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Rodrigues,JK.. Marcadores de estresse oxidativo em pacientes inférteis ndo obesas com
Sindrome dos ovarios policisticos e inférteis por fator tubario e/ou masculino e
resultados de reproducdo assistida. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade

de Sao Paulo, Ribeirdo Preto - SP, Brasil

Objetivos: As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produtos intermediarios da
metabolizacdo celular e em concentracdes fisioldgicas tem importancia na modulacdo de
processos fisioldgicos do trato reprodutivo feminino. Todavia, 0 estresse oxidativo (EO) pode
estar envolvido nas alteragdes da foliculogénese e na suposta piora da qualidade oocitaria em
pacientes com SOP. Os dados disponiveis acerca da associacdo entre EO, infertilidade e
efeitos deletérios e/ou benéficos sobre a qualidade oocitaria, fertilizacdo, qualidade
embrionaria e o sucesso em Reproducdo assistida (RA) sdo inconsistentes e conflitantes. E
possivel que os distintos fenotipos de pacientes com SOP apresentem diferencas relacionadas
a qualidade oocitaria e resultados dos procedimentos de RA, contribuindo para as
controvérsias encontradas na literatura. Neste sentido, nosso objetivo primario foi comparar
o0s niveis de cinco marcadores de EO entre pacientes inférteis ndo obesas com SOP e inférteis
por fator tubario e/ou masculino (Controle) no soro, durante a fase folicular precoce do ciclo
que antecedeu a estimulagdo ovariana, ap6s bloqueio hipofisério, e ao longo da estimulacéo
com gonadotrofinas e no fluido folicular. Como objetivo secundario comparamos 0s
resultados de RA entre 0s grupos.

Metodologia: Estudo prospectivo, no qual foram consecutivamente incluidas setenta de duas
pacientes inférteis (66 ciclos de 57 pacientes com infertilidade por fator tubario e/ou
masculino e 16 ciclos de 15 pacientes com SOP) submetidas & estimulacdo ovariana
controlada para a realizagdo de injecdo intracitoplasmatica do espermatozdide (ICSI). Foi

realizada coleta de sangue periférico na fase folicular precoce do ciclo menstrual prévio a
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estimulacdo ovariana (D1), ap6s bloqueio hipofisario com agonista do GnRH (D2)e ao longo
da estimulacdo com gonadotrofinas (no dia da administracdo da gonadotrofina coridnica
humana-hCG — D3 e no dia da captacdo oocitaria — D4), e de fluido folicular (FF). Foram
analisados os niveis de malondialdeido (MDA), hidroperdéxidos (FOX), produtos de oxidacao
protéica (AOPP), glutationa e vitamina E, pela leitura da absorbancia em espectofotdmetro e
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Foram avaliados a resposta a estimulacéo
ovariana e os resultados de ICSI nos dois grupos.

Resultados: Os niveis séricos de MDA foram significativamente maiores na fase folicular
precoce do ciclo que antecedeu a estimulacdo ovariana nas pacientes do grupo SOP em
relacdo ao controle (SOP - 27,9 + 8,9 umol/g pt; Controle -22,6 + 9,0 umol/g pt). No grupo
Controle observou-se aumento significativo dos niveis séricos de MDA ap6s bloqueio
hipofisario com gonadotrofinas (D2), quando comparados aos niveis em D1, e em D2 quando
comparados com 0s niveis no dia da captacdo oocitaria (D4). Os niveis de AOPP foram mais
elevados em D2, D3 e D4 em relacdo a D1, enquanto os niveis de FOX foram
significativamente menores em D2, D3 e D4 em relacdo a D1. No grupo SOP né&o se observou
diferenca significativa entre os niveis sericos destes marcadores de estresse oxidativo apos
blogueio hipofisario com agonista do GnRH e durante a estimulacdo ovariana, quando
comparados aos obtidos no ciclo ndo estimulado. Os niveis de MDA foram mais elevados no
grupo SOP em comparagdo ao grupo Controle em D3 e D4. N&o identificamos diferenca
significativa nos niveis foliculares dos cinco marcadores de estresse oxidativo e nos
resultados de RA entre os grupos analisados.

Conclus6es: Evidenciamos niveis significativamente maiores de MDA no soro de pacientes
inférteis ndo obesas com SOP comparadas a mulheres com infertilidade por fatores tubario
e/ou masculino, em ciclos ndo estimulados, sugerindo a presenca de estresse oxidativo

sistémico. Observamos maiores niveis séricos de MDA nas pacientes com SOP comparadas
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as controles também durante a estimulacdo ovariana com gonadotrofinas. Todavia, neste
grupo, ndo houve variacdo significativa dos valores séricos dos cinco marcadores de estresse
oxidativo apos bloqueio hipofisario e durante a estimulacdo ovariana. No grupo infértil por
causa tubaria e/ou masculina, evidenciamos aumento significativo da peroxidacao lipidica e
dano oxidativo as proteinas, assim como reducao dos niveis de hidroperdxidos, apds bloqueio
hipofisario com gonadotrofinas e durante a estimulacdo ovariana, sugerindo associacéo
positiva entre estimulacdo ovariana e estresse oxidativo. N&do observamos diferenca entre os
grupos em relagdo aos marcadores de estresse oxidativo no fluido folicular e resultados de
RA, sugerindo que neste grupo especifico de pacientes com SOP, ndo haja estresse oxidativo
ovariano e piora da qualidade oocitaria. As interpretacdes acerca da influéncia do estresse
oxidativo sobre os resultados de RA, assim como suas potenciais implicacdes reprodutivas

precisam ser mais bem avaliadas.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, infertilidade feminina, resposta a estimulacdo ovariana,

peroxidacdo lipidica, glutationa, vitamina E, resultados de RA, SOP
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Rodrigues,JK.. Oxidative stress markers in non-obese infertile patients with polycystic
ovary syndrome and with infertility due to tubal and/or male factor, and results of
assisted reproduction. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo Paulo,

Ribeirao Preto - SP, Brasil

Objectives: Reactive oxygen species (ROS) are intermediate products of cell metabolism
which, at physiological concentrations, play an important role in the modulation of
physiological processes of the female reproductive tract However, oxidative stress. (OS) may
be involved in changes in folliculogenesis and in the presumed worse oocyte quality in
patients with polycystic ovary syndrome (POS). Available data about the association of OS,
infertility and deleterious and/or beneficial effects on oocyte quality, fertilization, embryo
quality and successful assisted reproduction are inconsistent and conflicting. It is possible
that the different phenotypes of patients with POS differ in terms of oocyte quality and of the
results of AR procedures, contributing to the controversies observed in the literature. In this
respect, our primary objective was to compare the serum levels of five OS markers between
non-obese infertile patients with POS and patients with infertility due to tubal and/or male
factor (control) during the early follicular phase of the cycle preceding ovarian stimulation,
after pituitary blockade, throughout stimulation with gonadotropins, and in follicular fluid. A
secondary objective was to compare AR results between groups.

Methodology: A prospective study was conducted on 72 consecutive infertile patients (66
cycles of 57 patients with infertility due to tubal and/or male factor and 16 cycles of 15
patients with POS) submitted to control ovarian stimulation for intracytoplasmic sperm
injection (ICSI). Peripheral blood was collected during the early follicular phase of the
menstrual cycle preceding ovarian stimulation (D1), after pituitary blockade with a GnRH

agonist (D2) and throughout stimulation with gonadotropins (on the day of the administration
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of human chorionic gonadotrapin (hCG) — D3, and on the day of oocyte retrieval — D4),
together with follicular fluid (FF) samples. Malondialdehyde (MDA), hydroperoxide (FOX),
advanced oxidation protein products (AOPP), glutathione and vitamin E levels were
determined by absorbance readings with a spectrophotometer and by high performance liquid
chromatography. The response to ovarian stimulation and the results of 1CSI were evaluated
in both groups.

Results: Serum MDA levels were significantly higher during the early follicular phase of the
cycle preceding ovarian stimulation in the patients with POS compared to control (POS: -27.9
* 8.9 umol/g pt; Control: -22.6 + 9.0 umol/g pt). A significant increase in serum MDA levels
was observed in the control group after pituitary blockade with gonadotropins (D2) compared
to the levels on D1, and to the levels on D2 compared to the levels on the day of oocyte
retrieval (D4). AOPP levels were higher on D2, D3 and D4 compared to D1, whereas FOX
levels were significantly lower on D2, D3 and D4 compared to D1. No significant differences
in the serum levels of these OS markers were detected in the POS group after pituitary
blockade with a GnRH agonist or during ovarian stimulation when compared to those
detected in the non-stimulated cycle. MDA levels were higher in the POS group compared to
control on D3 and D4. No significant differences in the follicular levels of the five OS
markers or in the AR results were detected between groups.

Conclusions: Significantly higher MDA levels were observed in the serum of non-obese
infertile women with POS compared to women with infertility due to tubal and/or male
factors in non-stimulated cycles, suggesting the presence of systemic OS. We observed higher
serum MDA levels in patients with OS compared to control also during ovarian stimulation
with gonadotropins. However, in this group there was no significant variation in the serum
values of the five markers of OS after pituitary blockade or during ovarian stimulation. In the

group with infertility due to tubal and/or male factor, there was a significant increase in lipid
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peroxidation and oxidative damage to proteins, as well as a reduction of hydroxyperoxides
after pituitary blockade with gonadotropins and during ovarian stimulation, suggesting a
positive association between ovarian stimulation and OS. There were no differences between
groups regarding OS markers in follicular fluid or AR results, suggesting that ovarian OS or
worsened ocoyte quality were not present in this specific group of patients with POS. The
influence of OS on the results of AR, and its potential reproductive implications need to be

better interpreted and evaluated.

Key-words: Oxidative stress, female infertility, response to ovarian stimulation, lipid

peroxidation, glutathione, vitamin E, AR results, POS



49

Lista de figuras



50

Figura 1. Esquema das principais reacdes ocorridas durante o processo de peroxidacéo

1T ][0 ] or: RO PRSPPSO pag. 33

Figura 2. Esquema representativo da peroxidacdo lipidica, enfocando as principais
substancias formadas durante o processo e as metodologias disponiveis para a sua

AV LT o (o TSP RT PRSPPI pag. 34

Figura 3. Esquema da reciclagem e manutengdo dos niveis de vitamina E no

(o] (o= LT IS 14T TSSOSO pag. 37



51

Lista de tabelas



52

Tabela 1 - Comparacdo entre as varidveis demograficas, resposta a estimulacdo ovariana com
gonadotrofinas e resultados de ICSI em pacientes Controle (fator tubario e/ou masculino de

infertilidade) e Sindrome dos OVarios POlICiSticOS (SOP)........cccceoeiiereiniiincie e pag.66

Tabela 2 - Marcadores séricos de estresse oxidativo na fase folicular precoce do ciclo que
antecedeu a estimulacdo ovariana com gonadotrofinas em pacientes com infertilidade de
causa tubaria e/ou masculina (Grupo Controle) e Sindrome dos Ovarios

[0 Tt 1S o0 1) OSSR pég.68

Tabela 3 - Marcadores séricos de estresse oxidativo na fase folicular precoce do ciclo que
antecedeu a estimulacdo ovariana (D1), no dia de inicio da estimulacdo ovariana (D2), no dia
da administracdo da gonadotrofina coridnica humana (D3) e no dia da captacdo oocitaria (D4)

de pacientes com infertilidade por fator tubario e/ou masculing............c.ccocevvevreneiinnnns pag 69

Tabela 4 - Marcadores séricos de estresse oxidativo na fase folicular precoce do ciclo que
antecedeu a estimulacdo ovariana (D1), no dia de inicio da estimulagéo ovariana (D2), no dia
da administracdo da gonadotrofina coriénica humana (D3) e no dia da captagédo oocitaria (D4)

de pacientes inférteis com Sindrome dos 0Varios POliCiStiCOS.........covvevrirerniieieiee pag.70

Tabela 5 - Marcadores séricos de estresse oxidativo na fase folicular precoce do ciclo que
antecedeu a estimulacéo ovariana (D1), no dia de inicio da estimulacdo ovariana (D2), no dia

da administragdo da gondotrofina coridnica humana (D3) e no dia da captagéo oocitaria (D4)



53

de pacientes com infertilidade por fator tubario e/ou masculino (Grupo Controle) e com

Sindrome dos OVArios POIICISTICOS. ........cviiiiiieie e pag 71

Tabela 6 - Comparacdo entre marcadores de estresse oxidativo no fluido folicular em
pacientes com infertilidade por fator tubario e/ou masculino (Grupo Controle) e com

Sindrome dos OVArios POIICISTICOS. ........ccviiveiieie e pag 72

Tabela 7 - Comparacdo entre os valores de malondialdeido (MDA) no soro na fase folicular
precoce do ciclo que antecedeu a estimulacdo ovariana (D1), no dia de inicio da estimulacdo
(D2), no dia da administragdo da gonadotrofina coriénica humana (D3) e no dia da captacao

oocitaria (D4) e no fluido folicular entre pacientes dos grupos Controle e

Tabela 8 - Comparacéo entre os valores de produtos de oxidagdo protéica (AOPP) no soro na
fase folicular precoce do ciclo que antecedeu a estimulacdo ovariana (D1), no dia de inicio da
estimulacéo (D2), no dia da administracdo da gonadotrofina coridénica humana (D3) e no dia

da captacdo oocitaria (D4) e no fluido folicular entre pacientes dos grupos Controle e

Tabela 9 - Comparacéo entre os valores de hidroperdxidos (FOX) no soro na fase folicular
precoce do ciclo que antecedeu a estimulacdo ovariana (D1), no dia de inicio da estimulacéo

(D2), no dia da administracdo da gonadotrofina coriénica humana (D3) e no dia da captacéo



54

oocitaria (D4) e no fluido folicular entre pacientes dos grupos Controle e

Tabela 10 - Comparacdo entre os valores de glutationa (GSH) no soro na fase folicular
precoce do ciclo que antecedeu a estimulag¢do ovariana (D1), no dia de inicio da estimulacdo
(D2), no dia da administragdo da gonadotrofina coriénica humana (D3) e no dia da captacéo

oocitaria (D4) e no fluido folicular entre pacientes dos grupos Controle e

Tabela 11 - Comparacéo entre os valores de vitamina E no soro na fase folicular precoce do
ciclo que antecedeu a estimulacdo ovariana (D1), no dia de inicio da estimulagéo (D2), no dia
da administracdo da gonadotrofina coriénica humana (D3) e no dia da captagédo oocitaria (D4)

e no fluido folicular entre pacientes dos grupos Controle € SOP..........c.ccocvvvieniiiieiiennenn pag 75

Tabela 12 - Correlacdo entre os valores séricos dos marcadores de estresse oxidativo na fase
folicular precoce do ciclo que antecedeu a estimulacdo ovariana e 0s niveis foliculares em
pacientes com infertilidade por fator tubario e/ou  masculino  (Grupo

L000] 11 0] [-) FAT O P RSSO PP PP pag. 76

Tabela 13 - Correlacéo entre os valores séricos dos marcadores de estresse oxidativo na fase
folicular precoce do ciclo que antecedeu a estimulacdo ovariana e os niveis foliculares em

pacientes inférteis com Sindrome dos ovarios POlCISHICOS...........ccovrviiiieiieierese i pag 77



