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RESUMO

RESENDE, L.O.T. Expressdao do BMP15 e do GDF9 em o6citos do receptor BMPR2 nas
células do cumulus de mulheres normais e com sindrome dos ovarios policisticos. Faculdade

de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo.

OBJETIVO: avaliar a expressdo génica do fator de crescimento e diferenciacdao-9 (GDF9) e
da proteina 6ssea morfogenética-15 (BMP15) em odcitos e receptores BMPR2 em células da
granulosa (CG) de mulheres com sindrome dos ovarios policisticos (SOP) submetidas a
fertilizagdo in vitro (FIV) e comparar com grupo controle; analisar a relacdo dos esterdides no
fluido folicular (FF) de mulheres com SOP e controles; analisar a correlacdo dos niveis dos
esteroides sexuais no FF com a expressdo do GDF9 e BMP15 nos odcitos € do BMPR2 nas
células do cumulus de mulheres com SOP e grupo controle submetidas a FIV.
DELINEAMENTO: prospectivo, caso-controle.

PACIENTES E METODOS: foram incluidas 18 pacientes com SOP e 35 pacientes controles
sendo a causa da infertilidade fator masculino, submetidas a hiperestimulagdo ovariana
controlada (HOC) para procedimento de FIV. A inducdo da ovulagdo foi realizado com FSH
recombinante, na dose de 100 a 200 mg/dia, para o bloqueio hipofisario utilizou-se GnRHa,
no esquema longo, e foi administrado hCG recombinante para a maturagao folicular. No dia
da aspiragdo dos odcitos foi colhido FF de um foliculo pequeno (10-14mm) e um grande
(>18mm) para dosagem dos esterdides sexuais, sendo divididos em 4 grupos: G1= foliculo
pequeno do grupo controle; G2 = foliculo pequeno do grupo SOP; G3 = foliculo grande do
grupo controle e G4 = foliculo grande do grupo SOP. Para dosagem no FF de estradiol e
progesterona utilizou-se o método de quimioluminescéncia e para a testosterona e
androstenediona o radioimunoensaio. Para andlise da expressdo dos genes BMP15 e GDF9,

utilizamos os o6citos maduros de cada paciente. As CGs foram removidas através da técnica



de microdisseccao. Os oocitos e as CGs foram armazenados individualmente em criotubos
contendo 1 pl de meio de cultivo e mantidos em nitrogénio liquido. Para a extracdo de RNA
dos obcitos e das GCs utilizou-se o RNeasy Micro Kit (Qiagen®). A quantificacio dos genes
foi realizada pela técnica de reacdo em cadeia polimerase em tempo real (PCR-RT).

RESULTADOS: observamos que a dosagem dos esterdéides no FF mostrou que os niveis de
progesterona de todos os foliculos pequenos (8.435+3.305 ng/mL) apresentaram valores
menores do que os grandes (10.28043.475 ng/mL), p<0,01. A concentra¢ao de progesterona
dos foliculos do grupo SOP (8.095+4151 ng/mL) foi menor se comparada com o controle
(9.824+3128 ng/mL), p=0,03. A testosterona apresentou diferenca entre o G1 (325,97+122,64
ng/dL) e G3 (207,47+£97,905 ng/dL) p<0,001 e entre o G3 (207,47+97,905 ng/dL) e G4
(336,57£120,30 ng/dL) p<0,001. Ao compararmos foliculos pequenos e grandes,
independente do grupo experimental, os pequenos (508,9+266 ng/dL) apresentam valores
maiores de testosterona do que os grandes (245,10+£123 ng/dL), p<0,0001. A expressdo do
gene BMP15 nos odcitos foi significativamente maior nas mulheres com SOP quando
comparada ao grupo controle (Mediana = 5,95 ¢ 0,59, respectivamente) com p=0,0005, assim
como a expressao do GDF9, que também mostrou-se elevada nas mulheres com SOP quando
comparadas ao grupo controle (Mediana = 2,70 e 0,63, respectivamente), com p=0,0006. O
BMP15 mostrou ter correlacdo positiva com as taxas de gravidez (dosagem de B-hCG)
(r=0.36, p=0,0060). Ao correlacionar a expressdo do gene com o0s grupos separadamente,
observamos que no grupo SOP, quanto maior a expressdo do BMP15 maior a taxa de gestagao
(r=0.60, p=0,0062) enquanto que no grupo controle ndo observamos esta correlagdo (r = -
0.04293, p=0,7980). A correlacdo entre a expressao do GDF9 e a testosterona no FF grande
foi positiva quando analisamos ambos os grupos (r=0.26504, p=0,0398), porém ao
analisarmos os grupos separadamente, ndo observamos correlagio com o grupo SOP

(r=0.32527, p=0,7454) nem com o grupo controle (r=0.11887, p=0,1969). A correlagdo da



expressao do GDF9 com os demais esterdides nao teve resultados significativos. A expressao
do GDF9 também esta relacionada com a taxa de gravidez. Quanto maior a expressdo, maior a
taxa de gestacdo em ambos os grupos(r=0.26504, p=0.0463). Ao analisarmos esta correlacao
com os grupos separadamente, ndo houve diferenca significativa no grupo SOP (r=0.32527,
p=0,1742) e também nao houve diferenca no grupo controle (r=0.11887, p=0,4772).
Comparando a expressao do BMPR2 com os niveis de esterdides no FF grande, observamos
que sua expressao teve uma correlagdo positiva com a testosterona (r=0.29293, p=0,0433). Na
analise por grupo, esta correlagdo foi positiva apenas no grupo SOP (r=0.62756, p=0,0163).
Com relagdo a androstenediona, a expressdo do receptor BMPR2 foi positiva no grupo SOP
(r=0.55966, p=0,0374). Observamos que a taxa de gravidez teve uma correlagao positiva com
o nimero de embrides formados (r=2,726, p=0,050) quando analisamos ambos 0s grupos.
Separadamente, nao houve diferengas entre eles.

