados quatro MII
normais (33,3%), quatro MII anormais (33,3%), um
o6cito em teléfase I normal (8,4%) e trés sofreram ativa-
¢do partenogenética (25%). Nio foi detectada diferenca
significativa na incidéncia de anomalias meidticas entre
os dois grupos avaliados (Tabela 1).

Discussao

O presente estudo foi o primeiro na literatura que
avaliou as propor¢des de anomalias meidticas nos o6citos

Tabela 1 - Resultados da andlise do fuso celular e configuraciio cromossdmica de oécitos maturados in vitro, obtidos de ciclos estimulados de pacientes com sindrome dos ovarios policisticos

(SOP) e infertilidade por futores masculino e/ou tubdrio (Grupo Controle)

Grupos 06.':“05 Metdfase Il normal Metdfase Il anormal Teléfase I normal Ativu;ﬁq .
analisados partenogenética
n n % n % n % n %
SoP 10 3 30,00 6 60,00 1 10,0c 0 0
Controle 12 4 33,3 4 33,30 1 8,3 3 25

Odcitos analisados: odcitos imaturos, obtidos em ciclos estimulados com gonadotrofinas, que, apés maturag&o in vitro, apresentaram a extrusdo do primeiro corpisculo

polar; n=ndmero.

Mesmos sobrescritos®>< dentro da mesma coluna indicam auséncia de diferenca significativa (p>0,05; teste exato de Fisher).




maturados 7z vitro provenientes de ciclos estimulados de
pacientes com SOP, comparando-as aos de mulheres com
fatores tubdrio e/ou feminino de infertilidade. Os dados do
presente estudo ndo evidenciaram diferenca significativa nas
freqiiéncias de anomalias meidticas entre estes dois grupos
estudados. Contudo, sugerem tendéncia a maior ocorréncia
de anomalias meidticas nos odcitos de mulheres com SOP.
Se confirmados, os referidos achados poderdo contribuir
para a elucidagdo de um dos mecanismos envolvidos na
sugerida piora da qualidade oocitdria em portadoras desta
afec¢do, quando submetidas a estimulag¢do ovariana para
a realizacdo de TRA de alta complexidade.

O uso de o6citos humanos maduros em pesquisas
utilizando metodologias invasivas, como a microscopia
de imunofluorescéncia, que requer a fixagdo e coloracio
do material, inviabilizando-o para o uso clinico, deparar-
se-ia com a grande dificuldade de doagdo e a conseqjiiente
escassez de material. Por isso, optou-se pela utilizacdo de
obcitos imaturos, obtidos apds captacdo ovariana em ciclos
estimulados com gonadotrofinas enddgenas, que, apés
periodo pré-definido de MIV, apresentaram a extrusdo
do primeiro corpisculo polar. Todavia, a baixa propor-
¢do de odcitos imaturos obtidos nos ciclos estimulados
(16,7 e 12,4% de obcitos imaturos, respectivamente,
nos Grupos Controle e SOP), associada a necessidade de
que apresentassem a extrusdo do primeiro corpuisculo
polar apés MIV, para que fossem utilizados no presente
estudo, justificou a pequena casuistica obtida apds um
ano de inclusdo de pacientes elegiveis para participarem
do presente estudo.

Nio se observou diferenca significativa nas taxas de
MIV entre os dois grupos avaliados. Utilizando meios e
condi¢des de cultivo previamente descritos, obtiveram-
se taxas de MIV de 47,6 e 44,8%, respectivamente, nos
Grupos SOP e Controle, abrindo perspectivas de obtengdo
de cerca de 50% de o6citos maduros a partir da realizagdo
de MIV de oécitos imaturos, obtidos em ciclos estimulados.
Esta estratégia poderia ter utilidade prética, sobretudo
nos casos em que forem captados poucos odcitos maduros
e forem dispostos o6citos imaturos, que, habitualmente,
ndo sdo utilizados na prética clinica, possibilitando a
obten¢do de um maior nimero de embrides passiveis de
serem transferidos a fresco e/ou criopreservados. Estudos
futuros serdo importantes para analisar a viabilidade e a
competéncia destes o6citos maturados 7z vitro, obtidos
em ciclos estimulados, para suportar o desenvolvimento
embriondrio subseqiiente.