55

Lista de siglas



AOPP — Produtos de oxidagdo protéica

CAT - Capacidade antioxidante total

FOX — Hidroperoxidos

FSH — Hormonio foliculo estimulsnte

GSH — Glutationa

LH — Hormonio luteinizante

MDA — Malondialdeido

PBS — Tampao Fosfato salino

RA — Reprodugéo assisistida

RNOS — Espécies reativas de nitrogénio

ROS — Espécies reativas de oxigénio

SOP — Sindrome dos ovarios policisticos

TRA — Técnicas de reproducéo assistida

56



57

Sumario



58

L] 1 2O 12
ABSTRACT ..ottt s st n s en e s an s s 16
L INTRODUGAD ...ttt ettt 29
2. JUSTIFICATIVA ..ot 49
3. OBIETIVOS ..ottt 52

3.1. ODJEtiVOS PIIMAIIOS. ....cuviiiieiieiiiieiieece e 53

3.2.0DjJetiVOS SECUNUAITOS. ......eveiiiiiieieiesie ettt bbb 53
4. CASUISTICA E METODOS ....ooevceeeteeeseetsee et ss st es s sesssses s s snasnens 54

4.1, ANALISE ESTALISTICA ...ecveeieieirie ettt ettt re e eree e ereenaee s 63
5. RESULTADOS ..ooieieeeeieses et sees st snsssnsennsss 64
B. DISCUSSAD ...ttt naenes 78
7. CONCLUSAD ..ottt st 87

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot ee e e eeetaee et aeesateeseraeesaeenenaeneesnans 89



59

1. Introducéo



60

As espécies reativas, substancias que possuem elétrons desemparelhados e alta
capacidade de reagir com outros substratos, sdo formadas como produtos intermediarios da
metabolizacdo celular e em concentracdes fisiologicas parecem ter importancia na modulacéo
de inimeros processos fisiologicos do trato reprodutivo feminino. O papel das Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS) no trato reprodutivo masculino ja é objeto de extensa pesquisa
ao redor do mundo. Por outro lado, dispomos de dados escassos e controversos acerca do
papel dos radicais livres no trato reprodutivo feminino. Baixas concentragdes de ROS tém
importancia em processos fisiologicos do trato reprodutivo feminino, como a maturacdo
oocitaria, a atresia folicular, a funcdo do corpo luteo, a interacdo gamética, a fertilizacdo, o
desenvolvimento e a implantacdo embrionaria, bem como o declinio da fertilidade
relacionado a idade. Quando ha um desequilibrio entre os agentes pré-oxidantes (radicais
livres) e os mecanismos antioxidantes de defesa do organismo, pode ocorrer 0 estresse
oxidativo, que tem sido envolvido na etiopatogénese da Sindrome dos ovarios policisticos
(SOP) e da infertilidade de causa tubaria, tubo-peritoneral e sem causa aparente. Os fluidos
peritoneais, foliculares e das hidrossalpinges sdo microambientes reprodutivos, que abrigam
gametas, zigotos e embrifes por tempo variavel. Alteracbes em sua composicdo quimica
podem ter efeitos adversos nos processos reprodutivos, sendo que a presenca de ROS e
antioxidantes ja foi demonstrada nestes microambientes (AGARWAL et al., 20053, b; 2008).

Os mecanismos que envolvem a producdo e agdo dos radicais livres, bem como a
prevencdo da génese do estresse oxidativo por antioxidantes enddgenos, em processos
fisiologicos e patoldgicos do sistema reprodutivo feminino, ainda necessitam de maior
elucidacdo. O conhecimento do balanco oxidante-antioxidante, tanto em situacOes
fisioldgicas, como nas variadas doencas relacionadas a infertilidade humana, com destaque
para a SOP, podera contribuir para o melhor entendimento da fisiopatologia das mesmas e o

delineamento de novas estratégias visando o combate ao estresse oxidativo e a consequente
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melhora potencial da fertilidade natural ou apo6s a realizacdo de técnicas de reproducéo
assistida (RA).

O equilibrio oxidativo do trato reprodutivo depende de alguns tipos de radicais livres e
dos diferentes mecanismos antioxidantes que os neutralizam. Existem dois grandes grupos de
radicais livres: espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNOS).
Devido a sua instabilidade e sua alta reatividade, precisam adquirir elétrons de algum
substrato, levando a oxidacdo de componentes como acidos nucléicos, lipidios, proteinas,
carboidratos, tidis, cofatores enzimaticos ou qualquer molécula em sua volta para se tornarem
estaveis, causando uma reacdo em cadeia que pode culminar em dano celular e tecidual

(AGARWAL et al., 2005 a; LIMA, ABDALLA, 2001).

1.1. Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

As ROS tém fungdes fisioldgicas e patoldgicas no trato reprodutivo feminino.
Fisiologicamente estdo envolvidas em funcdes reprodutivas como a maturacdo oocitéria, a
esteroidogénese ovariana, a funcdo lutea, a lutedlise e a interacdo gamética, além do
metabolismo embrionario. Os distarbios de fertilidade relacionados as ROS apresentam
fatores etiopatogénicos comuns (AGARWAL et al., 2005a; b, 2008). Estas espécies reativas
sdo geradas a partir de reagOes organicas enzimaticas ou ndo-enzimaticas. As reacoes
bioldgicas via transferéncia de elétrons ou via oxigenase, que utilizam moléculas de oxigénio
(O,) como substrato, geram grande quantidade de ROS. Como a cadeia respiratoria
mitocondrial é o principal sistema de consumo de O, celular, a maior parte de ROS é
produzida por este sistema sob condicdes fisiologicas (FUJII et al.,, 2005). O radical

superdxido (O;) é produzido quando ha vazamento da cadeia de transporte de elétrons por
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reducdo (O, + e — O,) (AGARWAL et al., 2005a). A dismutacéo de superoxidos e algumas
enzimas oxidases podem gerar diretamente peroxido de hidrogénio (H,0;) (2 O, + 2 H" —
H,O, + O,) (AGARWAL et al., 2005a), que também pode ser gerado pela redugdo do O, (O
+¢e + 2 H — H,0,) (BABIOR, 1997). O ion hidroxila (OH") é formado da aquisicéo de 1
elétron pelo H,0, (H0, + e- + H* — OH + H,0) (BABIOR, 1997) e este radical é altamente
reativo e pode modificar purinas e pirimidinas causando quebras no feixe de DNA
(AGARWAL et al., 2005a).

As ROS estdo envolvidas em eventos bioquimicos como a peroxidacéo lipidica, onde
cascatas de reacGes podem levar a dano oxidativo nos lipidios insaturados em membranas,
levando a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de troca de metabolitos e, em
condicdes extremas, a morte celular (LIMA, ABDALLA, 2001). Nos sistemas biol6gicos a
peroxidacdo lipidica consiste na incorporacdo de oxigénio molecular a um acido graxo
poliinsaturado para produzir um hidroperéxido lipidico (LOOH) como produto primario
inicial, e pode ocorrer principalmente por duas vias: uma via enzimética envolvendo as
ciclooxigenases e lipoxigenases; e a peroxidacdo ndo enzimatica, que envolve a participacédo
de ROS, RNS, metais de transicdo e outros radicais livres (AL MEHDI et al., 1993; PORTER
et al., 1995. apud LIMA, ABDALLA, 2001). Este processo pode ser dividido em trés etapas:
iniciacdo, propagacdo e terminagdo (Figura 1). A fase de iniciacdo representa o inicio da
peroxidacdo, em que o acido graxo poliinsaturado sofre ataque de uma espécie que é
suficientemente reativa para abstrair um atomo de hidrogénio a partir de um grupo metileno (-
CH2-), formando um radical de carbono. Este radical € estabilizado por um rearranjo
molecular para formar um dieno conjugado, ou seja, duas duplas ligacdes intercaladas por
uma ligacdo simples (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1989). Em meio aerdbio, o radical
alquila inicialmente formado se combina com o oxigénio formando o radical peroxila, o qual

pode abstrair um hidrogénio alilico de um outro &cido graxo, gerando outro radical de carbono
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e promovendo a etapa de propagacdo. A reacdo do radical peroxila com o atomo de
hidrogénio abstraido gera um hidroperoxido lipidico (LOOH). Estes hidroperdxidos formados
sdo prejudiciais para a estrutura e funcdo das membranas celulares, como para estruturas
protéicas, como receptores e enzimas (KATSIKI, MANES, 2009). Perdxidos ciclicos também
podem ser formados, quando o radical peroxila reage com uma dupla ligagdo na mesma
cadeia de acido graxo, o que também pode propagar a peroxidacéo lipidica (HALLIWELL,

GUTTERIDGE, 1989).
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Figura 1. Esquema das principais reacdes ocorridas durante o processo de peroxidagdo lipidica (Lima
& Abdalla, 2001).

A terceira e ultima etapa da reacdo, a fase de terminacdo, da-se pela aniquilagdo dos
radicais formados originando produtos nédo radicalares (GARDNER, 1989; HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1989). Os radicais peroxila e alcoxila também podem sofrer dismutagédo ou

clivagem formando aldeidos, como o malondialdeido (MDA) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema representativo da peroxidacdo lipidica, enfocando as principais
substancias formadas durante o processo e as metodologias disponiveis para a sua avaliagcdo
(Lima & Abdalla, 2001).

As ROS, além de gerarem dano a lipidios, podem levar a dano protéico com extensas
lesGes tissulares e alteracbes no DNA. Proteinas oxidadas sdo mais sensiveis a proteolise e o
aumento destas proteinas oxidadas e dos produtos de sua oxidagdo pode ser responsavel pela
perda de funcdes bioquimicas e fisiologicas (HABER, WEISS, 1934 apud ZADAK et al.,
2009). O processo de estresse oxidativo que leva a formacao de produtos de oxidacdo protéica
(AOPP) envolve a acdo de oxidantes clorados, principalmente &cido hipocloroso e cloraminas,
produzidas por mieloperoxidases em neutrofilos ativados. Acredita-se que os AOPP possam
induzir citocinas inflamatérias e moléculas adesivas (KALOUSOVA et al., 2002), de modo
que seus niveis estdo relacionados com marcadores de ativagcdo de mondcitos e resposta

inflamatoria (KELLY et al., 2002; WITKO-SARSAT et al., 1998).
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1.2.  Espécies Reativas de Nitrogénio (RNOS)

As mais comuns s&o derivadas do Oxido Nitrico (NO) e do diéxido de nitrogénio. O
NO ¢ sintetizado durante a conversao enzimatica de L-arginina a L-citrulina pela 6xido nitrico
sintetase (NOS) que é codificada por 3 genes diferentes: NNOS (neuronal), iNOS (induzivel) e
eNOS (endotelial), utilizando a NADPH como doador de elétrons. As nNOS e eNOS séo
constitutivas e responsaveis pela liberacdo continua de 6xido nitrico. A iINOS esta presente
em fagocitos mononucleares e € ativada por citocinas pro-inflamatorias, como interleucina-1 e
TNF-a, e lipopolissacarideos em resposta a estimulos imunologicos (AGARWAL et al., 2005
a). A NOS endotelial ¢ expressa em células da teca, granulosa e na superficie do odcito
durante o desenvolvimento folicular. Sua expressdo esta aumentada no pico de horménio
luteinizante ou de gonadotrofina coridnica humana (FUJII et al., 2005).

Admite-se que os efeitos do 6xido nitrico sdo mediados pelo GMP ciclico (GMPc)
como segundo mensageiro ou pela geracdo de ROS apoés interagdo com radicais superdxido.
Como efetor imune final, o 6xido nitrico produzido pela NOS induzivel, destroi patégenos e
células anormais. Porém, com um elétron ndo pareado, o 6xido nitrico torna-se um radical
livre altamente reativo, danifica proteinas, carboidratos, nucleotideos, lipidios e, juntamente
com outros mediadores inflamatorios, resulta em dano celular e tecidual, inflamagéo de baixo
grau e adesdes. Ja que uma relativa fracdo de dxido nitrico € convertida em RNOS altamente
reativo, como o peroxinitrito, por reagdo com O, (O, + NO— OONO™ + H" — NO;" + OH),
0 estresse oxidativo pela producdo de espécies reativas do nitrogénio (estresse nitrosativo)
ocorre simultaneamente com a producdo de ROS (AGARWAL et al., 2005 a; BABIOR, 1997,

FUJII et al., 2005).
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1.3. Antioxidantes

Em condi¢Ges normais, todos 0s organismos tém mecanismos enzimaticos e nao
enzimaticos capazes de neutralizar as espécies pro-oxidantes e/ou reparar os danos causados
pelas espécies reativas, convertendo-as em H,O, para prevenir a sua superproducdo. Muitos
antioxidantes de baixo peso molecular como vitaminas e polifendis estdo normalmente
presentes em nutrientes, embora a neutralizacdo enzimatica das espécies reativas seja 0

mecanismo mais eficiente (AGARWAL et al., 2005 a, b; FUJII et al., 2005).

1.3.1. Antioxidantes ndo-enzimaticos

Também conhecidos como antioxidantes sintéticos ou suplementos dietéticos, este
grupo influencia de maneira exdgena o sistema de defesa antioxidante do organismo. Os mais
comuns sdo: Vitaminas C e E, selénio, zinco, taurina, hipotaurina, glutationa, beta-caroteno e
caroteno.

A vitamina C é um antioxidante que tanto interrompe a propagacdo do processo
peroxidativo, como ajuda a reciclar a vitamina E e a glutationa oxidada (GSSG). A vitamina E
pode tanto bloquear o inicio da peroxidacéo lipidica, como inibir, primariamente a sua etapa
de propagacdo (BORNODEN, 1994; ZINGG, 2007). Estudos mostram que a deplegéo
nutricional de vitamina E € responsavel pela diminuicdo da capacidade de combater as
espécies reativas de oxigénio (ZADAK et al., 2009).

A glutationa esta presente no odécito e no fluido tubario e desempenha importante
fungéo permissiva para o desenvolvimento do zigoto além do estagio de duas células, até os
estagios de morula e de blastocisto (AGARWAL et al., 2005 a, b). A glutationa é o principal

componente sulfidril ndo protéico em células de mamiferos e tem papel importante na
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protecdo celular ao estresse oxidativo, atuando na neutralizacdo de peroxidos (MEISTER,
1983), além de participar na reciclagem e manutencao dos niveis fisiologicos da vitamina E,
auxiliando na eliminacdo indireta do tocoferol oxidado (NWOSE et al., 2008; SUKKA, 2004)

(Figura 3).
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Figura 3. Esquema da reciclagem e manutencdo dos niveis de vitamina E no organismo
(modificado de Sikka, 2004).

INTHINVHA

A sintese de glutationa aumenta durante todo o processo de desenvolvimento e
maturagdo oocitéria até o estagio de foliculo peri-ovulatério (PERREAULT et al, 1984). Apos
a fertilizacdo, a glutationa participa no processo de descondensacdo espermatica
paralelamente ao processo de ativacdo oocitaria, bem como na transformacdo da cabeca
espermatozéide no pronucleo masculino (CALVIN et al, 1986; PERREAULT et al, 1984,
1988; YOSHIDA, 1993). Estudo realizado com odécitos bovinos demonstrou importante papel
das células do cumulus oophorus durante o processo de maturagdo in vitro. Atraves das gap

junctions, as células do cumulus mediariam a sintese de glutationa pelos odcitos, enzima
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fundamental no processo de maturacgdo citoplasmatica e nuclear oocitaria. Essa relacdo entre
as células do cumulus e os o0citos ocorre aparentemente mediado pela presenca de gap-

junctions (DE MATOS et al, 1997).