CONCLUSAO: Nas mulheres com SOP a progesterona apresenta-se diminuida no FF e a
testosterona aumentada no FF de foliculos maduros comparadas ao grupo controle. A
expressao do BMP15 e do GDF9 apresentou-se maior nas pacientes com SOP comparada ao
grupo controle, sugerindo que o uso de FSH recombinante pode ter corrigido a expressao

destes genes, resultando em melhores taxas de gravidez.

Palavras-chave: BMP15, GDF9, SOP, Foliculogénese, FIV.



SUMMARY

RESENDE, LOT. Expression of BMP15 and GDF9 oocyte and receptor BMPR2 in cumulus
cells of normal women and with polycystic ovary syndrome. University of Medicine of

Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo.

OBJECTIVE: to evaluate the gene expression of the growth and differentiation factor-9
(GDF9) and of the morphogenetic bone protein-15 (BMP15) in oocytes and of BMPR2
receptors in granulosa cells (GC) of women with polycycstic ovary syndrome (PCOS)
submitted to in vitro fertilization (IVF) compared to a control group; to determine the levels
of steroids in the follicular fluid (FF) of women with PCOS and controls; to determine the
correlation of sex steroids in FF with the gene expression of GDF9 and BMP15 in oocytes
and of BMPR2 in the luteinized GC of women with PCOS and of a control group submitted
to IVF.

DESIGN: case-controle.

PATIENTS: The study was conducted on 18 patients with PCOS and 35 control patients with
infertility due to male factor, submitted to controlled ovarian hyperstimulation for IVF.
Ovulation was induced with recombinant FSH at the dose of 100 to 200 mg/day, pituitary
blockade was performed with GnRHa, in the long scheme, and recombinant hGC was
administered for follicular maturation. On the day of oocyte aspiration, FF was collected from
a small follicle (10-14 mm) and from a large follicle (>18 mm) for the determination of sex
steroids and the material was divided into 4 groups: Gl = small follicle from the control
group; G2 = small follicle from the PCOS group; G3 = large follicle from the control group,
and G4 = large follicle from the PCOS group. The expression of genes BMP15 and GDF9
was determined in mature oocytes from each patient. GC were removed by microdissection

and oocytes and CG were stored individually in cryotubes containg 1 pl of culture medium



and kept in liquid nitrogen. For RNA extraction from the oocytes and the CG, we used the
RNeasy Micro Kit (Qiagen®).

INTERVENTIONS: The genes were quantified by the real time polymerase chain reaction
(PCR-RT). The concentration of estradiol and progesterone in FF was determined by
chemiluminescence and the concentration of testosterone and androstenedione by
radioimmunoassay (RIA).

RESULTS: The results of steroid determination in FF showed that the progesterone levels of
all small follicles (8.435 + 3.305 ng/mL) were lower than those of large follicles (10.280 +
3.475 ng/mL), p<0.01. The progesterone level in the follicles of the PCOS group (8.095 +
4151 ng/mL) was lower than control (9.824 + 3128 ng/mL), p=0.03. Testosterone differed
between G1 (325,97+122,64 ng/dL) and G3 (207,47+97,905 ng/dL), p<0.001, and between
G3 (207,47+£97,905 ng/dL) and G4 (336,57+120,30 ng/dL), p<0.001. Comparison of all
follicles, small and large, revealed that the small ones (508.9 + 266 ng/dL) had higher
testosterone levels than the large ones (245.10 = 123 ng/dL), p<0.0001. The expression of the
BMPI15 gene in oocytes was significantly higher in women with PCOS compared to control
(median = 5.95 and 0.59, respectively), with p = 0.0005, as also was the expression of the
GDF9 gene (median = 2.70 and 0.63, respectively), with p = 0.0006. BMP15 was positively
correlated with pregnancy rate (B-hCG determination) (r=0.36, p=0.006). When correlating
the expression of this gene with each group separately, we observed that in the PCOS group,
the higher the expression of BMP15, the higher the pregnancy rate (r=0.60. p=0.0062)
whereas no such correlation was observed in the control group (r = -0.04293, p=0.7980). The
expression of GDF9 was also correlated with pregnancy rate, with a higher pregnancy rate in
both groups the higher the expression of this gene (r=0.26504, p=0.0463). When this
correlation was analyzed separately for each group, no significant difference was observed in

the PCOS group (r=0.32527, p=0.1742) or in the control group (r=0.11887, p=0.4772). When



we analyzed the two groups as a whole, the pregnancy rate was found to be positively
correlated with the number of embryos formed (r=2,726 p=0.050) and separate analysis of
each group showed no difference between them.