Todavia, é importante ressaltar-se que, apesar de a
visualizagdo da extrusdo do primeiro corpuisculo polar ter
sido o critério morfoldgico utilizado no presente estudo
para caracterizar a maturidade oocitdria, o que ¢ larga-
mente empregado nas clinicas de reprodugdo assistida,
observou-se a presenca de odcitos em teléfase I (o6citos

que ndo completaram a meiose I) em ambos os grupos
avaliados (10 e 8,4%, respectivamente, nos Grupos SOP
e Controle). Ressaltou-se que as taxas de fertilizagdo de
odcitos em teléfase I parecem ser inferiores as observadas
ap6s a inseminagdo de o6citos em MII e que a utilizagdo
da andlise ndo invasiva do fuso meidtico oocitério, por
meio da microscopia de polariza¢do, poderia contribuir
para a identificagdo dos odcitos que, apesar de apresenta-
rem a extrusdo do primeiro corpdsculo polar, ainda ndo
completaram a meiose I'*°.

Ressaltou-se que os nossos dados evidenciaram um
elevado percentual de anomalias meidticas, caracterizadas
por anormalidades do fuso e/ou distribui¢do cromossdmica
oocitdrias, tanto nos o6citos em MII do Grupo Controle
(33,3%) como no grupo de estudo (60%). Nio se dispu-
seram de dados na literatura avaliando a incidéncia de
anomalias meidticas em o6citos humanos, maturados 7z
vitro, obtidos de ciclos estimulados com gonadotrofinas.
Alguns autores, realizando andlise citogenética de odcitos
em MII, ndo fertilizados apés a realizacdo de fertilizagdo in
vitro convencional, detectaram anomalias cromossOmicas
em 24,6% dos o6citos de portadoras de SOP?. Porém,
tanto o material como as metodologias empregadas foram
distintas das utilizadas no presente estudo, impossibilitando
a adequada comparagdo dos dados obtidos. Encontrou-se
um tUnico estudo publicado avaliando a incidéncia de
anomalias do fuso meidtico e configuracio cromossdmica
em o6citos humanos maturados 772 vitro, obtidos em ciclos
ndo estimulados com gonadotrofinas, evidenciando, res-
pectivamente, 43,7 e 33,3% de anormalidades®. Todavia,
os odcitos maturados iz vitro analisados foram obtidos em
ciclos ndo estimulados com gonadotrofinas. Como se postula
um potencial papel deletério da estimulagdo ovariana com
gonadotrofinas na dinimica do citoesqueleto e competéncia
oocitdria®, é possivel que a incidéncia de anomalias mei-
Gticas seja maior nos obcitos maturados 7z vitro, obtidos
de ciclos estimulados, do que naqueles ndo estimulados,
0 que precisa ser mais bem avaliado por meio de estudos
utilizando metodologia pertinente. Este mesmo estudo®,
comparando a incidéncia de anormalidades mei6ticas
entre os oocitos maturados 7z vitro, oriundos de ciclos nao
estimulados, com os maturados 7z vivo, obtidos em ciclos
estimulados, encontrou uma propor¢ao significativamente
maior de anomalias meidticas nos odcitos maturados 77
vitro, sugerindo que a MIV tenha um efeito deletério sobre
a organizac¢do do fuso celular e o alinhamento cromosso-
mico oocitdrio. Desta forma, é provivel que a incidéncia
de anomalias meidticas obtidas no presente estudo (60%),
no qual se analisaram odcitos maturados 7z vitro, obtidos
de ciclos estimulados com gonadotrofinas, seja superior
tanto a observada nos o4citos maturados 772 vivo, utilizados
rotineiramente nas TRA, como a evidenciada em odcitos
maturados iz vitro, porém provenientes de ciclos ndo
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estimulados?. Todavia, como se compararam odcitos de
pacientes com SOP com os de pacientes com fatores tubario
e/ou masculino de infertilidade (Grupo Controle), ambos
maturados 77z vitro, € encontrou-se uma tendéncia a maior
incidéncia de anomalias meidticas nas portadoras de SOP,
estes achados sugerem um possivel comprometimento da
qualidade oocitdria ralacionada a SOP, e ndo apenas a MIV,
o que deverd ser mais bem analisado, aumentando-se a
presente casuistica.

Os dados preliminares do presente estudo ndo evi-
denciaram diferenca significativa nas taxas de MIV e
nas freqiiéncias de anomalias meidticas entre os odcitos
maturados iz vitro provenientes de ciclos estimulados de
pacientes com SOP quando comparados aos de mulhe-
res com fatores tubdrio e/ou masculino de infertilidade.
Contudo, sugerem uma tendéncia a maior ocorréncia de
anomalias mei6ticas, caracterizadas por anormalidades
do fuso e/ou distribui¢do cromossdémica oocitdrias, nos
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