1.3.2. Antioxidantes enzimaticos

As defesas enzimaticas responsaveis pela neutralizacdo de espécies reativas do
oxigénio sdo representadas, principalmente, pela superdxido dismutase (SOD), catalase,
glutationa peroxidase (GPx), dependente e independente de selénio, e glutationa redutase

(GR) (FUJII et al., 2005):

e Superoxido dismutase (SOD)

O anion superoxido é produzido pela reducdo de um elétron de uma molécula de
0xigénio, 0 que inicia a reacdo em cadeia. Acredita-se que o papel da SOD na conversao do
anion superoxido em peroxido de hidrogénio (2 O;” + 2 H+ — H,0, + O,) seja fundamental
nas reacdes antioxidativas. Trés isoenzimas sdo produzidas em mamiferos (FUJII et al.,
2005): 1. Cuzn-SOD (codificada pela SOD1), que ¢ amplamente citosdlica; 2. Mn-SOD
(codificada pela SOD2), que é uma isoforma mitocondrial; 3. EC-SOD (codificada pela
SOD3), que ¢ a forma extracelular, estruturalmente similar a CuZn-SOD.

Um das consequéncias observadas em camundongos com deficiéncia de SOD1 é a
infertilidade, sugerindo um potencial papel desta enzima na fertilidade feminina. A SOD2 é
induzida sob varias condicdes de estresse oxidativo em processos inflamatorios. A EC-SOD
estd presente em altos niveis no epididimo, tubulos seminiferos e nos pulmdes (FUJII et al.,

2005).
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e Peroxidases

A catalase neutraliza exclusivamente o perdxido de hidrogénio e ndo necessita de
doador de elétrons (2 H,O, — 2 H,O + O,). Esta enzima participa de funcbes hepéticas, mas
sua funcdo especifica no trato genital ainda néo foi elucidada (FUJII et al., 2005).

A glutationa peroxidase (GPx) tem papel fundamental na neutralizacdo de perdxidos,
utilizando a forma reduzida da glutationa (GSH) como doadora de elétrons (2GSH + H,0, —
GSSG + 2 H;0). Pelo menos quatro isoenzimas de GPx dependentes de selénio sdo
produzidas em mamiferos (FUJII et al., 2005): 1. A forma citosolica (codificada pelo GPx1),
que é amplamente distribuida nos tecidos e tem sido a mais extensivamente investigada,
apesar de camundongos knockouts para GPx1 ndo mostrarem alteracdo no fenétipo, incluindo
na capacidade reprodutiva; 2. A forma gastrointestinal (codificada pelo GPx2), sem funcéo
reprodutiva especifica identificada; 3. A forma presente no plasma e no fluido epididimal
(codificada pelo GPx3); 4. A PhGPx4 (codificada pelo GPx4), isoforma que neutraliza
especificamente o hidroperéxido fosfolipidico, expressa em altos niveis nos testiculos.
Suspeita-se que anomalias na PhGPx4 possam estar associadas a infertilidade masculina
desencadeada por deficiéncia de selénio, o que precisa ser melhor avaliado.

Na reacdo promovida pela glutationa peroxidase, a GSH sofre oxidacdo para GSSG. A
regeneracdo de GSH ¢, consequentemente, de fundamental importancia na capacidade das
células em combater a exposi¢cdo a metabolitos oxidantes. Seus niveis sdo mantidos por
sintese de novo catalisada por 2 enzimas, y-glutamilcisteina sintetase (y-GCS) e glutationa
sintetase (GS). A reducdo de GSSG é catalisada pela glutationa redutase (GR) usando
NADPH como doador de elétrons (2 GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP"). A GR é

inibida por compostos produzidos em resposta ao estresse nitrosativo, como a
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nitrosoglutationa. No sistema reprodutivo feminino, a GSH participa reduzindo o estresse
oxidativo por interacdo direta com ROS, por meio do sistema glutationa redox, ou doando

elétrons a GPx (FUJII et al., 2005).

1.4.  Estresse oxidativo e resultados das Tecnicas de Reproducdo Assistida (TRA)

Marcadores de estresse oxidativo foram localizados no fluido folicular, no meio de
preparo de espermatozoides e no meio de cultivo de embrides de pacientes que se submeteram
a fertilizacdo in vitro (FIV) / transferéncia embrionaria (TE) (AGARWAL et al, 2003). As
ROS podem ser produzidas pelos gametas, células do cumulus, células inflamatorias, entre
outros.

Dados previamente citados sugerem que a producdo de ROS é notadamente maior em
embrides cultivados in vitro, do que naqueles produzidos in vivo. A maior producdo de ROS
tem sido atribuida a alguns fatores presentes quando do emprego de TRA. A centrifugacdo de
espermatozéides imaturos durante o preparo do sémen, a falta de plasma seminal rico em
antioxidantes e a contaminacdo por leucdcitos sdo algumas fontes de radicais livres. Da
mesma forma, as células do cumulus, os odcitos e embrides também contribuem para o
aumento dos niveis de ROS, produzidas pelo seu metabolismo e pelo possivel déficit de
mecanismos antioxidantes. Todavia, 0 mais importante fator externo que pode afetar a
viabilidade de gametas e embrides in vitro parece ser a pressdo de oxigénio (pO,), mais
elevada do que a presente in vivo.

Durante a Injecdo Intra-Citoplasmatica de Espermatozéides (ICSI) o tempo de
incubacdo dos complexos cumulus-oophorus € mais curto que na FIV, diminuindo a sua

exposicdo a pO,. A incubacéo é iniciada apos o desnudamento das células do cumulus que séo
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outra fonte potencial de producdo de ROS. O tempo de contato entre esperma e odcito
também é minimizado (SALEH et al, 2003).

Pelo acima exposto, parece claro que a micromanipulacdo e o cultivo in vitro de
gametas e de embrides possam favorecer o risco de exposicdo dos mesmos a niveis
suprafisiologicos de ROS. Se 0 aumento da producdo de ROS ndo for contrabalancado pelo
aumento das defesas antioxidantes, podera ocorrer 0 estresse oxidativo, ao qual tém sido
atribuidos danos a lipidios, proteinas e DNA, e, possivelmente, comprometimento dos
resultados das TRA. Todavia, tém sido identificadas algumas condi¢des potencialmente
modificaveis, presentes quando do emprego de TRA, passiveis de minimizar os efeitos
toxicos das ROS, como: a escolha e a adicao de suplementos antioxidantes ao meio de cultura,
a reducdo do tempo de manipulacdo oocitaria e a diminuicdo da exposicdo a meios que
possam favorecer a producao de ROS (SALEH et al, 2003).

O microambiente folicular tem um papel crucial na determinacdo da qualidade
oocitéaria, que se reflete nas taxas de fertilizagdo e na qualidade embrionaria. Convém
ressaltarmos que nao dispomos de estudos que tenham avaliado os niveis fisioldgicos de
espécies reativas do oxigénio e de antioxidantes no fluido folicular de mulheres normais
férteis em ciclos ndo estimulados com gonadotrofinas exdgenas. Desta forma, ndo dispomos
de dados acerca da potencial influéncia de niveis fisioldgicos de ROS e antioxidantes no
fluido folicular sobre a qualidade oocitaria e, conseqlientemente, sobre a qualidade
embrionaria e 0 sucesso da gestacdo subseqiiente. Os dados disponiveis acerca dos efeitos
deletérios e/ ou benéficos das ROS sobre a qualidade oocitaria, taxa de fertilizacdo, qualidade
embrionaria e outros marcadores do sucesso das TRA sdo inconsistentes e conflitantes.
Apesar de alguns autores terem recentemente demonstrado que elevados niveis de ROS no
fluido folicular de mulheres inférteis submetidas a FIV/ TE associaram-se a reducdo do

potencial de fertilizacdo oocitario e aumento da producdo de embriGes de pior qualidade,
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existem dados controversos. Diversas variaveis podem justificar as diferencas encontradas na
literatura, entre elas os diferentes critérios de selecdo das pacientes, os protocolos de
estimulacdo ovariana utilizados, os diferentes marcadores e métodos utilizados para sua
mensuracdo, caracteristicas particulares dos diferentes laboratoérios de FIV, entre tantos
outros. Assim, certamente estudos com maiores casuisticas, metodologicamente bem
delineados, serdo cruciais para elucidarem o papel das ROS no fluido folicular na fisiologia

reprodutiva e na etiopatogénese da infertilidade.

1.5. Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP), estresse oxidativo e resultados aos

procedimentos de reproducéo assistida

A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) é a endocrinopatia mais comum no
menacme, acometendo 5-10% das mulheres em idade reprodutiva. E considerada uma
sindrome de disfuncdo ovariana, cujas principais caracteristicas incluem o hiperandrogenismo
e a morfologia ovariana policistica (CARMINA et al., 2006; EHRMANN, 2005;
ROTTERDAM ESHRE/ASRM- SPONSORED PCOS CONSENSUS WORKSHOP GROUP,
2004). Todavia, ha uma marcante heterogeneidade clinica entre as mulheres com SOP, sendo
que as caracteristicas mais comumente associadas como irregularidade menstrual, hirsutismo,
acne, ovarios com padréo policistico e obesidade ndo sdo uniformes, nem universais (ACIEN
et al., 1999), gerando diferentes grupos fenotipicos.

Um dos mecanismos possivelmente envolvidos na alteracdo da foliculogénese
observada na SOP consiste na diminuicdo da apoptose nos estagios iniciais do crescimento
folicular, o que permitiria a um numero maior de foliculos desenvolver uma teca capaz de
sintetizar andrdgenos, levando a atresia folicular. Ha relatos de que as espécies reativas do

oxigénio sdo capazes de iniciar a cascata apoptotica nas células da granulosa humanas,
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secundariamente na funcao mitocondrial, e de que os antioxidantes exerceriam um efeito anti-
apoptotico em foliculos pré-ovulatorios cultivados in vitro (ZHANG et al., 2006).

Existem dados evidenciando também que antioxidantes desempenham um importante
papel tanto na sintese de colageno, essencial para a construcdo da membrana basal ao longo
do crescimento folicular, como na sintese de androgénio induzida pelo horménio luteinizante.
Os antioxidantes estdo envolvidos na regulacdo da funcdo das enzimas esteroidogénicas
dependentes do citocromo P450. Tanto o acido ascorbico, como a superoxido dismutase
exercem efeitos inibitorios sobre a aromatase, enzima responsavel pela conversdo de
androgenos a estrogenos, o que poderia favorecer o acimulo de androgénios no conteido
folicular, propiciando a atresia folicular. Corroborando estes achados, Ferda Verit et al (2007)
demonstraram que pacientes com SOP, resistentes ao citrato de clomifeno (CC), apresentam
maiores niveis de capacidade antioxidante total (CAT) do que pacientes que ovularam com o
CC. Estes autores mostraram que a CAT apresentou-se como melhor fator preditivo para a
presenca ou nao de resposta & inducdo da ovulagdo com CC, encontrando-se
significativamente mais elevada nas pacientes ndo respondedoras, reforcando o potencial
efeito deletério do estresse oxidativo para a ovulacdo (FERDA VERIT et al., 2007). Contudo,
estes autores ndo avaliaram os niveis de ROS, nem quais antioxidantes (enziméaticos ou nédo)
seriam os responsaveis pela elevacdo da CAT, observada nestas pacientes.

E importante ressaltarmos que a elevacdo da CAT poderia ser decorrente tanto do
aumento primario das defesas antioxidantes (ndo enzimaticas e/ou enzimaticas, por exemplo,
secundariamente a maior expressdo génica e producdo de enzimas antioxidantes em
portadoras de SOP), como de uma resposta ao aumento da producdo de ROS, sendo este
ultimo o evento primario. Até o presente momento, ndo dispomos de estudos que tenham
avaliado o balango oxidante/antioxidante em portadoras de SOP, seja em ciclos naturais, seja

em ciclos estimulados com gonadotrofinas, que potencialmente poderiam alterar este
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desequilibrio oxidante/antioxidante. Assim, consideramos de suma importancia tal anélise, a
partir da qual poderiamos efetivamente procurar avaliar a potencial associacdo entre o dito
desbalanco oxidante/antioxidante e a etiopatogénese da doenca a da infertilidade associada a
mesma.

Nas pacientes com SOP com desejo de gestacdo, a indugdo farmacologica da ovulacao
constitui a opcdo de escolha no intuito de promover a mono-ovulacdo para ciclos naturais
programados ou de inseminacdo intra-Gtero. O citrato de clomifeno geralmente € utilizado
como droga de primeira linha com boas taxas cumulativas de nascidos vivos. Ja as
gonadotrofinas exdgenas, por promoverem um risco maior de multiparidade e de ocorréncia da
Sindrome de hiperestimulacdo ovariana (SHO), sdo op¢6es de segunda linha, geralmente sendo
prescritas nos casos de resisténcia ao uso do citrato de clomifeno e/ou quando héa outro fator de
infertilidade associado. Dispomos ainda de outras estratégias visando a promocdo de ciclos
mono-ovulatorios, como a reducdo de peso e instituicdo de mudancas no estilo de vida, a
utilizacdo de agentes sensibilizadores a insulina (LORD et al., 2003) ou inibidores da
aromatase (MITWALLY, CASPER, 2001) utilizados em associagdo com o citrato de
clomifeno ou as gonadotrofinas ou, alternativamente, como drogas de primeira escolha, assim
como a eletrocauterizacao laparoscopica dos ovarios (FARQUHAR et al., 2001).

Adicionalmente a inducdo convencional da ovulacdo, as técnicas de reproducéo
assistida de alta complexidade, como a Fertilizacdo In Vitro (FIV) e a Injecdo
Intracitoplasmaética de Espermatozdides (ICSI) estdo sendo aplicadas cada vez mais neste
grupo de pacientes como tratamento da infertilidade (HEIJNEN et al, 2006). A introducao
destes procedimentos de reproducéo assistida na pratica clinica tem nos trazido a oportunidade
de estudar os efeitos da presente afeccdo nos estdgios especificos do processo reprodutivo,
incluindo a foliculogénese, a fertilizacdo, o desenvolvimento embrionario e a implantagéo.

Porém, convem ressaltarmos que os resultados destes procedimentos em pacientes portadoras
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de SOP sdo bastante conflitantes na literatura, aumentando ainda mais a dificuldade de
compreensdo dos mecanismos envolvidos no etiopatogénese da infertilidade relacionada a esta
sindrome.

Desta forma, quando se analisam os dados disponiveis na literatura acerca dos
resultados de FIV e ICSI em pacientes portadoras de SOP, evidencia-se que alguns autores
observaram menores taxas de fertilizacdo nas pacientes com esta afec¢do, comparativamente as
que foram tratadas por fator tubario (HEIJNEN et al, 2006; MULDERS et al, 2003; URMAN
et al, 2004), enquanto outros ndo corroboraram estes resultados (HARDY et al., 1995). Por
outro lado, a maioria dos autores é concordante em ndo constatar diferenca entre as taxas de
clivagem, de implantacdo, de gravidez clinica e de nascidos vivos, de pacientes portadoras
desta causa de anovulacdo cronica e o grupo controle, constituido por pacientes com fator
tubdrio como causa da infertilidade (ASHKENAZI et al, 1995; DOR et al.,, 1990;
GROCHOWSKI et al., 1997; HARDY, 1995; HEIJNEN et al, 2006; HOMBURG et al, 1993;
URMAN et al, 1992; URMAN et al, 2004). Discordancia ocorreu também quando foram
comparadas as taxas de abortamento entre as portadoras e as ndo portadoras de SOP. Apesar
de alguns autores relatarem uma maior incidéncia de abortamento espontaneo (20 a 25%) nas
pacientes com SOP (HOMBURG et al, 1999), significativamente superiores as das pacientes
sem esta afeccdo (10 a 15%), outros ndo corroboram este achado, atribuindo as maiores taxas
de abortamento a presenca de obesidade e/ou outras varidveis mais fregiientes no grupo de
pacientes com SOP (WANG et al., 2001).