CONCLUSIONS: Progesterone was reduced in the FF of PCOS patients and testosterone was
increased in the FF of mature follicles compared to control, demonstrating the role of
hyperandrogenism in ovarian folliculogenesis. the expression of BMP15 and GDF9 was
higher in patients with PCOS than in control patients, suggesting that the use of recombinant

FSH may have corrected the expression of these genes, resulting in better pregnancy rates.

Keywords: BMP15, GDF9, PCOS, Folliculogenesis, IVF.
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RNA — 4cido ribonucleico

PCR-RT — Reagao em cadeia polimerase em tempo real
FF — Fluido folicular

GnRH — Hormonio liberador de gonadotrofinas
FSH — Horménio foliculo estimulante

LH — Hormonio luteinizante

E2 — estradiol

T — testosterona

P4 — progesterona

A4 - androstenediona

TGF-p — Fator de crescimento e diferenciacao beta
Smad — Proteina Smad

HAS-2 — Acido hialurénico sintetase 2

COX2 — cicloxigenase 2



StAR — proteina reguladora da esteroidogénese aguda
IMC — indice de massa corporal

ICSI — microinjecdo de espermatozdides

hCG — Gonadotrofina corionica humana

CV — Coeficiente de variagao

HOC — hiperestimulagdo ovariana controlada
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ATL — Advanced Tecnology Laboratory

ALK?2 — activin-like kinase-2
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1. INTRODUCAO

1.1. Foliculogénese

A regulacdo da fungdo reprodutiva feminina € realizada pelo eixo hipotalamo-hipofise-
ovariano por meio do hormdnio liberador de gonadotrofinas (GnRH), do horménio foliculo
estimulante (FSH), hormdnio luteinizante (LH) e esterdides. Além desses hormonios,
estimulos autdcrinos e paracrinos participam deste complexo sistema (Camargos et al., 2003).

O crescimento folicular ¢ um processo continuo até a ovulagdo ou atresia. Da coorte
de foliculos que inicia o crescimento, apenas um foliculo serd selecionado para ser o
dominante e atingir a ovulagdo. Uma vez determinada esta dominancia, os outros foliculos
irdo entrar em atresia. O perido de tempo transcorrido entre o estagio de foliculo primario até
o pré-ovulatorio ¢ de 85 dias, sendo a maioria deste tempo independente da acdo das
gonadotrofinas. A partir de um determinado momento a presenca de FSH torna-se essencial
para que a coorte de foliculos recrutada continue em crescimento e ocorra a dominancia
folicular. Na auséncia de FSH toda a coorte entra em apoptose (Camargos et al., 2003).

Uma das questdes mais importantes a serem consideradas na sobrevivéncia das
espécies esta baseada no determinante do nimero de ovulagdes e o ntimero de foliculos a
serem descartados. Nos mamiferos, o numero de odcitos ovulados esta relacionado ao nimero
de foliculos pré-ovulatérios que sido estimulados em cada ciclo reprodutivo (Gougeon et al.,
1996).

A formacdo de um foliculo dominante ¢ um processo que envolve crescimento,
proliferacdo celular e citodiferenciagdo (Suh et al., 2002). Durante a fase inicial deste
processo (pré-antral e estdgio independente de gonadotrofina), o crescimento ¢

desenvolvimento folicular sdo controlados pelos mecanismos autdcrino/paracrino (McGee et
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al., 2000). Posteriormente, o receptor do FSH sinaliza nas células da granulosa para que um
foliculo antral cresga e se diferencie ao longo do periodo pré-ovulatdrio (Aittomeaki et al.,
1996 & Beau et al., 1998). Isto acontece em todos os mamiferos. A principal hipétese para os
determinantes primarios da ovulagdo ¢ que eles sejam de origem genética (Moore et al.,
2004).

A foliculogénese ¢ uma sequéncia ordenada de maturagdo e diferenciacdo que inclui
células somaticas e germinativas alcangando, posteriormente, a produ¢do de um odcito

competente para ser fertilizado (Glister et al., 2003).

1.2. Proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs)

As BMPs sdo citocinas capazes de regular distintos processos como a proliferacao e
diferenciagdo celular, a deposicdo de matriz extracelular e apoptose (Massagué et al., 1998).
Sao fatores sintetizados e secretados como pré-propeptideos e sdo proteoliticamente clivados
para formar dimeros ativados e ligados por pontes dissulfeto (Vitt el al, 2002).

As BMPs formam um sistema pardcrino funcional no ovario, com a expressao dos
receptores de BMPs e ligantes como o BMP4, 6, 7, 15 ¢ GDF9 (Elvin et al., 2000). Em
particular, as células-alvo e func¢des bioldgicas do GDF9 e BMP15 tém sido descritas (Knight
ET AL., 2003).