Apesar da escassez e da falta de uniformidade entre os dados publicados, dados de
uma metanalise, em que foram analisados nove estudos que compararam os resultados de FIV
entre pacientes com SOP e controles (793 ciclos de FIV em 458 pacientes com SOP e 1116
ciclos no grupo controle), evidenciaram diferenca significativa entre 0s grupos apenas em

relacdo ao maior nimero de oocitos captados por ciclo, e as menores taxas de captacdo e de
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fertilizacdo nas pacientes com SOP, quando comparadas as grupo controle (HEIJNEN et al,
2006). Neste estudo, as taxas comparativas de abortamento entre os grupos ndo foram
avaliadas, devido a escassez dos dados disponiveis nos estudos incluidos na analise, deixando
margem a duvidas quanto ao real impacto desta sindrome na génese do abortamento
espontéaneo.

Assim como ndo ha consenso quanto aos possiveis efeitos detrimentais da SOP sobre
os resultados dos tratamentos da infertilidade por meio dos procedimentos de reproducao
assistida, também ndo existe um fator causal definido para tais repercussdes, 0 que parece ser
um importante obstaculo para o sucesso da terapia destas pacientes. Temos evidéncias de que a
resposta exacerbada as gonadotrofinas exdgenas administradas para a inducdo da ovulacdo,
elevando a concentracdo de estrogénio e androgénio séricos, poderia alterar a receptividade
uterina (VALBUENA et al, 1999; WANG et al, 2001). Por outro lado, as concentracGes
elevadas de horménio luteinizante (LH) na fase folicular, interferindo na foliculogénese,
poderiam resultar em o6citos de ma qualidade (HOWLES et al., 1986; REGAN et al., 1990;
STANGER, YOVICH, 1985). Desta forma, questiona-se o papel do comprometimento da
receptividade endometrial e da qualidade oocitaria na génese dos efeitos deletérios desta
sindrome sobre a fertilidade feminina (ASHKENAZI et al, 1995; GIUDICE et al., 2006;
LUDWIG et al, 1999; MIYARA et al, 2003; PATEL et al., 2008; SENGOKU et al, 1997).
Tanto o comprometimento endometrial, como o0, da qualidade oocitaria poderiam estar
envolvidos na génese das supostas maiores taxas de abortamento, relatadas por alguns autores.
Hipotetizamos que o comprometimento da qualidade oocitaria possa produzir reducdo nas
taxas de fertilizacdo e seja mediado, entre outros fatores, pelo estresse oxidativo. Estudos tem
mostrado que o comprometimento da qualidade do endométrio pode estar associado ao
aumento dos niveis de ROS em pacientes com SOP (PALACIO et al., 2006). Pacientes com

disfuncédo ovulatoria relacionada a SOP podem apresentar um processo autoimune associado a
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infertilidade (SHANTI et al., 1999) e o dano oxidativo por meio da peroxidacéo lipidica pode
afetar o sistema reprodutivo nestas pacientes, eventos evidenciados pela elevacdo de auto-
anticorpos anti-endomeétrio e niveis séricos de MDA repectivamente (PALACIO et al., 2006).

A expressao fenotipica variavel de anomalias reprodutivas e metabdlicas nas pacientes
com SOP pode levar a diferencas na competéncia oocitaria para o desenvolvimento
(FEDORCSAK et al., 2001; HEIJNEN et al., 2006; PATEL et al., 2008; SAHU et al., 2008),
definida como a capacidade do o6cito em completar a meiose e possibilitar o
desenvolvimento embrionério subseqiente (FERREIRA et al., 2009). Desta forma, € possivel
que grupos fenotipicos distintos de pacientes com SOP apresentem diferencas relacionadas
também a qualidade oocitaria e resultados dos procedimentos de reproducdo assistida,
contribuindo para as controvérsias encontradas na literatura.

Questionamos assim um potencial papel do estresse oxidativo (EO), resultante do
desequilibrio entre os agentes pré-oxidantes (radicais livres) e 0s mecanismos antioxidantes
de defesa do organismo, na etiopatogénese da Sindrome dos ovarios policisticos (SOP), no
comprometimento da qualidade oocitaria (AGARWAL et al., 2008; APASSAMY et al., 2008;
FUJII et al., 2005; NAVARRO et al., 2004; 2006; RUDER et al., 2008) e na piora dos
resultados de procedimentos de Reproducdo Assistida (RA) (APASSAMY et al., 2008;
FERDA VERIT et |., 2007). Entre os principais alvos do estresse oxidativo encontramos o
DNA, as proteinas, e os lipideos. Os produtos de oxidacdo protéica (AOPPs) tem sido
considerados novos marcadores de oxidacdo e dano a proteinas, podendo ser utilizados para
estimar o dano oxidativo proteico (KELLY et al., 2002; WITKO-SARSAT et al., 1996). O
malondialdeido (MDA) é um dos produtos finais da peroxidacéo lipidica (PL) e, por ser um
produto estavel, pode ser utilizado como medida cumulativa deste processo (CAMPOS
PETEAN et al., 2008; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1989). Em contrapartida, a vitamina E,

sobretudo na forma de a-tocoferol, pode tanto blogquear o inicio da peroxidacéo lipidica (PL),
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como inibir, primariamente, a etapa de propagacdo da PL, sendo conhecida como um eficiente
antioxidante (BORNODEN, 1994). A glutationa (GSH), principal componente sulfidril ndo
protéico, em células de mamiferos, desempenha um papel fundamental na neutralizacdo de
perdxidos e na protecdo celular ao estresse oxidativo (DEMATOS, 2000). Este antioxidante
estd presente no odcito e no fluido tubario e participa nos processos de maturagdo oocitéria,
descondensacdo espermatica, ativacdo oocitaria e desempenha importante funcdo permissiva
para 0 desenvolvimento embrionario pré-implantacio (AGARWAL et al.,, 2005 a,b;
DEMATOS, 2000). Uma das atividades antioxidantes da glutationa consiste em eliminar,
indiretamente, o tocoferol oxidado (NWOSE et al.; 2008), importante para a reciclagem e
manutencdo de niveis fisioldgicos de vitamina E, essenciais para 0 combate ao estresse
oxidativo (NWOSE et al., 2008). A CAT tem sido utilizada com a finalidade de se avaliar o
balanco antioxidante total, que é resultante das defesas antioxidantes enzimaticas e nao
enzimaticas, permitindo uma avaliacdo global deste processo (COSTA et al., 2006; EREL,
2004). Os hidroperoxidos sdo produtos primarios da peroxidacdo lipidica (LIMA,
ABDALLA, 2001) e seus niveis podem indicar indiretamente a atividade da SOD
(KINGSLEY et al, 1998), além disso, sdo moléculas importantes nos mecanismos de

sinalizagéo celular (IMAI, 2004).
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2. Justificativa
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A oxidacdo € parte fundamental do metabolismo do corpo humano e os radicais livres
sdo produzidos naturalmente por nosso organismo, porém também estdo envolvidos em
disfuncdes bioldgicas. A producdo excessiva de espécies reativas pode cursar com o0
comprometimento de membranas celulares, dano protéico e enzimatico, alteragdes na
estrutura do DNA e morte celular (BARREIROS et al, 2006; PLESSIS et al, 2008).

Niveis fisioldgicos de espécies reativas possuem um papel fundamental no processo
reprodutivo, participando da interacdo odcito-espermatozdide, na implantacdo e no
desenvolvimento embrionario pré e pés implantacdo (AGARWAL et al, 2008; NAVARRO et
al,. 2004; 2006; SAKKAS et al, 1995). Evidéncias tem apontado que o desequilibrio entre a
formacdo de radicais oxidantes e a producdo de moléculas antioxidantes tem afetado o
sucesso quanto a obtencdo de gestacdo em tratamentos de RA (AGARWAL et al, 2006;
GUERIN et al, 2001; GOTO et al, 1993).

Ha dados controversos sugerindo que a SOP esta relacionada a presenca de processo
inflamatorio e estresse oxidativo sistémico (PALACIO et al., 2006; SHANTI et al., 1999).
Todavia, até o presente momento ndo dispomos de estudos que tenham avaliado o balanco
oxidante/antioxidante em portadoras de SOP, seja em ciclos naturais, seja em ciclos
estimulados com gonadotrofinas, que, potencialmente, poderiam alterar este equilibrio
oxidante/antioxidante. Consideramos de suma importancia tal analise, a partir da qual
poderiamos efetivamente procurar avaliar a potencial associagdo entre o desbalanco
oxidante/antioxidante e a etiopatogénese da doenca e da infertilidade associada a mesma.
Hipotetizamos que caso haja estresse oxidativo detectavel sistemicamente em portadoras
desta sindrome, isto poderia contribuir para elucidar os mecanismos envolvidos nas anomalias
da foliculogénese, como na piora da qualidade oocitéria e nas taxas de fertilizacdo apds

procedimentos de reproducéo assistida em portadoras de SOP.
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Como ha uma grande heterogeneidade clinica e metabdlica entre as portadoras de
SOP, passiveis de interferir tanto no balango oxidativo/antioxidante, como na aquisi¢do da
competéncia oocitaria para o desenvolvimento embrionario, propomos analisar, inicialmente,

pacientes com SOP ndo obesas, quanto aos objetivos descritos a seguir.
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3. Objetivos
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3.1. Objetivo principal

Em virtude da potencial influéncia do estresse oxidativo na etiopatogénese da
infertilidade relacionada a SOP, foi proposto:
1. Comparar a peroxidacdo lipidica, aferida pela dosagem de malondialdeido (MDA) e
hidroperdxidos (FOX), o dano oxidativo protéico, por meio da analise dos niveis dos produtos
de oxidacdo protéica (AOPP), e o status antioxidante, por meio da dosagem dos niveis de
glutationa (GSH) e vitamina E no soro de pacientes inférteis com SOP e infertilidade de causa
tubaria e/ou masculina (grupo controle), na fase folicular precoce do ciclo imediatamente
antes da estimulacdo ovariana com gonadotrofinas.
2. Comparar a potencial influéncia da estimulacdo ovariana com gonadotrofinas sobre os
niveis séricos de MDA, FOX, AOPP, GSH e vitamina E entre pacientes inférteis com SOP e
com infertilidade de causa tubaria e/ou masculina (grupo controle).
3. Comparar os niveis foliculares destes cinco marcadores de estresse oxidativo nos dois

grupos.

3.2. Objetivo secundario

Comparar a resposta a estimulagdo ovariana com gonadotrofinas e os resultados de
injecdo intra-citoplasmatica de espermatozoide (taxas de fertilizacdo e clivagem, formacéo de
embrides de boa qualidade e taxas de gestacdo quimica e clinica) entre pacientes inférteis com

SOP e infertilidade de causa tubéaria e/ou masculina.
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4. Casuistica e Métodos
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Realizamos um estudo prospectivo e controlado, realizado no Laboratorio de
Ginecologia - Setor de Reproducdo Humana do Departamento de Ginecologia e Obstetricia —
FMRP-USP e Laboratério de Nutricdo e Metabolismo, Departamento de Clinica Médica —
FMRP-USP, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP), Universidade de Sdo Paulo (USP)-SP.
Foram incluidos no estudo todos os casais submetidos a estimulacdo ovariana para a
realizacdo de ICSI, junto ao Setor de Reproducdo Humana do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia da FMRP-USP, que preencheram os critérios de inclusdo e manifestaram o desejo
de participar do projeto, mediante a assinatura do termo de consentimento pés-informado.

Foram incluidos neste estudo 72 pacientes (82 ciclos), sendo 57 (66 ciclos) com
infertilidade por fator tubario e/ou masculino (Grupo Controle) e 15 (16 ciclos) com Sindrome
dos Ovarios Policisticos (Grupo SOP), que foram submetidas a estimulacdo ovariana
controlada para realizacdo de injecdo intracitoplasmatica de espermatozdéide (ICSI).

Foram incluidas pacientes com idade igual ou inferior a 38 anos, indice de massa
corporal menor do que 30 kg/m? niveis basais de FSH (terceiro dia do ciclo) menores ou
iguais a 10 Ul/ml e sem quaisquer doencas pélvicas associadas a infertilidade, quando da
realizacdo da laparoscopia diagnostica, utilizada como parte da propedéutica da investigacdo
de infertilidade. Foram excluidas pacientes com diabetes mellitus ou quaisquer outras
endocrinopatias, doenca cardiovascular, lupus eritematoso sisttmico e outras doencas
reumatologicas, infeccdo pelo virus HIV, qualquer infeccdo ativa, tabagismo ou 0 uso de
medicagdes hormonais e antiinflamatdrias hormonais e ndo-hormonais nos ultimos seis
meses, previamente a programacao para o procedimento de reproducéo assistida. Para o grupo
SOP foram excluidas pacientes com endometriose leve, moderada e severa.

O diagnostico de SOP foi realizado segundo os critérios definidos pelo consenso de

Rotterdam, em 2003 (oligo ou amenorréia, sinais clinicos e/ou laboratoriais de
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hiperandrogenismo e ovarios policisticos a ultrassonografia, excluidas outras causas de
anovulacdo e hiperandrogenismo) (THE ROTTERDAM ESHRE/ASRM-SPONSORED

PCOS CONSENSUS WORKSHOP GROUP, 2004).

Protocolo de Estimulacao

Com o objetivo de sincronizar e programar o inicio do ciclo de estimulacdo ovariana
controlada, utilizamos a programacdo da menstruacdo, que consistiu em se administrar
anticoncepcionais orais combinados diariamente, iniciados no periodo menstrual do ciclo
precedente até cinco dias antes do previsto para o inicio da estimulacéo ovariana, suspendendo
sua administracdo de tal forma que o inicio do sangramento menstrual coincidisse com a
realizacdo da ultrassonografia transvaginal (USTV) basal para se observar o padrédo
endometrial e afastar a presenca de cistos ovarianos que pudessem interferir na resposta a
administracdo das gonadotrofinas exdgenas e na monitorizacdo ultrassonografica do
crescimento folicular.

O bloqueio hipofisario com analogo do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRHa)
foi iniciado 10 dias antes do dia de realizacdo da USTV basal (protocolo longo), no periodo
vespertino, por meio da administragdo de acetato de leuprolide (Lupron®, Abott, Brasil;
Reliser®, Serono, Brasil) na dose de 0,5mg/dia (10 Ul), por via subcutanea, que foi mantida
durante todo o periodo de estimulagdo ovariana controlada até o dia da administracdo da
gonadotrofina coridnica humana (hCG) (Ovidrel®, Serono, Brasil).

A hiperestimulacdo ovariana controlada foi iniciada ap6s confirmacdo do bloqueio
hipofisario com analogo de GnRH. As pacientes receberam 150 a 300 Ul por dia de FSH
recombinante (FSHr) (Gonal-F®, Serono, Brasil; Puregon®, Organon, Brasil), via subcutanea

(SC), nos primeiros 6 dias da estimulacdo ovariana. A partir do sétimo dia da inducdo da
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ovulacdo, a dose foi ajustada de acordo com o crescimento folicular e a espessura endometrial,
monitorados com USTV diariamente ou em dias alternados. Quando pelo menos dois foliculos
atingiram 18 mm de didmetro medio, foi administrada 250 pg de hCG recombinante
(Ovidrel®, Serono, Brasil) as 22:00. A captacdo dos oocitos foi realizada 34 a 36h apos a
administracdo do hCG recombinante.

A suplementacdo da fase lutea foi feita com progesterona natural micronizada
(Utrogestan®, Enila, Brasil) por via vaginal na dose de 200mg, trés vezes ao dia, a partir do dia
da captacdo oocitaria e mantida até a décima segunda semana da gestacao, nas pacientes que

engravidaram.

Captacdo Oocitaria, ICSI, Cultivo e Avaliagcdo Embrionaria

Todo material aspirado durante captacdo dos odcitos foi analisado para a identificacao
e o isolamento dos complexos odcito-cumulus. Depois de identificados, os complexos o6cito-
cumulus foram isolados do fluido folicular (FF), colocados em placa separada, e foram
lavados cuidadosamente em meio de cultura Human Tubal Fluid-HEPES (HTF, Irvine
Scientific), para a remocdo 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
0leo mineral, e levados a incubadora em mistura gasosa de CO; a 5%, sob condi¢es ideais de
temperatura (37°C) e umidade (95%) por um periodo de 2 a 3 horas. Apos este periodo, para
realizarmos a remocdo do cumulus oophorus e da corona radiata, os complexos odcito-
cumulus foram colocados em micro-gotas de 25uL de hialuronidase (H4272 tipo IV-S,
Sigma), na diluicdo de 80 Ul/mL de HTF/HEPES (Irvine Scientific), por no maximo 30
segundos e, entdo, lavados 2 ou 3 vezes com o0 meio HTF modificado (HTF/HEPES, Irvine

Scientific) suplementado com Soro Sintético Substituto (SSS) a 10%. A remo¢do mecanica
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dos restos celulares foi feita com o auxilio de uma pipeta Pasteur (stripper pipette 130 um
denuding pipette, Cook, Melbourne, Australia).

Apols a realizacdo do desnudamento oocitario (remo¢do do cumulus oophorus),
realizamos a identificacdo do grau de maturidade dos od0citos, sob visualizacdo ao
microscopio de luz. Os oocitos imaturos (em estagio de vesicula germinativa ou metafase I)
foram descartados. Os oocitos maduros (caracterizados morfologicamente pela presenca 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 2 pré-nucleos e 2 corpulsculos polares (a taxa de fertilizacéo, foi calculada nos 2
grupos avaliados, correspondendo ao nimero de odcitos fertilizados, divididos pelo nimero
de odcitos injetados X 100). A clivagem foi verificada em torno de 24 horas apos a
fertilizacdo com a observacdo da divisdo celular. Cerca de 44 a 48 horas apos a ICSI (D2) foi
realizada a analise da qualidade embrionaria, (quanto ao numero e simetria de blastémeros,
percentagem de fragmentacdo e presenca ou ndo de multinucleacdo). Foram considerados
como embrides de boa qualidade no segundo dia de desenvolvimento (D2) os que
apresentaram 4 blastdmeros, simétricos, com menos de 20% de fragmentagdo e sem
multinucleacdo, e considerados de boa qualidade no terceiro dia de desenvolvimento (D3),
aqueles que apresentam 8 blastdmeros simétricos, com menos de 20% de fragmentacdo e sem
multinucleacdo. Realizou-se a transferéncia embrionaria em D2 ou D3, de acordo com a
individualizagdo de cada caso. Quatorze dias ap0s a transferéncia embrionaria realizou-se a
analise do B-hCG sanguineo, sendo considerada como gravidez quimica a presenca de p-hCG
positivo (maior ou igual a 25 Ul/ml). Para as pacientes com B-hCG positivo, realizou-se
ultrasonografia transvaginal 4 a 5 semanas ap0s a transferéncia embrionaria, sendo
considerada gravidez clinica a presenca de saco gestacional intra-uterino com embrido com

batimento cardiaco (bcf) presente.
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Consideramos ma resposta a estimulacdo ovariana com gonadotrofinas o
cancelamento do ciclo por ma resposta ou a presenca de numero inferior a 4 odcitos captados
(PENARRUBIA et al, 2005). Foram considerados critérios indicativos de cancelamento dos
ciclos de inducdo a auséncia de pelo menos trés foliculos com diametro médio igual ou
superior a 14mm visualizados ao ultra-som transvaginal ap6s 8 a 9 dias de estimulagéo
ovariana com gonadotrofinas (cancelamento precoce) e/ou auséncia de critérios de maturidade
folicular para administracdo do hCG apds 4 a 5 dias de prorrogacdo do tratamento com
critérios iniciais considerados insatisfatorios (cancelamento tardio) (PENARRUBIA et al.,
2005). Consideramos como gestacdo quimica a presenca de B-hCG positivo (> 25 Ul/ml)
quatorze dias ap0s a realizacdo da transferéncia embrionaria e como clinica a presenca de
saco gestacional contendo embrido com batimento cardiaco visivel em ultra-sonografia

transvaginal realizada 4 a 5 semanas apos a transferéncia embrionaria.

Amostras obtidas e processamento

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 ao quinto dias do ciclo
menstrual, no més anterior a realizacdo da estimulagdo ovariana controlada para a realizagéo
da ICSI (D1). Neste dia, as pacientes ndo estavam utilizando nenhuma medicacdo, hormonal
ou ndo hormonal. No grupo SOP houve duas pacientes que fizeram uso de anticoncepcional
para inducdo do sangramento.

O sangue também foi coletado no primeiro dia de estimulacdo (D2), no dia da
administracdo do hCG (D3) e no dia da captacdo oocitaria (D4), quando também foram

coletadas amostras de fluido folicular. As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10
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minutos e o soro e o fluido folicular foram armazenados a - 80°C, divididos em duas

aliquotas, para posterior anélise.

Mensuracdo da Peroxidacéo Lipidica (MDA)

O soro, previamente estocado, foi descongelado até atingir 37°C. Cerca de 250uL de
cada amostra foi misturado a 500uL de TCA-TBA-HCL (15% de acido tricloracético, 0,375
% de acido tiobarbitarico e 0,25 N de acido cloridrico) e aquecido em banho-maria por 15
minutos. Apoés resfriamento, o precipitado foi centrifugado em 3000 rpm por 10 min. A
absorbancia do produto foi medida em espectofotébmetro (Spectronic 601-Milto Roy) com
comprimento de onda de 535nm. O calculo da concentracdo das TBARS foi realizado
considerando-se o coeficiente de absortividade molar do produto (E535=1,56 x 10 > M * cm

1), sendo os resultados expressos em nmol/gproteina.

Determinacdo da quantidade total de hidroperoxidos (FOX)

O sistema de teste FOX; é baseado na oxidacéo do Fe*? (jon ferroso) a Fe™ (ion
férrico) por varios tipos de perdxidos contidos nas amostras a serem analisadas. Na presenca
de xylenol orange forma-se um complexo colorido (xylenol orange-férrico) de cor azul
purpura, cuja absorbancia pode ser medida (COSTA et al., 2006). Neste método utilizou-se
uma substancia preparada no dia da leitura (o reagente FOX;.). A solucéo 1 é preparada com
7,6mg de xylenol orange e 88mg de BHT (butil-hidroxitolueno) em 90mL de metanol . A
solugéo 2 é preparada com 9,8mg de sulfato ferroso em 10 mL de &cido sulfarico 250mM
(0,23mL de &cido sulfurico em 10mL de agua). As duas solugdes foram misturadas em

concentracdo 9:1 somente no dia da leitura. Para a analise foram necessarios 100uL de soro,
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100puL de &gua (para o branco) e 1 mL da solucéo, que reagem por 30 minutos ao abrigo da
luz a temperatura ambiente. Apos este periodo, centrifugou-se por 5 minutos a 3500 rpm e a
absorbancia do sobrenadante foi medida em 560nm. A curva foi realizada com H,O, em
concentragdes de 10 a 200uM. O resultado foi expresso em pmol/g proteina.

O malondialdeido e 0 FOX foram expressos por g de proteina, que foi determinada
utilizando-se o kit Proteinas Totais Labtest®. O principio dessa metodologia esta na reacéo
entre o ion cobre do reagente biureto, que reage em contato com as ligacGes peptidicas da

proteina, produzindo uma cor parpura, que deve ser lida a 540nm no espectrofotdmetro.

Determinacdo dos produtos de oxidacao protéica (AOPP)

Os niveis dos produtos de oxidacdo protéica presentes no soro foram determinados
através de um método que consiste na mistura de 40uL de soro a 160uL de PBS (Tampéo
fosfato salino) e 20uL de &cido acético glacial (ultra puro), que foi feita diretamente em
microplaca de fundo chato. A leitura da absorbancia foi realizada com comprimento de onda
de 340nm. A curva para a realizacdo desta leitura foi feita com o uso de cloramina T (curva de
10 a 100 mM) e iodeto de potassio (1,16 M), misturando-se 200uL dos padrfes a 10uL de
iodeto de potassio e 20uL de acido acético e agitando a placa por 6 minutos antes da leitura

(WITKO-SARSAT et al, 1996). O resultado final foi expresso em pmol/L.

Determinacéo da Glutationa (GSH)

A GSH do soro foi medida por um método descrito originalmente por Elmman

(ELMMAN, 1959) e modificado por Hu (HU, 1994), no qual os grupos tidis interagem com o

DTNB formando anios. Nesse ensaio, uma aliquota de 25uL de soro foi misturada a 1 mL de
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tris-EDTA buffer (25 nmol/L Tris-base, 20 mmol/L EDTA, pH 8,2) e a leitura da absorbancia
foi realizada em um comprimento de onda de 412 nm. Apos esta leitura, uma aliquota de
25uL de solucdo estoque de DTNB (10 nmol/L em etanol absoluto) foi adicionada a solugéo,
gue € mantida a temperatura ambiente durante 15 minutos. Apés este periodo, nova leitura foi
realizada utilizando como branco o DTNB (COSTA et al, 2006). 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.

Determinacdo dos niveis de Vitamina E

A determinagdo da concentragdo de vitamina E (a-tocoferol) no soro foi realizada
segundo o método descrito por Arnaud et al. (1991). Uma amostra de 200uL de soro foi
homogeneizada em 200uL de etanol e homogeneizada por 5 segundos em vortex. Em seguida
foi colocada em 400uL de n-hexano, agitada por 1 minuto e 10 segundos e centrifugada a
3500 rpm por 5 minutos. Uma aliquota de 200pL do sobrenadante (n-hexano) foi pipetada em
tubo de ensaio, que posteriormente foi seco em nitrogénio, e ressuspensa em 200uL de fase
movel, composta por acetonitrila/ diclorometanol/ metanol (70:10:20, v/v/v) e filtrada. Uma
quantidade de 100uL foi injetada na HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) e a
leitura efetuada como descrito a seguir. Para a determinacdo das concentracfes da vitamina E
foi utilizado um HPLC modelo Shimadzu LC-9”*, usando uma coluna tipo C-18 (Shimpack
CLC-ODS 4,6 x 25 cm), uma pré-coluna de 4 mm x 1 cm, com fluxo de 2 mL/min. A leitura
foi realizada por espectofotometria com um detector UV/Vis a 292nm. O equipamento foi

calibrado com solucgdes padroes de a-tocoferol (SIGMA), nas concentragdes de 10, 20 e 200

umol/L. Antes de cada leitura foi injetada uma solucéo padréo de a-tocoferol na concentracdo
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de 20 umol/L. O equipamento foi programado para que os resultados fossem expressos em

umol/L.

4.1. Analise Estatistica

A normalidade das variaveis foi testada e as andlises estatisticas foram realizadas
utilizando o Software SAS ® 9.0. Para a realizacdo da comparacéo das variaveis quantitativas
demogréficas e relacionadas aos resultados dos procedimentos de RA entre pacientes inférteis
controles e SOP foi utilizado o Teste t-Student. Para a comparacdo das varidveis qualitativas
entre os grupos foi utilizado o Teste Exato de Fisher.

Para a comparacdo dos niveis dos marcadores de estresse oxidativo no fluido folicular
e no soro na fase folicular precoce do ciclo que antecedeu a estimulacdo e ao longo da
estimulacdo nos dois grupos, e para a comparacdo destes marcadores entre os dias coletados,
foi utilizado o modelo linear de efeitos mistos (efeitos aleatorios e fixos). O ajuste do modelo
foi feito por meio do procedimento PROC MIXED do software SAS® 9.0.

Para a andlise da correlacdo entre os niveis séricos e foliculares dos marcadores entre
os grupos foi realizado o teste de correlacdo de Pearson.

Em todas as anélises foi considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5. Resultados
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Os grupos de pacientes incluidas neste estudo, Controle (infertilidade por fator tubario
e/ou masculino) e Sindrome dos ovarios policisticos (SOP) foram comparadas quanto a idade,
IMC, niveis de FSH basal, volume ovariano, numero de foliculos antrais, dose de FSH total
administrada durante a estimulacdo, numero de dias de estimulacdo, porcentagem de ciclos
suspensos por ma resposta e que apresentaram resposta inadequada durante a estimulagéo,
foliculos entre 14 e 18 mm e maiores ou iguais a 18 mm no dia da administracdo do hCG,
espessura do endométrio (mm) no dia da administracdo do hCG, ndmero de foliculos
puncionados, numero de odcitos captados, numero de od6citos maduros, taxa de maturidade
oocitaria, numero de odcitos fertilizados e clivados, taxa de fertilizacdo e clivagem, numero
de embriGes formados no dia da transferéncia, nimero médio de embrides transferidos,
porcentagem de ciclos que obtiveram embrides de boa qualidade no segundo e no terceiro dia
de desenvolvimento,taxa de gestacdo quimica por ciclo com transferéncia e por ciclo iniciado
e taxa de gestacdo clinica por ciclo com transferéncia e por ciclo iniciado (Tabela 1). Apesar
de terem sido incluidas somente pacientes com IMC inferior a 30 kg/m? foi constatada
diferenca significativa em relagcdo ao IMC entre os grupos, sendo o IMC maior nas pacientes
com SOP (26,7 + 3,8 kg/m?) em relacdo ao grupo Controle (23,7 + 3,3 kg/m?). O volume
ovariano esquerdo também se apresentou diferente, sendo maior no grupo SOP (6,9 + 3,2
mm?®) em relacdo ao grupo Controle (infértil por fator tubério e/ou masculino) (5,4 + 2,3
mm?®). O nmero de foliculos antrais nos ovarios foi significativamente maior nas pacientes
do grupo SOP (7,1 £ 3,9 — ovério direito; 6,7 + 4,1 — ovario esquerdo) em relacdo as pacientes
Controles (4,2 + 2,8 — ovério direito; 4,5 £ 3,2 — ovario esquerdo), ao passo que a dose de
FSH total administrada durante a estimulacdo foi menor no grupo SOP (1493,8 + 331,1
mUI/ml) em comparacdo com o grupo de pacientes inférteis por fator tubario e/ou masculino
(2045,1 + 633,0 mUI/ml) (Tabela 1). N&o houve diferenca em relacao a idade, ao FSH basal,

volume ovariano direito, nimero de dias de estimulacdo, porcentagem de ciclos suspensos por
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méa resposta e ciclos que apresentaram resposta inadequada, tamanho de foliculos e do

endométrio no dia da administracdo do hCG, numero de foliculos puncionados, odcitos

captados, oocitos maduros, inseminados e fertilizados, taxa de maturidade oocitéria,

fertilizacdo e clivagem embrionaria, numero de embriGes formados e transferidos,

percentagem de ciclos com embrides de boa qualidade no segundo e terceiro dia de

desenvolvimento, taxa de gestacdo quimica por ciclo com transferéncia e iniciado e taxa de

gestacdo clinica por ciclo iniciado e com transferéncia (Tabela 1).

Tabela 1 - Comparacao entre as variaveis demogréaficas, resposta a estimulacdo ovariana com
gonadotrofinas e resultados de ICSI em pacientes Controle (fator tubario e/ou masculino de
infertilidade) e Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP).