Dentre as fungdes mais bem documentadas destes fatores na regulagdo da
foliculogénese e fertilidade podem ser citados: 1) Foliculo primordial: participacdo nos
mecanismos associados a ativagdo folicular (Choi and Rajkovic 2006). 2) Foliculo antral:
crescimento e diferenciagdo (estimula a atividade mitotica e esteroidogénese nas células
foliculares); esteroidogénese (estimula a secrecdo de Estradiol nas células da granulosa;

inibi¢do prematura da luteinizacdo na granulosa e na teca (inibe a secre¢do de Progesterona);
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regulacao de varios produtos génicos nas cé¢lulas da granulosa como activina Bf, folistatina,
ciclooxigenase 2 e Kit ligante (Latham ET AL., 2004) 3) Foliculo pré-ovulatério: em
associagdo, o GDF9 ¢ BMPI15 mantém a integridade estrutural do foliculo durante a
maturagdo terminal, induzindo a HAS2 (acido hialurdnico sintetase 2), pentraxina 3 e inibindo
o ativador do plasminogénio uroquinase; o GDF9 estimula a sintese de prostaglandina e
progesterona; suprime a luteiniza¢do precoce das células do cumulus inibindo a sintese de
RNAm do LHR e a expansdo do cumulus (Otsuka ET AL., 2000). 4) Foliculo Peri-
ovulatério: o GDF9 estimula a expansdo do cumulus (figura 1), por meio da indugdo da
HAS2, COX2 e proteina reguladora da esteroidogénese aguda (SIAR) (Chand et al., 2006).
Como os outros ligantes da familia do TGF-p as BMPs atuam nos receptores
serina/treonina quinase (Massagué & Chen, 2000) e a transdug@o dos sinais requer a formagao
de um complexo hetero-oligomérico com receptores de BMPs (BMPRs) do tipo 2 ¢ do tipo
1A ou 1B (AKLs) (Massagué¢ & Chen, 2000, Miyazono et al., 2001). O BMPR2, expresso nas
CGs murais e do cumulus, possui atividade de autofosforilagio e € responsavel pela ativagao
do receptor do tipo 1, uma vez que o complexo tenha sido formado. Apds a ativagao do
receptor, uma cascata de sinalizagdo ¢ iniciada e envolve a fosforilagdo, heterodimerizagdo e
migragdo das proteinas Smad para o ntcleo (Miyazono et al., 2001) e os complexos Smad
ativados translocados ao nucleo, juntamente com outros co-fatores nucleares, regulam a
transcri¢ao dos genes alvo (Mazerbourg et al., 2006. A interagdo fatores de transcricado-Smad
determina a resposta precisa ao ligante em diferentes tipos de células e em cooperagdo com
outras vias de sinalizagdo (Shi et al., 2003). O GDF9 interage com os receptores BMPR2 ¢
ALKS e ativa a via Smad 2/3, enquanto o BMP15 ativa a via Smad 1/5/8 através da intera¢ao
com os receptores BMPR2 e ALK6, como observado nas células da granulosa de ratas

(Moore et al., 2003).
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O PAPEL DO GDF9 NA EXPANSAO DO CUMULUS OOPHORUS
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Figura 1: Possivel demonstracdo dos alvos do GDF9 ¢ BMP15. O GDF9 ¢ o BMP15 sao
fatores secretados pelo oocito e agem em células alvo que devem incluir as células do
cumulus e as células da granulosa mural. Os genes coloridos em verde foram demonstrados
por serem regulados pelo GDF9 recombinante in vitro. Os genes coloridos em vermelho
sofrem acdao negativa. Nem todos os genes listados aqui foram verificados como alvos do
GDF9. O receptor de FSH (Fshr) tem sido demonstrado por ser inibido apenas pelo BMP15.
O asterisco indica um gene com regulacao variavel por diferentes preparagoes de GDF9
recombinante. Cypl7al: citocromo P450, familia 17, subfamilia a, polipetideo 1; Kitl: kit
ligante; Star: proteina reguladora da esteroidogénese aguda (Pangas et al., 2005).

1.3. Importancia dos fatores secretados pelo odcito na foliculogénse: estudos em modelo

experimental ovino e murino

Mutagdes pontuais na seqiiéncia génica que codifica para o BMP15 em diferentes
racas de ovinos ocasionam disturbios do desenvolvimento folicular a partir do estagio de
foliculo primario e infertilidade em ovelhas homozigotas, ao passo que ovelhas heterozigotas
exibem maiores taxas de ovulacdo, o que sugere um papel importante para o BMP15 na
foliculogénese e ovulacdo (18). Estudos recentes identificaram mutacdes nos genes BMP15 e
GDF9 (Galloway et al., 2000, Hanrahan in press). Especificamente, a mutagdo no BMP15 tem

sido identificada em diferentes espécies de ovelhas (Inverdale, Belclare; Hanna e Cambridge).
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Para cada espécie existe uma mutagdo diferente. Nas ovelhas da espécie Inverdale (FecX'), ha
uma substituicdo V31D na regido madura da proteina do BMP15; na espécie Belclare
(FecX®), hé uma substituicio S99I na regido madura do BMP15; na espécie Hanna (FecX") a
mutagdo causa uma parada prematura do codon, na posi¢ao do 23° aminoacido do BMP15; e
na espécie Cambridge (FecX®) uma parada prematura do codon ocorre no residuo 239 da
proproteina. De modo interessante, ovelhas adultas heterozigotas que carregam qualquer uma
destas mutagdes do BMP15 t€m um aumento na fertilidade derivada do aumento do niimero
de ovulagdes, enquanto que as ovelhas adultas homozigotas sdo inférteis devido a um
bloqueio na foliculogénese e na progressdo do foliculo apos o estdgio primario (Figura 2)
(Moore et al., 2004).