Controle SOP
Variavel N =57 N =15 P
(66 ciclos) (16 ciclos)

Idade 33,0+3,9 32,2+3,.2 0,45
IMC 23,7+33 26,7+3,8 <0,01
FSH Basal 5,6+26 53+17 0,64
Volume OD (mm?) 57+27 6,7 + 3,4 0,23
Volume OE (mm?®) 54+23 6,9 +3,2 0,03
N° foliculos OD 42+28 7,1+39 <0,01
N° foliculos OE 45+32 6,7+4,1 0,02
Dose FSH (Total) (mUI/ml) 2045,1 + 633,0 1493,8 + 331,1 <0,01
N° dias estimulacio 92+16 8,6+1,7 0,20
Ciclos suspensos por ma resposta (%) 1,5 (1/66) 6,2 (1/16) 0,35
Resposta inadequada (%) 25,8 (17/66) 12,5 (1/16) 0,34
Foliculos entre 14 e 18 mm hCG 49+35 55+572 0,67
Foliculos > 18 mm hCG 2,7+138 28+14 0,83
Endométrio (mm) 10,8 +25 10,0+ 24 0,28
N° foliculos puncionados 14,2+8,4 17,3+13,1 0,39
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N° odcitos captados 6,4+39 73+54 0,44
N° odcitos maduros 49+ 34 56+3,6 0,49
N° odcitos fertilizados 33+19 3717 0,48
N° embriGes clivados 28+15 33+17 0,30
Taxa de maturidade (%) 77,7+23,3 79,3+18,1 0,69
Taxa de fertilizacdo (%) 79,8 +£24,1 77,1+28,8 0,71
Taxa de clivagem (%) 88,9+19,1 79,9+ 27,8 0,15
N° embrides formados 26+14 3111 0,23
N° embriGes transferidos 1,8+£0,7 19+£0,9 0,73
Ciclos com embriGes de qualidade D2 (%) 22,9 (14/61) 15,4 (2/13) 0,72
Ciclos com embriGes de qualidade D3 (%) 33,3 (12/36) 22,2 (2/9) 0,70
Taxa de gestacdo quimica (ciclo iniciado -

30,3 (20/66) 31,2 (5/16) 1,00
%)
Taxa de gestacdo quimica (ciclo com

_ 32,3 (20/62) 45,4 (5/11) 0,49

transferéncia-%)
Taxa de gestacdo clinica (ciclo iniciado -

24,2 (16/66) 31,2 (5/16) 0,54
%)
Taxa de gestacdo clinica (ciclo com

25,8 (16/62) 45,4 (5/11) 0,28

transferéncia-%)

Legenda: M4 resposta: obtencdo de numero inferior a quatro odcitos; Taxa de maturidade:
numero de o6citos maduros dividido pelo nimero de odcitos captados, multiplicado por 100;
Taxa de fertilizacdo: nimero de odcitos fertilizados dividido pelo nimero de odcitos
inseminados, multiplicado por 100; Taxa de clivagem: nimero de embrides clivados dividido
pelo numero de oo6citos fertilizados, multiplicado por 100; D2: segundo dia de
desenvolvimento embrionério; D3: terceiro dia de desenvolvimento embrionario; Taxa de
gravidez quimica (p/ ciclo iniciado): namero de pacientes com B-hCG positivo dividido pelo
namero de ciclos iniciados, multiplicado por 100; Taxa de gravidez quimica (p/ ciclo com
transferéncia: nimero de pacientes com B-hCG positivo dividido pelo nimero de ciclos onde
foi realizado transferéncia multiplicado por 100; Taxa de gravidez clinica (p/ ciclo iniciado):
numero de pacientes com batimento cardiaco fetal presente dividido pelo nimero de ciclos
iniciados, multiplicado por 100; Taxa de gravidez clinica (p/ ciclo com transferéncia): nimero
de pacientes com batimento cardiaco fetal presente dividido pelo nimero de ciclos onde foi
realizado transferéncia, multiplicado por 100; OD: ovario direito; OE: ovario esquerdo. Foi
considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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Na comparacéo dos niveis de MDA, FOX, AOPP GSH e vitamina E no soro obtido na
fase folicular precoce do ciclo que antecedeu a estimulacdo ovariana com gonadotrofinas (D1)
entre as pacientes inférteis com SOP e Controles (Tabela 2), foi encontrada diferenca
significativa nos niveis de MDA, que foram maiores nas pacientes do grupo SOP (27,9 + 8,9

pumol/g pt) em relacdo ao grupo infértil por fator tubario e/ou masculino (22,6 £ 9,0 umol/g

pt).

Tabela 2 - Marcadores séricos de estresse oxidativo na fase folicular precoce do ciclo que
antecedeu a estimulacdo ovariana com gonadotrofinas em pacientes com infertilidade de
causa tubaria e/ou masculina (Grupo Controle) e Sindrome dos Ovarios Policisticos).

Infertilidade de causa Sindrome dos

Marcadores P
N tubaria e/ou masculina N ovarios policisticos

MDA (umol/g pt) 49 226+9,0 13 27.9+89 0,03

AOPP (umol/L) 51 100,3 + 60,9 13 118,6 + 45,3 0,49

FOX (umol/g pt) 51 82+1,9 13 75+12 0,15

GSH (nmol/L) 51 171,0 + 48,8 13 188,3 + 58,3 0,15

Vitamina E (umol/L) 51 224+67 13 263+47 0,16

Legenda: MDA = malondialdeido (Controle - 55 ciclos, SOP — 14 ciclos); AOPP = produtos
de oxidacéo proteica (Controle - 57 ciclos, SOP — 14 ciclos); FOX = hidroperdxidos (Controle
- 59 ciclos, SOP — 14 ciclos); GSH = glutationa (Controle - 59 ciclos, SOP — 14 ciclos);
vitamina E (Controle - 58 ciclos, SOP — 14 ciclos). Dados representados em média + desvio
padrdo. Foi considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Na avaliagdo da possivel influéncia da estimulacdo ovariana sobre os marcadores de
estresse oxidativo analisados no grupo Controle foi observado aumento significativo dos
niveis séricos de MDA apds blogueio hipofisario com gonadotrofinas (D2) (25,9 9,1 umol/g
PT), quando comparados aos da fase folicular precoce do ciclo que antecedeu a estimulagdo

(D1) (22,6 £9,0 umol/g pt). Os valores séricos de MDA em D2 foram maiores do que em D4
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(dia da captacdo oocitaria) (23,3 7,2 umol/g pt). Em relacéo aos niveis de AOPP no soro ao
longo da estimulacdo ovariana observaram-se maiores niveis séricos deste marcador em D2
(135,1 £ 69,7 umol/L), D3 (118,2 + 63,5 pumol/L), e D4 (124,9 £ 67,0 pumol/L) em relacéo a
D1 (100,3 + 60,9 pumol/L). Os niveis séricos de FOX foram significativamente menores em
D2 (7,2 £ 1,3 umol/g pt), D3 (7,1 £ 1,3 umol/g pt) e D4 (7,2 £ 1,6 umol/g pt) do que em D1
(8,2 £ 2,0 umol/g pt). Os niveis de GSH e vitamina E ndo mostraram variacao significativa

entre os valores prévios e durante a estimulacéo ovariana controlada (Tabela 3).

Tabela 3 - Marcadores séricos de estresse oxidativo na fase folicular precoce do ciclo que
antecedeu a estimulagdo ovariana (D1), no dia de inicio da estimulacéo ovariana (D2), no dia
da administracdo da gonadotrofina coriénica humana (D3) e no dia da captacdo oocitaria (D4)
de pacientes com infertilidade por fator tubario e/ou masculino.

Infertilidade por fator tubario e/ou masculino

Marcadores D1 D2 D3 D4

MDA (umol/g pt) 22,6 +9,0 25,9 +9,12P 242 + 74 23,3+7,2°

AOPP (umol/L)  100,3+60,9%%® 1351+69,7%" 1182+635%" 1249+670°¢

FOX (umol/g pt) 82+20%"! 72+13°9 71+13" 72+16'
GSH (nmol/L) 171,0 + 48,8 177,1 + 40,9 177,7 35,2 187,0 + 42,6
Vitamina E (umol/L) 22,4 +6,7 22,3+59 23,6 +8,1 22,7+7,3

Legenda: * ™ © 9 diferentes sobrescritos na mesma linha indicam diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05). Dados representados em média + desvio padrdo. a: p = 0,01; b: p <
0,01;¢c:p<0,01;d: p=0,02;e: p<0,01; g: p<0,01; h: p<0,01;i: p<0,01. MDA: D1 55
ciclos; D2 54 ciclos; D3 50 ciclos; D4 54 ciclos; AOPP: D1 57 ciclos; D2 55 ciclos; D3 50
ciclos; D4 54 ciclos; FOX: D1 59 ciclos; D2 55 ciclos; D3 51 ciclos;; D4 54 ciclos; GSH:
D1 59 ciclos; D2 55 ciclos; D3 52 ciclos,; D4 54 ciclos,; Vitamina E: D1 58 ciclos; D2 49
ciclos; D3 49 ciclos; D4 49 ciclos.

No grupo SOP, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente significativas nos
niveis séricos dos cinco marcadores de estresse oxidativo analisados entre os dias de cada

coleta sanguinea antes e ao longo da estimulagéo ovariana controlada (Tabela 4).
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Tabela 4 - Marcadores séricos de estresse oxidativo na fase folicular precoce do ciclo que
antecedeu a estimulacdo ovariana (D1), no dia de inicio da estimulacdo ovariana (D2), no dia
da administracdo da gonadotrofina coriénica humana (D3) e no dia da captagédo oocitaria (D4)
de pacientes inférteis com Sindrome dos ovarios policisticos

Sindrome dos Ovarios Policisticos

Marcadores D1 D2 D3 D4
MDA (umol/g pt) 27,9 8,9 28,5 +9,2 28,7+6,9 29,2 +54
AOPP (pmol/L) 118,6 + 45,3 135,3 + 83,9 120,3 + 46,5 121,6 + 76,0
FOX (umol/g pt) 75+1,2 79+1,3 78+0,8 7,7+13
GSH (nmol/L) 188,3 £ 58,8 183,9 £ 46,4 194,3 £37,3 202, 8+ 19,0
Vitamina E (umol/L) 26,3+4,7 253+11,3 26,1 +8,0 251+9.2

Legenda: * ™ © % diferentes sobrescritos na mesma linha indicam diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05). Dados representados em média + desvio padrdo. MDA: D1 14 ciclos;
D2 13 ciclos; D3 12 ciclos; D4 14 ciclos; AOPP: D1 14 ciclos; D2, 13 ciclos; D3 12 ciclos;
D4 14 ciclos; FOX: D1 14 ciclos; D2 13 ciclos; D3 11 ciclos; D4 14 ciclos; GSH: D1, 14
ciclos; D2 13 ciclos; D3 12 ciclos; D4 14 ciclos; Vitamina E: 14 ciclos; D2 12 ciclos; D3 12
ciclos; D4 13 ciclos.

A tabela 5 apresenta a comparacdo dos niveis séricos durante o periodo da estimulagédo

nos dois grupos.
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Tabela 5 - Marcadores sericos de estresse oxidativo na fase folicular precoce do ciclo que antecedeu a estimulacdo ovariana (D1), no dia de
inicio da estimulacdo ovariana (D2), no dia da administragdo da gondotrofina coriénica humana (D3) e no dia da captacdo oocitéaria (D4) de
pacientes com infertilidade por fator tubario e/ou masculino (Grupo Controle) e com Sindrome dos ovarios policisticos.

Infertilidade por fatores masculino e/ou tubario Sindrome dos Ovarios Policisticos
Marcadores D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4
MDA (umol/g pt) 22,6 +9,0° 25,9 £9,1 2" 242+74 23,327,2" 27,9 £8,9 28,5 19,2 28,769  292+54

AOPP ((umol/L) 100,3+60,9 %% 1351+69,7%" 1182+635%" 1249+67,0° 1186+453 1353+839 1203465 1216 76,0

FOX (umol/g pt) 82+209"! 72+13°9 71+13" 72+16' 75+1,2 79+13 78+0,8 7,713
GSH ((nmol/L) 171,0 + 48,8 1771+40,9  177,7+352  187,0+426 1883+588 183,9+464 1943+37,3 202, 8+19,0
Vitamina E ((umol/L)  22,4+6,7 22,3+59 23,6 +8,1 22,7+73 26,3+ 4,7 253+11,3 26,1+80 251+9,2

Legenda: ™ © % diferentes sobrescritos na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). Dados representados em média *
desvio padrdo. a: p=0,01; b: p<0,01;c: p<0,01; d: p=0,02; e: p<0,01;0: p<0,01; h: p<0,01;i: p< 0,01
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Os niveis dos marcadores de estresse oxidativo ndo mostraram diferenca significativa
entre os grupos Controle e SOP quando analisados no fluido folicular. (Tabela 6).
Tabela 6 - Comparagéo entre marcadores de estresse oxidativo no fluido folicular em pacientes com

infertilidade por fator tubario e/ou masculino (Grupo Controle) e com Sindrome dos ovarios
policisticos.

Marcadores N Infertilidade por fator N Sindrome dos ovarios P
tubério e/ou masculino policisticos

MDA (umol/g pt) 40 21,0+44 10 23,0%6,3 0,09

AOPP (umol/L) 40 107,3 £ 38,9 13 112,1 £ 59,7 0,84

FOX (umol/g pt) 41 58+0,7 13 54+04 0,15

GSH (nmol/L) 42 265,5+ 71,0 13 279,1 £ 59,7 0,27

Vitamina E (umol/L) 41 8628 12 8546 0,71

Legenda: MDA = malondialdeido (Controle — 44 ciclos; SOP — 11 ciclos); AOPP = produtos
de oxidacdo protéica (Controle — 47 ciclos; SOP — 14 ciclos); FOX = hidroperoxidos
(Controle — 50 ciclos; SOP — 14 ciclos); GSH = glutationa (Controle — 50 ciclos; SOP — 14
ciclos);Vitamina E (Controle — 49 ciclos; SOP — 13 ciclos). Dados representados em média +
desvio padrdo. Foi considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Os niveis de MDA encontrados foram mais elevados no grupo SOP em comparagéo
com o grupo Controle no soro obtido na fase folicular precoce do ciclo que antecedeu a
estimulacdo (D1) (SOP - 27,9 £8,9 umol/g pt; Controle - 22,6 9,0 umol/g pt), no dia de
administracdo do hCG (D3) (SOP - 28,7 + 6,9 umol/g pt; Controle - 24,2 + 7,4 umol/g PT) e
no dia da captacdo oocitaria (D4) (SOP - 29,2 + 5,4 umol/g pt; Controle - 23,3 £7,2 umol/g

PT) (Tabela 7).
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Tabela 7 - Comparacgéo entre os valores de malondialdeido (MDA) no soro na fase folicular
precoce do ciclo que antecedeu a estimulagdo ovariana (D1), no dia de inicio da estimulagdo
(D2), no dia da administracdo da gonadotrofina coriénica humana (D3) e no dia da captacéo
oocitéria (D4) e no fluido folicular entre pacientes dos grupos Controle e SOP.

Material e Dia da coleta N Infertilidade por fator N Sindrome dos P
tubario e/ou masculino ovarios policisticos

Soro D1 49 22,6 £9,0*" 13 27,9+8,9° 0,03

Soro D2 47 25,9 £9,1*°¢ 12 28,5 +9,2 0,20

Soro D3 45 242+74° 11 28,7 6,9 0,03

Soro D4 47 233+72° 13 29,2+54 <0,01

Fluido Folicular D4 39 21,0+ 4,41 10 229+6,3° 0,09
Legenda: * ® © % na mesma coluna indicam diferenca estatistica. Dados representados em

média + desvio padrdo. Foi considerado o nivel de significAncia de 5% (p<0,05). a: p = 0,01;
b: p=0,04;cp<0,01;dp<0,01; e p=0,02. D1: Controle — 55 ciclos, SOP — 14 ciclos; D2
Controle — 54 ciclos, SOP — 13 ciclos; D3 Controle — 50 ciclos, SOP — 12 ciclos; D4 Controle
— 54 ciclos, SOP — 14 ciclos; Fluido folicular: Controle — 44 ciclos, SOP — 11 ciclos.

Os niveis de AOPP, FOX, GSH e vitamina E ndo apresentaram diferenca significativa
no soro da fase folicular precoce do ciclo que antecedeu a estimulacdo e ao longo da

estimulacdo ovariana com gonadotrofinas comparando-se as pacientes dos grupos Controle e

SOP (Tabelas 8, 9, 10 e 11).

Tabela 8 - Comparagéo entre os valores de produtos de oxidacao protéica (AOPP) no soro na
fase folicular precoce do ciclo que antecedeu a estimulacdo ovariana (D1), no dia de inicio da
estimulagdo (D2), no dia da administracdo da gonadotrofina coridénica humana (D3) e no dia
da captacdo oocitaria (D4) e no fluido folicular entre pacientes dos grupos Controle e SOP.

Material e Dia da coleta N Infertilidade por fator N Sindrome dos P
tubério e/ou masculino ovarios policisticos

Soro D1 51 100,3 + 60,9 2" ° 13 118,6 + 45,3 0,49

Soro D2 47 135,1 + 69,7 1 12 135,3+83,9 0,78

Soro D3 45 118,2 +63,5° 11 120,3 + 46,5 0,63
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Soro D4 47 1249+67,0° 13 121,6 £ 76,0 0,59
Fluido Folicular D4 40 107,3+38,9 ¢ 13 112,1 £ 59,7 0,84
Legenda: * ™ © % na mesma coluna indicam diferenca estatistica. Dados representados em

média + desvio padréo. Foi considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05). a: p < 0,01;
b: p=0,02; c p<0,01; d: p<0,01. AOPP: D1 Controle — 57 ciclos, SOP — 14 ciclos; D2
Controle — 55 ciclos, SOP — 13 ciclos; D3 Controle 50 ciclos, SOP — 12 ciclos; D4 Controle —
54 ciclos, SOP — 14 ciclos; Fluido folicular: Controle — 47 ciclos, SOP — 14 ciclos.

Tabela 9 - Comparacédo entre os valores de hidroperéxidos (FOX) no soro na fase folicular
precoce do ciclo que antecedeu a estimulacdo ovariana (D1), no dia de inicio da estimulacdo
(D2), no dia da administracdo da gonadotrofina coridnica humana (D3) e no dia da captacédo
oocitéria (D4) e no fluido folicular entre pacientes dos grupos Controle e SOP.

Infertilidade por fator Sindrome dos

Material e Dia da coleta N N P
tubéario e/ou masculino ovarios policisticos
Soro D1 51 82+20%>cd 13 75+12" 0,15
Soro D2 48 72+13%°¢ 12 79+13i 0,22
Soro D3 46 71+1,3°f 10 78+£0,8] 0,39
Soro D4 a7 72+16%9 13 7,7+1,31 0,57
Fluido Folicular D4 42 58+07%%"¢ 13 54+04""0! 0,15
Legenda: * ™ © % na mesma coluna indicam diferenca estatistica. Dados representados em

média + desvio padrdo. Foi considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05). a: p < 0,01;
b:p<0,01;¢c:p<001;d:p<0,01;e:p<001;f:p<001;9:p<001; h:p<0,0Li:p<
0,01; j: p<0,01: I: p<0,01. FOX: D1 Controle — 59 ciclos, SOP — 14 ciclos; D2 Controle —
55 ciclos, SOP — 13 ciclos; D3 Controle — 51 ciclos, SOP — 11 ciclos; D4 Controle — 54
ciclos, SOP — 14 ciclos; Fluido folicular: Controle — 50 ciclos, SOP — 14 ciclos.

Tabela 10 - Comparacdo entre os valores de glutationa (GSH) no soro na fase folicular
precoce do ciclo que antecedeu a estimulacdo ovariana (D1), no dia de inicio da estimulacdo
(D2), no dia da administragcdo da gonadotrofina coridnica humana (D3) e no dia da captacéo
oocitaria (D4) e no fluido folicular entre pacientes dos grupos Controle e SOP.

Infertilidade por fator N Sindrome dos P

tubério e/ou masculino ovarios policisticos

Material e Diada coleta [N

Soro D1 51 171,0+48,8° 13 188,3+58,8° 0,15
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Soro D2 48 177,1+£40,9° 12 1839+ 464" 0,56
Soro D3 47 177,7+352° 11 1943 +37,3° 0,24
Soro D4 47 187,0+42,6¢ 13 202,8+19,0 h 0,22
Fluido Folicular D4 42 2655+71,0*>%% 13 279,1+59,7%"9" 0,27
Legenda: ® ® © % na mesma coluna indicam diferenca estatistica. Dados representados em

média + desvio padréo. Foi considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05). a: p < 0,01;
b: p<0,01;c:p<0,01;d:p<0,01;e:p<0,01; f: p<0,01; g: p<0,01; h: p<0,01. GSH:
D1 Controle — 59 ciclos, SOP — 14 ciclos; D2 Controle — 55 ciclos, SOP — 13 ciclos; D3
Controle — 52 ciclos, SOP — 12 ciclos; D4 Controle — 54 ciclos, SOP — 14 ciclos; Fluido
folicular: Controle — 50 ciclos, SOP — 14 ciclos.

Tabela 11 - Comparacéo entre os valores de vitamina E no soro na fase folicular precoce do
ciclo que antecedeu a estimulagéo ovariana (D1), no dia de inicio da estimulacdo (D2), no dia
da administracdo da gonadotrofina coriénica humana (D3) e no dia da captacéo oocitéria (D4)
e no fluido folicular entre pacientes dos grupos Controle e SOP.

Material e Dia da

N Infertilidade por fator N Sindrome dos P
coleta tubario e/ou masculino ovarios policisticos
Soro D1 51 224+6,7° 13 26,3+4,7° 0,16
Soro D2 44 223+59°" 11 253+113' 0,19
Soro D3 45 236+81° 11 26,1+8,09 0,32
Soro D4 44 22,7+73° 12 251+92" 0,25
Fluido Folicular D4 42 8,6+28%"%¢ 12 85+4,6%"9" 0,71

a, b, c d

Legenda:

na mesma coluna indicam diferenca estatistica. Dados representados em

média + desvio padrdo. Foi considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05). a: p < 0,01;
b:p<0,01; c:p<0,01;d: p<0,01;e:p<0,01; f: p<0,01; g: p<0,01; h: p<0,01.Vitamina
E: D1 Controle — 58 ciclos, SOP — 14 ciclos; D2 Controle 49 ciclos, SOP — 12 ciclos; D3
Controle — 49 ciclos, SOP — 12 ciclos; D4 Controle — 49 ciclos, SOP — 13 ciclos, Fluido
folicular: Controle — 49 ciclos, SOP — 13 ciclos.

Buscou-se encontrar uma possivel correlagdo dos niveis de MDA, AOPP, FOX, GSH
e vitamina E entre o soro obtido na fase folicular precoce do ciclo que antecedeu a

estimulacdo, e o fluido folicular nos grupos Controle e SOP. No grupo Controle, foi
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observada uma diferenca significativa e uma correlacdo positiva leve (r = 0,402) dos niveis de
MDA encontrados no soro em relagcdo aos niveis do fluido, sendo os valores deste marcador
mais altos no soro (Tabela 12). Os niveis de GSH significativamente maiores no fluido
folicular apresentaram uma correlacdo positiva moderada (r = 0,54) de seus valores entre o

soro e o fluido, no grupo Controle (Tabela 12).

Tabela 12 - Correlacdo entre os valores séricos dos marcadores de estresse oxidativo na fase
folicular precoce do ciclo que antecedeu a estimulacdo ovariana e os niveis foliculares em
pacientes com infertilidade por fator tubario e/ou masculino (Grupo Controle).

Marcadores N Niveisséricos N Niveis foliculares r P
MDA (umoligpt) 49  239+86 40 206+4,5 0,402 2 0,01
AOPP (umol/L) 51 92,7 £ 60,6 40 108,0 + 39,6 0,212 b 0,19
FOX (umol/g pt) 51 77+15 41 58+0,7 -0,021°¢ 0,89
GSH (nmol/L) 51 1786 +449 42 2605+71,2 0,54 d 0,0002
Vitamina E (nmol/L) 51 22,8+6,8 41 83+26 0,247° 0,11

Legenda: Dados representados em media + desvio padrdo. Foi considerado o nivel de
significancia de 5% (p<0,05). a, b, e: correlagdo positiva leve; c: correlagdo intima negativa;
d: correlacdo positiva moderada. Niveis séricos: MDA = Malondialdeido (55 ciclos); AOPP =
produtos de oxidacdo protéica (57 ciclos) FOX = hidroperdxidos (59 ciclos); GSH =
glutationa (59 ciclos); vitamina E (58 ciclos). Niveis foliculares: MDA (44 ciclos); AOPP (47
ciclos); FOX (50 ciclos); GSH (50 ciclos); Vitamina E (49 ciclos). Dados representados em
média + desvio padrdo. Foi considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

No grupo SOP ndo se observou diferenca significativa entre os niveis séricos em D1 e
foliculares dos cinco marcadores analisados. Encontramos uma correlagdo positiva minima

nos niveis de MDA (r = 0,084) e uma correlacdo positiva leve nos niveis de AOPP (r =

0,401) entre o soro e o fluido. Os niveis de FOX e GSH apresentaram correlacdo negativa
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leve entre os valores séricos e foliculares. Os niveis de vitamina E apresentaram correlacéo

negativa minima entre os valores séricos e foliculares (r = -0,099 ) (Tabela 13).

Tabela 13. Correlacéo entre os valores séricos dos marcadores de estresse oxidativo na fase
folicular precoce do ciclo que antecedeu a estimulacdo ovariana e os niveis foliculares em
pacientes inférteis com Sindrome dos ovarios policisticos.

Marcadores N Niveis séricos N Niveis foliculares r P

MDA (umoligpt) 13  27,9+89 10 229+63 0,084 ° 0,80
AOPP (umol/L) 13 118,6 + 45,3 13 112,2 + 27,7 0,401 b 0,15
FOX (umol/g pt) 13 75+12 13 54+04 -0,259 © 0,37
GSH (nmol/L) 13 188,3 + 58,8 13 279,3+59,8 -0,385 d 0,17
Vitamina E (nmol/L) 13 26,3+4,7 12 85+4,6 -0,099 © 0,74

Legenda: Dados representados em media + desvio padrdo. Foi considerado o nivel de
significancia de 5% (p<0,05). a: correlagdo minima positiva; b: correlacdo positiva leve; c:
correlacdo negativa leve; d: correlacdo negativa leve; e: correlacdo minim negativa; Niveis
séricos: MDA = malondialdeido (14 ciclos); AOPP = produtos de oxidagdo protéica (14
ciclos); FOX = hidroperoxidos (14 ciclos); GSH = glutationa (SOP — 14 ciclos); vitamina E
(14 ciclos). Niveis foliculares: MDA (11 ciclos); AOPP (14 ciclos); FOX (14 ciclos); GSH
(14 ciclos);Vitamina E (13 ciclos). Dados representados em média + desvio padrdo. Foi
considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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6. Discussao
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A oxidacdo € parte fundamental do metabolismo do corpo humano e os radicais livres
sdo produzidos naturalmente por nosso organismo, porém também estdo envolvidos em
disfuncdes bioldgicas. A producdo excessiva de espécies reativas pode cursar com 0O
comprometimento de membranas celulares, dano protéico e enzimatico, alteragdes na
estrutura do DNA e morte celular (BARREIROS et al, 2006; PLESSIS et al, 2008).

Niveis fisioldgicos de espécies reativas possuem um papel fundamental no processo
reprodutivo, participando da interacdo odcito-espermatozdide, na implantacdo e no
desenvolvimento embrionério pré e pos implantagdo (SAKKAS et al, 1995; NAVARRO et
al,. 2004; 2006; AGARWAL et al, 2008). Evidéncias tem apontado que o desequilibrio entre
a formacdo de radicais oxidantes e a producdo de moléculas antioxidantes tem afetado o
sucesso quanto a obtencdo de gestacdo em tratamentos de RA (AGARWAL et al, 2006;
GUERIN et al, 2001; GOTO et al, 1993).

Estudos tém demonstrado que o estresse oxidativo esta envolvido nas alteracdes
metabdlicas e reprodutivas encontradas em pacientes com SOP (FERDA VERIT et al., 2007;
ZHANG et al., 2006) e que estas pacientes apresentam piores resultados em tratamentos de
RA (HEIINEN et al, 2006). Temos evidéncias de que a resposta exacerbada as gonadotrofinas
exogenas administradas para a inducdo da ovulacdo, elevando a concentracdo de estrogénio e
androgénio séricos, poderia alterar a receptividade uterina (VALBUENA et al, 1999; WANG
et al, 2001). Por outro lado, as concentracdes elevadas de horménio luteinizante (LH) na fase
folicular, interferindo na foliculogénese, poderiam resultar em odcitos de pior qualidade
(HOWLES et al., 1986; REGAN et al., 1990; STANGEr et al.,, 1985). Tanto o
comprometimento endometrial, como o, da qualidade oocitaria poderiam estar envolvidos na
génese das supostas maiores taxas de abortamento, relatadas por alguns autores. Estudos tém
mostrado que o comprometimento da qualidade do endomeétrio pode estar associado ao

aumento dos niveis de ROS em pacientes com SOP (PALACIO et al., 2006), que o dano
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oxidativo por meio da peroxidacdo lipidica, evidenciada pela elevacdo dos niveis séricos de
MDA, pode afetar o sistema reprodutivo nestas pacientes (PALACIO et al., 2006), e que a
elevacdo da capacidade antioxidante total foi o melhor preditor de resisténcia a inducdo da
ovulacdo com citrato de clomifeno (FERDA VERIT et al., 2007). Em conjunto, estes dados
sugerem que o estresse oxidativo participa da modulacdo da resposta ovulatoria e do sucesso
gestacional nestas pacientes. Contudo, os resultados encontrados na literatura sdo escassos e
controversos. As pacientes com SOP apresentam expresses fenotipicas e alteracGes
metabolicas bastante varidveis, que poderiam justificar as divergéncias dos dados encontrados
na literatura. O estudo de sub-grupos de pacientes, potencialmente auxiliaria na elucidacéo
destas controvérsias acerca do papel do estresse oxidativo no sistema reprodutivo de pacientes
inférteis com SOP.,

A definicdo das causas que levam a piores resultados nos procedimentos de RA em
pacientes com SOP, especialmente, a identificacdo de subgrupos com pior progndstico
reprodutivo, parece ser um passo importante no sentido de auxiliar o embasamento de
estratégias terapéuticas especificas. Neste sentido, a andlise de marcadores de estresse
oxidativo em pacientes com SOP, em ciclos naturais e estimulados com gonadotrofinas, seria
de especial interesse.