A mutacio no gene GDF9 (FecX") que resulta na substituicio S77F na regido madura da
proteina do GDF9 também tem sido identificada em algumas ovelhas adultas das espécies
Belclare ¢ Cambridge (Hanrahan in press). Uma descri¢do detalhada do fendtipo ovariano desta
mutacdo em ovelhas ndo foi publicada; entretanto, os fendtipos parecem semelhantes aos da
mutacdo do BMP15, em ovelhas heterozigotas e homozigotas com superovulacao e infertilidade,

respectivamente (Hanrahan in press).
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Figura 2: Representagdo esquematica da progressdo da foliculogénese em ovelhas que sao
normais (topo), heterozigotas com mutacdo no GDF9 e BMP15 (no meio), e homozigota com
mutagdo no BMP15 (abaixo). As bolas azuis representam os foliculos respondedores a FSH,
onde os azuis mais escuros mostram uma maior sensibilidade que os mais claros. A-D
representam as atividades biolégicas do BMP15 ou GDF9 que correspondem ao
desenvolvimento normal e anormal do foliculo. (A) Em ovelhas normais, a mitose induzida
pelo BMP15 e GDF9 ¢é necessaria para que o foliculo passe do estdgio primario. (B) O
BMP15 e o GDF9 agem para administrar a sensibilidade ao FSH nos foliculos secundarios e
antrais, prevenindo a citodiferenciacdo precoce rendendo assim numeros normais de foliculos
pré-ovulatorios. (C) Nas ovelhas heterozigotas, os niveis reduzidos de BMP15 e GDF9 sdo
suficientes para a mitose das células da granulosa, estimulando os foliculos a progredirem
além do estagio primario. (D) Os niveis reduzidos de BMP15 ¢ GDF9 em heterozigotas,
entretanto, diminui a citodiferenciagdo induzida pelo FSH, que leva ao aumento do nimero de
foliculos de Graaf que sofrem maturagdo precoce e ovulam mesmo pequenos. Em ovelhas
homozigotas com mutacdo no BMP15, a auséncia de mitose das células da granulosa
induzidas pelo BMPI15 impede o desenvolvimento folicular apds o estigio primario.
Abreviagdes: BMP15: proteina 6ssea morfogenética-15; GC: células da granulosa; GDF9:
fator de crescimento e diferenciacdo-9; FSH: homonio foliculo estimulante (Moore et al.,
2004).



Introdugao | 28

Comparativamente as ovelhas, estudos genéticos usando ratas poliovulatérias como
modelo revelam ambas similaridades basicas e importantes diferengas nos fendtipos de
animais com mutagdes nos genes BMP15 e GDF9 (Yan et al., 2001, Dong et al., 1996). De
maneira similar as ovelhas, as ratas homozigotas portadoras de dele¢do no gene GDF9 sao
inférteis com um fendtipo ovariano que se assemelha as ovelhas homozigotas portadoras de
mutag¢do no gene BMP15 (o crescimento ¢ desenvolvimento folicular ¢ interrompido a fase
primaria/secundaria de transi¢do) (Carabatsos et al., 1998). Diferente das ovelhas, as ratas
heterozigotas com delegdes no gene GDF9 ndo exibem um fenotipo aberrante. Em contraste
com as ovelhas homozigotas com mutagdes no BMP15 e ratas sem GDF9, ratas homozigotas
sem BMP15 tiveram apenas a fertilidade diminuida. Esta subfertilidade nao ¢ causada pela
parada do desenvolvimento do foliculo, mas por defeitos na ovulagdo e desenvolvimento
embrionario precoce (Yan et al.,, 2001). Por conseguinte, existem diferengas notaveis nos
fenotipos reprodutivos de ratas sem BMP15 e ovelhas portadoras de mutacdo no BMP15

(tabela 1).

Tabela 1: Descricdo dos fenotipos de ovelhas e ratas com mutagdes ou delegdes nos genes
BMP15 e GDFO9.

BMP15

Genétipo

Ovelha (mutacéo FecXI, FecXH, FecXB,
FecXC)

Rata (com dele¢&o no segundo exon do
gene BMP15)

Heterozigoto

Desenvolvimento folicular precoce
levando ao aumento da
taxa de ovulacdo

Nao foram observados defeitos
fenotipicos

Infertilidade com parada da

Dimuicéo da fertilidade causando defeito

Homozigoto foliculogénese no estagio nas taxas
de ovulagéo e desenvolvimento

primario embrionario
GDF9

Ovelha (delecdo no segundo exon do Rata (com delecdo no segundo exon do
Genotipo gene BMP15) gene GDF9)

Desenvolvimento folicular precoce N&o foram observados defeitos
Heterozigoto levando ao aumento da fenotipicos

da taxa de ovulacéo e coorte folicular

Homozigoto

Infertilidade: fenotipo ovariano
indisponivel

Infertilidade: parada da foliculogénese no
estagio
primario

(Moore et al., 2004)



Introdugao | 29

Como descrito na Figura 2, a fertilidade de uma ovelha adulta heterozigota com
mutagdo nos genes BMP15 ¢ GDF9 aumenta devido ao aumento no nimero de foliculos
dominantes e odcitos ovulados (Galloway et al., 2000; Hanrahan in press; Juengel et al.,
2000). Analises dos ovarios das ovelhas adultas revelaram que o corpo luteo ¢ relativamente
menor do que em ovelhas selvagens também adultas. A explicacdo para isso € que o aumento
no numero de ovulagdes ¢ causado pelo desenvolvimento precoce de um pool de foliculos
dominantes que conferem a habilidade de ovular mesmo sendo de pequeno tamanho. Nao ha
diferengas consideraveis nos niveis de FSH circulantes entre as ovelhas selvagens e ovelhas
heterozigotas adultas. Por esta razdo, uma hipotese € que o pool de desenvolvimento folicular

adquire uma supersensibilidade para a estimulacdo de FSH.