Alguns estudos evidenciaram correlacdo positiva entre determinados niveis de
especies reativas de oxigénio e a atividade da glutationa peroxidase no fluido folicular e as
taxas de gestacdo apds procedimentos de reproducdo assistida (ATTARAN et al, 2000;
PASZKOWSKI et al, 1995). Ha evidéncias de correlacdo positiva de marcadores de estresse
oxidativo no fluido folicular e no soro (APASSAMY et al., 2008), com a particularidade de
maior facilidade na obtencdo de amostras de sangue, favorecendo a sua aplicabilidade clinica.
Como os niveis sericos fisioldgicos de espécies reativas e antioxidantes, em ciclos naturais e

estimulados, ndo sdo conhecidos, é possivel que a analise conjunta de diferentes marcadores
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de estresse oxidativo, tanto no soro, como no fluido folicular, forneca subsidios para o melhor
entendimento da etiopatologia da resposta ovariana exacerbada a estimulacdo com
gonadotrofinas e da piora potencial da fertilizacdo relacionada a SOP.

Tem sido demonstrado que o malondialdeido esta presente em maiores niveis no soro
de pacientes com SOP (MOHAMADIN et al.,, 2009) e que este marcador pode estar
relacionado a piores resultados em tratamentos de RA, como menores taxas de implantagéo, ja
que ¢ indicativo de dano as membranas e seus niveis mostram-se tdo aumentados quanto os de
anticorpos anti-endométrio encontrados neste grupo de pacientes (PALACIO et al., 2006).

Evidenciamos niveis significativamente maiores de MDA no soro de pacientes
inférteis com SOP, na fase folicular precoce do ciclo que antecedeu a estimulacdo ovariana
com gonadotrofinas. Este dado sugere a presenca de estresse oxidativo sisttmico em
portadoras de SOP quando comparadas a pacientes com infertilidade por fatores masculino
e/ou tubario, em ciclos ndo estimulados, concordante com outros estudos (KAYA et al, 2009;
MOHAMADIN et al.,, 2009; SABUNCU et al, 2001). Pela primeira vez, analisou-se a
dindmica deste marcador de estresse oxidativo apds bloqueio hipofisario com agonista do
GnRH e durante a estimulacdo ovariana controlada, comparando-se pacientes inférteis com
SOP e inférteis por fator tubario e/ou masculino. Pela analise intergrupos, evidenciamos
niveis de MDA mais elevados no soro de pacientes com SOP, no dia da administracdo do
hCG e no dia da captacdo oocitaria. Todavia, considerando a avaliagdo intra-grupo, nao
observamos variacao significativa da peroxidacéo lipidica no soro de pacientes com SOP apds
bloqueio hipofisario com agonista do GnRH e ao longo da estimulagcdo ovariana com
gonadotrofinas, sugerindo que estas pacientes apresentam elevacgéo sistémica da peroxidacao
lipidica em condicdes basais (ciclos ndo estimulados), que persiste inalterada durante a
estimulacdo ovariana. Ainda com relagdo aos niveis de MDA, foi constatada uma correlacédo

positiva leve entre os valores encontrados no soro coletado na fase folicular precoce do ciclo,
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e no fluido folicular. Este achado corrobora os resultados encontrados em outros trabalhos,
que também mostram correlagdo entre os niveis séricos e foliculares de marcadores de
estresse oxidativo (APASSAMY et al., 2008).

Pela analise intergrupos, ndo observamos diferenca significativa entre os demais
marcadores de estresse oxidativo analisados (AOPP, hidroperdxidos, glutationa e vitamina E)
na fase folicular precoce do ciclo, ap6s bloqueio hipofisario e durante a estimulacdo ovariana
controlada com gonadotrofinas comparando-se pacientes inférteis com SOP e controles.
Todavia, similarmente ao encontrado para 0 MDA, observamos uma tendéncia a maiores
niveis sisttmicos de AOPP em ciclos ndo estimulados de pacientes com SOP, concordante
com alguns estudos que demonstraram a ocorréncia de estresse oxidativo neste grupo de
pacientes, que apresentaram niveis séricos de AOPP ou grupamentos carbonila (FENKCi et
al, 2003; KAYA et al, 2009) e MDA mais elevados (KAYA et al, 2009; SABUNCU et al,
2001). Conjuntamente, estes dados sugerem que pacientes com SOP apresentam estresse
oxidativo sisttmico em condic¢des basais (ciclos ndo estimulados), caracterizado tanto pelo
aumento da peroxidacdo lipidica, como protéica, que persistem inalteradas durante a
estimulacdo ovariana com gonadotrofinas.

Constatamos também que os niveis medios de vitamina E, apesar de ndo terem
apresentado diferenca significativa, mostraram-se mais elevados no grupo SOP em
comparacdo com o grupo controle, na fase folicular precoce do ciclo, apds bloqueio
hipofisario com gonadotrofinas e durante a estimulagdo ovariana controlada com
gonadotrofinas. E possivel que os niveis séricos deste antioxidante no grupo SOP estejam
mais altos na tentativa de neutralizar a propagacao da peroxidacao lipidica por meio da quebra
do lipidio hidroperoxido. A neutralizagdo de radicais como o MDA, durante a etapa de
terminacdo € realizada pela acdo de antioxidantes lipossolUveis como a vitamina E sob a

forma de o-tocoferol (VASCONCELOS et al, 2007). Observamos uma intima correlacdo
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negativa entre os niveis séricos de vitamina E na fase folicular precoce do ciclo menstrual e
no fluido folicular nas pacientes com SOP.

A GSH, que desempenha um papel fundamental na neutralizacdo de peroxidos
(DEMATOS, 2000), ndo apresentou diferenca significativa em seus niveis na comparacdo
entre 0s grupos SOP e Controle, porém seus valores médios apresentaram-se maiores no
grupo SOP e foram aumentando ao longo da estimulacdo ovariana em ambos 0s grupos,
sendo mais elevados no fluido folicular. Na comparacdo de seus niveis no soro com 0s niveis
no fluido folicular, encontramos diferenca significativa ao longo de toda a estimulacédo
ovariana no grupo SOP e no grupo Controle e também uma correlacdo positiva moderada dos
valores de GSH no soro coletado na fase folicular precoce do ciclo que antecedeu a
estimulacdo ovariana com o fluido neste Gltimo grupo. E possivel que ndo tenhamos
encontrado esta correlacdo também no grupo SOP, porque o n amostral analisado foi pequeno.
Este marcador é responsavel pela eliminacéo indireta do tocoferol oxidado e é importante para
a reciclagem e manutencdo de niveis fisiolégicos de vitamina E (NWOSE et al.; 2008).
Acreditamos que o aumento de GSH ao longo da estimulagdo, possa contribuir para a
manutencdo de niveis adequados de vitamina E em ambos 0s grupos na tentativa de combater
0 EO gerado, que pode interferir no sucesso do tratamento de RA. Esta contribuicdo é
importante principalmente para o grupo SOP, que mostrou niveis estatisticamente mais
elevados de MDA. Os niveis medios maiores de vitamina E no grupo SOP concordam com 0s
niveis médios também maiores de GSH, que possivelmente, como explicado anteriormente,
estdo agindo na manutencdo de niveis adequados de vitamina E, buscando combater a
peroxidacado lipidica. Além disso, sabe-se que a sintese de glutationa aumenta durante todo o
processo de desenvolvimento e maturagcdo oocitaria até o estagio de foliculo peri-ovulatério
(PERREAULT et al, 1984), sendo considerada preditora indireta de aquisicdo de competéncia

oocitaria para o desenvolvimento embrionario (FERREIRA et al., 2009). Os valores mais
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elevados de glutationa no fluido folicular em relacdo ao soro, observado em ambos 0s grupos,
poderiam ser indicativos de boa qualidade oocitaria, o que precisa ser mais bem analisado por
meio de estudos especificos.

No presente estudo ndo evidenciamos diferenca significativa nos niveis médios de
hidroperdxidos entre as pacientes inférteis com SOP e controles. Todavia, a dindmica deste
marcador foi distinta nos dois grupos ap6s blogueio hipofisario e durante a estimulagéo
ovariana com gonadotrofinas. No grupo controle, os niveis de hidroperoxidos apresentaram-se
significativamente mais elevados no soro da fase folicular precoce do ciclo e no fluido folicular
em relacdo aos demais tempos de analise, apresentando uma tendéncia a diminuicdo durante a
estimulacdo ovariana. No grupo SOP, observamos um comportamento completamente
invertido deste marcador, em relacdo ao grupo controle. Neste grupo, os niveis de
hidroperdxidos encontrados no soro da fase folicular precoce do ciclo e no fluido folicular
tenderam a ser menores do que os dos demais tempos de anélise, apresentando uma tendéncia a
elevacdo durante a estimulacdo ovariana.

Apesar do IMC das pacientes do grupo SOP ter sido estatisticamente maior que o das
pacientes do grupo Controle, excluimos pacientes obesas do presente estudo, ja que a
obesidade é uma varidvel associada ao aumento das falhas de implantacdo embrionaria e taxas
de abortamento. A ampliacdo da presente casuistica permitira a subdivisdo das pacientes entre
magras e com sobrepeso para a avaliacdo das diferentes variaveis analisadas no estudo. O
volume ovariano esquerdo e o nimero de foliculos antrais foi maior no grupo SOP, ao passo
que a dose total de FSH utilizada para a estimulacdo ovariana foi menor, 0 que é consoante
com outros estudos publicados (HEIJNEN et al., 2006).

Em relacédo aos resultados de RA, que incluiram a resposta a estimulagdo ovariana,
taxas de fertilizacdo e clivagem embrionaria, formacdo de embriGes de boa qualidade no

segundo e terceiro dia de desenvolvimento, e taxas de gestacdo quimica e clinica, nao
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verificamos diferencas entre os grupos estudados. E possivel que o n amostral reduzido do
grupo SOP seja uma das razGes para ndo termos observado diferencas nestes resultados.
Todavia, acreditamos gque neste subgrupo especifico de portadoras de SOP, ou seja, pacientes
ndo obesas, ndo ocorra diferenca entre a resposta a estimulacdo ovariana e os resultados da
ICSI, o que precisa ser mais bem avaliado em estudos com maiores casuisticas.

A casuistica apresentada no grupo SOP é pequena em comparagdo a do grupo
controle. Ressaltamos que, atualmente, a realizacdo de fertilizacdo in vitro é recomendada
como terceira linha no tratamento destas pacientes (THE THESSALONIKI ESHRE/ASRM-
SPONSORED PCOS CONSENSUS WORKSHOP GROUP, 2008) o que, aliado aos rigidos
critérios de inclusdo e exclusédo, limitaram o nimero de pacientes elegiveis para o presente
estudo. Mas, convém salientar que todas as pacientes elegiveis ao longo do periodo de
incluséo, aceitaram participar do estudo, eliminando o potencial viés relativo a inclusao.

Observamos aumento significativo da peroxidacdo lipidica no soro de pacientes com
SOP nédo obesas em relagdo ao grupo Controle, em ciclos ndo estimulados, sugerindo a
presenca de estresse oxidativo sisttmico nestas pacientes. Todavia neste grupo de pacientes,
ndo detectamos variagdes significativas da peroxidacdo lipidica sérica apds bloqueio
hipofisario com agonistas do GnRH ou estimulagdo ovariana com gonadotrofinas,
diferentemente do grupo Controle que apresentou elevacéo significativa tanto do MDA, como
do AOPP, apos bloqueio hipofisario e do AOPP durante a estimulacdo ovariana.

Hipotetizamos que eventos relacionados ao estresse oxidativo sistémico em ciclos ndo
estimulados em pacientes com SOP possam participar das alteracbes na foliculogénese e
repercussdes metabolicas associadas a esta doenca. Todavia no subgrupo de pacientes
avaliado ndo observamos variacdo significativa dos marcadores de EO apds blogueio
hipofisario e durante a estimulacdo ovariana com gondotrofinas, diferentemente das pacientes

com infertilidade por fator tubario e/ou masculino, em que houve associacdo positiva entre o
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blogqueio hipofisario e a estimulacdo e 0 aumento dos marcadores séricos de EO. Ressaltamos
que os niveis foliculares dos marcadores de EO foram similares entre os grupos avaliados. Em
conjunto, estes dados sugerem que ndo haja estresse oxidativo a nivel ovariano justificando a
similaridade dos resultados encontrados entre os dois grupos.pacientes. As pacientes com
SOP apresentem estresse oxidativo sistémico, que se reflete em niveis mais elevados de MDA
no soro em ciclos ndo estimulados em relacdo a pacientes com infertilidade por fator tubario
e/lou masculino. E possivel que este EO sistémico possa participar das repercussdes
reprodutivas e metabolicas neste grupo de pacientes e que estes eventos repercutam em
alteracdes de foliculogénese, ovulacdo, piora da qualidade oocitaria e menores taxas de
fertilizacdo em grupos especificos de pacientes com esta sindrome heterogénea. Porém, no
subgrupo de pacientes SOP ndo obesas, 0s resultados em tratamentos de RA sdo compativeis
com pacientes sem a sindrome, ja que fatores como a obesidade também parecem estar
relacionadas a estresse oxidativo, infertilidade e resultados de procedimentos de RA.
Acreditamos que niveis adequados de agentes oxidantes e antioxidantes sejam
necessarios para aquisicdo de competéncia oocitaria e embrionaria, e, conseqlientemente, para
0 sucesso gestacional. Entretanto, as interpretacdes acerca da acéo do estresse oxidativo sobre
os resultados de RA na SOP ainda nédo estdo muito claras e as implica¢Ges reprodutivas do
estresse oxidativo precisam ser mais bem avaliadas. Se constatada a correlacdo entre a
presenca de estresse oxidativo em nivel serico e/ou folicular em mulheres inférteis submetidas
a procedimentos de reproducéo assistida e piores resultados em tratamentos de RA, este fato
poderia contribuir para o esclarecimento de possiveis causas de insucesso no tratamento e
abriria perspectivas para novas abordagens terapéuticas no tratamento da infertilidade,
incluindo a elaboracdo de estudos clinicos controlados e randomizados utilizando a

suplementacdo sistémica de antioxidantes.
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7. Conclusao
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Com base nos achados do presente estudo concluimos que houve aumento
significativo da peroxidacdo lipidica, evidenciado por niveis mais elevados de MDA no
soro de pacientes com SOP ndo obesas em relacdo ao grupo controle, em ciclos nao
estimulados, sugerindo a presenca de estresse oxidativo sisttmico nestas pacientes.
Similarmente, observamos uma tendéncia a maiores niveis sisttmicos de AOPPs.

Né&o foi observado diferenca significativa entre os demais marcadores de estresse
oxidativo analisados (AOPP, hidroperoxidos, glutationa e vitamina E) na fase folicular
precoce do ciclo, apds blogueio hipofisario com agonistas do GnRH e durante a
estimulacdo ovariana controlada com gonadotrofinas, tampouco no fluido folicular,
comparando-se pacientes inférteis com SOP e controles.

N&o detectamos variacdes significativas dos cinco marcadores de estresse
oxidativo analisados, apds bloqueio hipofisario com agonistas do GnRH ou estimulacao
ovariana com gonadotrofinas, nas pacientes com SOP.

Nas pacientes do grupo controle, observou-se elevacdo significativa dos valores
séricos de MDA e AOPP, e reducdo do total de hidroperdxidos, apds bloqueio hipofiséario
com agonistas do GnRH, quando comparados aos valores da fase folicular precoce do
ciclo anterior. Observou-se também que a elevacdo significativa dos valores séricos de
MDA e a reducéo do total de hidroperoxidos persistiu durante a estimulagdo ovariana com
gonadotrofinas.

N&o observamos diferenca significativa entre os resultados de ICSI entre os dois

grupos analisados.
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