1.4. Desenvolvimento folicular e esteroidogénse na sindrome dos ovarios policisticos

A SOP ¢ uma das mais comuns causas de anovulagdo, infertilidade e irregularidade
menstrual em mulheres, afetando entre 5 a 10% das mulheres em idade reprodutiva. Tem sido
definida como uma sindrome que envolve ovarios policisticos, hiperandrogenismo, e
anovulagdo cronica com exclusdo de doengas especificas nos ovarios, adrenais e hipofise
(Dunalf et al., 1992).

Os ovarios na SOP contém o dobro do nimero normal de foliculos em crescimento.
Esse achado ¢ particularmente significante porque sugere que todos os passos no processo de
foliculogénese podem ser aberrantes nesta sindrome. Outra evidéncia ¢ que os foliculos na
SOP param seu crescimento e desenvolvimento quando atingem um diametro de 4 a 7 mm. A
parada da foliculogénese nessse estagio resulta no acimulo de grande numero de pequenos
foliculos na tinica albuginea. As células intersticiais da teca associadas ao desenvolvimento

dos foliculos exibem altos niveis de biossintese de androgénios e também suportam o papel
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dos ovarios na fisiopatologia da SOP (Ehrmann et al., 1999). De acordo com Gougeon et al.,
1996, o desenvolvimento folicular ¢ interrompido no estdgio de selecio do foliculo
dominante, quando a atividade da aromatase ¢ a producao de estradiol nas CG normalmente
aumenta. A quantidade de estrogeno produzido pelo foliculo, medida pela propor¢do entre
estrogeno:androgeno, indica a vitalidade do foliculo e o sucesso da ovulagdo (Hillier et al.,
1980). Em pacientes SOP, as concentragdes dos androgenos sdo altas e de estrogenos no FF
sdo baixas, quando comparadas a mulheres normais (Eden et al., 1990).

Excesso na biossintese de andréogenos ¢ um parametro no diagndstico da SOP. O
excesso de androstenediona e testosterona circulante ¢ produzido principalmente pelo ovario.
A populagado de células da teca, o local da biossintese de novo de androgenos, apresenta-se em
maior concentracdo nos ovarios policisticos, e tém maior capacidade esteroidogénica. O
aumento da capacidade esteroidogénica ¢ induzido pela superexpressdo das enzimas da
esteroidogénese devido ao aumento da transcri¢do e da estabilidade do RNAm. Os principais
fatores da hiperestimulagdo da producao de andrégenos tecais provavelmente sdo o aumento
das concentragdes do LH em algumas mulheres e da elevagdo das concentragdes de insulina
secundaria a resisténcia insulinica. As contribui¢des adicionais podem ser feitas por outros
fatores intraovarianos que podem aumentar os efeitos estimulatorios do LH na biossintese de
androgenos na teca.

As células da granulosa de foliculos em que sofreram parada do seu desenvolvimento
presentes nos ovarios policisticos sdo refratdrias ao aumento da expressdo de aromatase,
resultando na reducdo acentuada da secre¢do de estrogénio. As CGs também expressam
maiores concentragdes das enzimas Sa-redutase, levando a produgdo de Sa-androstano-3,17-
dione, um inibidor competitivo da atividade da aromatase. As células da granulosa expressam
prematuramente a enzima P450scc e receptores de LH, portanto, elas sdo mais responsivas ao

LH e secretam maior quantidade de progesterona, em comparacdo com as células da
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granulosa de foliculos em estagio similar de desenvolvimento, nas mulheres com ciclos
ovulatorios. Assim, ovarios policisticos produzem um aumento de andrégenos e progesterona,
diminui¢do das concentragdes de estrogenos, e concentracdes anormalmente elevadas de
androgenos Sa reduzidos, em comparagdo com OvAarios normais.

Os mecanismos celulares e moleculares responsaveis pela produgdo excessiva de
androgenos em pacientes com SOP ainda ndo sdo bem compreendidos. O exame da
biossintese de esterdides por células da teca interna isoladas de ovarios de mulheres normais e
de ovarios de mulheres com SOP foi recentemente avaliado, contribuindo para avangos na
compreensdo das anomalias esteroidogénicas que resultam em aumento da sintese de
androgenos na SOP. Nos ultimos anos, a combinacdo dos dados provenientes de estudos
utilizando células da teca recém-isoladas demonstraram que tanto a biossintese de andrégenos
quanto de progesterona esta aumentada em células da teca obtidas de ovarios de mulheres
com SOP. Este aumento na biossintese de esteroides resulta da expressdo seletivamente
aumentada dos genes da P450scc (CYP11A), 3B-hidroxiesterdéide desidrogenase tipo II
(HSD3B2) e 17a-hidroxilase (CYP17) (Wickenheisser et al., 2002).

Devido a foliculogénese alterada e formacao de cisto nesta sindrome, a expressao de
GDF9 e BMP15 tem sido avaliada em mulheres com SOP e mulheres com ovarios
policisticos durante o desenvolvimento folicular. Os niveis de RNAm de GDF9, mas ndo de
BMP15 mostraram-se reduzidos em cortes de ovarios neste grupo de mulheres, sem HOC,
durante a fase de diferenciagdo e crescimento (Filho et al., 2002). Contudo, a literatura ¢
extremamente escassa sobre a fungdo dessas proteinas oocitarias na foliculogénese humana e
sobre a influéncia da associagdo da SOP ¢ HOC (pacientes que sofreram intervencao da para
fins de reproducao assistida), no perfil de expressdo das BMPs ovarianas, particularmente as

BMPs secretadas pelo odcito como o GDF9 e BMP15.
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Os estudos em animais de laboratorio mostram um papel chave do BMP15 e GDF9 na
foliculogénese de fémeas férteis. Os estudos de hibridizacdo in Situ em uma variedade de
mamiferos demonstraram que esses genes sdo expressos seletivamente no desenvolvimento
oocitario durante a foliculogénese. O achado de RNAm do GDF9 e BMP15 presentes em
odcitos humanos normais prediz que esses fatores de crescimento podem ter fungdo

fundamental na foliculogénese e fertilidade nas mulheres (Filho et al., 2002).

1.5. Sindrome dos ovarios policisticos e os resultados da FIV

Frequentemente, o sucesso da FIV estd comprometido em mulheres com SOP por
apresentarem recrutamento de maior niumero de foliculos com didmetros reduzidos, taxa
reduzida de fertilizagdo e elevada taxa de sindrome do hiperestimulo ovariano. Na SOP, as
mulheres apresentam resposta excessiva a estimulagdo ovariana devido ao fato dos ovérios
policisticos apresentarem varios foliculos parcialmente desenvolvidos que estariam prontos
para a estimulacdo, propiciando tipica resposta multifolicular. Os foliculos ovarianos seriam
altamente sensiveis ao FSH, o que favorece aumento dos receptores devido a alta
concentragdo local de estrogenos e, como resultado, haveria desenvolvimento de multiplos
foliculos associado com alta concentragdo de estrégenos circulantes (Reis et al., 2004). Outras
particularidades do resultado da FIV em pacientes com SOP sdo odcitos de baixa qualidade,
pouca maturidade e consequentemente, com maior dificuldade de fertilizagdo oocitaria
(MacDougall et al., 1993).

Nas técnicas de reproducdo assistida, a qualidade dos odcitos obtidos com a
hiperestimulacdo ovariana controlada, independente da etiologia da fertilidade, varia
consideravelmente. Analises da maturacdo oocitaria descreveram alguns genes envolvidos

neste processo ¢ o ponto especifico da regulagdo necessaria para a ovulacao e fertilizagdo.
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Alguns estudos demonstraram que mudangas na expressao de genes como o GDF9 e o
BMP15 nos odcitos, ou pentraxina 3 nas células do cumulus, podem ser monitoradas para
uma selegdo apropriada do odcito a ser fertilizado (Zhang et al., 2005).

O conhecimento de processos moleculares envolvidos no desenvolvimento e
competéncia do odcito, obtido com a hiperestimulagdo ovariana controlada (HOC), pode
demonstrar novas opg¢des de protocolos de inducdo da ovulagdo, contribuindo para um
aperfeicoamento da qualidade, cultura e manipulagao do oocito (Assou et al., 2006).

Por esta razdo, estudos em odcitos e células do cumulus podem contribuir ndo apenas
para o esclarecimento dos mecanismos da maturagdo oocitaria mas também determinar
importantes marcadores moleculares da expressdo anormal em odcitos com competéncia

diminuida.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
e Avaliar a expressdo dos genes GDF9 e BMP15 em odcitos individuais e dos
receptores BMPR2 nas células do cumulus de mulheres com SOP submetidas a

fertlizagdo in vitro.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a expressdao génica dos genes GDF9 e BMP15 em od6citos e receptores
BMPR2 em células do cumulus em mulheres com SOP e com ciclos ovulatorios
submetidas a fertilizagdo in vitro.

e Analisar a relacdo dos niveis de testosterona, androstenediona, estradiol e
progesterona no fluido folicular dos foliculos pequenos e grandes de mulheres com
SOP e mulheres com ciclos ovulatdrios submetidas a fertilizagao in vitro.

e Analisar a correlagdo dos niveis dos esteroides sexuais no fluido folicular
pequenos (imaturos) e grandes (maduros) com a expressao génica do GDF9 e
BMP15 nos oocitos e do BMPR2 nas células do cumulus de mulheres com SOP e
mulheres com ciclos ovulatorios submetidas a fertilizagdo in vitro.

e Avaliar se a expressao dos genes em estudo estd associada as taxas de gravidez das
mulheres com SOP e mulheres com ciclos ovulatorios submetidas a fertilizagao in

vitro.
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3. HIPOTESES

HO — Nao ha diferenga da expressdo dos genes GDF9 e BMP15 e receptores entre pacientes

com SOP e grupo controle.

H1 — Ha diferenca da expressao dos genes GDF9 e BMP15 e receptores entre pacientes com

SOP e grupo controle.
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4. CASUISTICA E METODOLOGIA

4.1. Desenho do estudo

Foi realizado um estudo prospectivo tipo caso-controle incluindo pacientes atendidas
no Ambulatorio de Infertilidade Conjugal do Setor de Reprodu¢do Humana do Departamento
de Ginecologia e Obstericia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirao

Preto da Universidade de Sao Paulo (HCFMRP-USP).

4.1.1. Critérios de Inclusao

A participagdo dos casos e controle ocorreu de forma voluntaria ¢ documentada pela
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A idade das pacientes foi de 20 a 38 anos.

Foram incluidas no estudo pacientes com Indice de massa corpéreo (IMC) até 35. O
IMC foi realizado de acordo com os critérios adotado pelo WHO (World Health
Organization, June 1997), através da formula de Quetelet.

A infertilidade foi definida como inabilidade de conceber apés um ano de relacio
sexual sem protecdo. Todas as pacientes foram submetidas a tratamento com técnicas de
Reproducdo Assistida de alta complexidade: fertilizagdo in Vvitro ou microinjecdo de

espermatozodides (ICSI).

4.1.2. Grupo de Estudo

Foram incluidas 18 pacientes com diagnostico de SOP, com histéria de infertilidade

conjugal e que necessitaram de tratamento com técnicas de reproducao assistida.
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O diagnoéstico de SOP foi feito de acordo com os critérios de Rotterdam ESHRE-
ASRM-sponsored PCOS consensus wor kshop (Rotterdam, 2004) pela presenga de pelo menos
dois dos trés seguintes critérios: (a) oligomenorréia (intervalo intermenstrual de 45 dias ou
menos que 8 meses por ano) ou amenorréia (intervalo maior que 3 meses); (b) sinais clinicos
de hiperandrogenismo (escore de Ferriman-Gallwey (Ferriman et al., 1961) >8) ou
bioquimicos; e (¢) achados ultra-sonograficos de ovarios policisticos (presenga de mais de 12
foliculos em cada ovario medindo 2-9 mm de didmetro, e/ou aumento de volume ovariano

>10 mL).

4.1.3. Grupo Controle

Foram incluidas 35 pacientes como controles pareadas por idade e paridade, com
infertilidade conjugal por fator masculino, com espermatozdides recuperados apds
capacitagdo com concentrag¢io superior a 1x10°/ml e que néo apresentaram qualquer distirbio

menstrual.

4.1.4. Critérios de Exclusao

Foram excluidas do estudo, pacientes com presenca de doencas como hiperplasia
adrenal congénita, hiperprolactinemia, doengas tireoideanas, assim como pacientes com
qualquer outra causa de infertilidade.

Outros critérios de exclusdao foram o uso de medicamentos que sabidamente afetavam
a funcdo reprodutiva ou metabolica, como tratamento com glicocorticdides ou

antiandrogénios por um periodo minimo de 60 dias.
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Ciclos de Reproducgao
Assistida no periodo
de dez/2007 a
fev/i2009

Mulheres comciclos
T B, 2ol menstruais regulares e Outras causas de
= comfator masculino infertilidade
SOP (n=35) isolado com causa de (n=244)
infertilidade conjugal
(n=86)
Mulheres
H incluidas no ~Mulheres
estudo (n=18) incluidas no
estudo (n=3%5)
Mulheres excluidas por

doengas associadas:
-Endometriose ( n=10)
~ -Hiperprolactinemia (n=1)
Hipertiroidismo (n=1)

-Auséncia de oodcitos
excedentes (n=5)

Figura 3: Organograma de inclusdo e seguimento do estudo.

4.1.5. Calculo amostral

Em estudo anterior (Teixeira Filho et al., 2002), foi demonstrado por hibridizagao in
Situ em cortes histologicos de ovarios normais e de ovarios de portadoras de SOP que os
foliculos secundarios desta sindrome expressam mais GDF9 que os foliculos das pacientes
controles, ao passo que ha diferenca na expressao do BMP15.

Assim, o calculo amostral foi realizado em termos de alteracdo de expressdo de GDF9
em foliculos secundarios de pacientes com SOP. Para uma altera¢do de 40% na expressdo do
GDF9 em foliculos secundarios destas pacientes ovulatorias em relagdo as pacientes
ovulatorias do grupo controle, foram necessarias 18 pacientes em cada grupo para um x = 5%

e poder de teste de 80%.
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4.1.6. Selecao da Amostra

No inicio do estudo foi realizada uma avaliagao das candidatas por uma anamnese
completa, incluindo a anamnese alimentar, exame fisico detalhado, calculo do indice de massa
corporal, dosagens plasmaticas de Testosterona, SDHEA, 17 OHP, insulina, glicose,
lipidograma e exame pélvico ultrassonografico.

A distribui¢do da casuistica foi homogénea entre os grupo com SOP e grupo controle.

O teste utilizado para esta analise estatistica foi o teste t ndo pareado (Tabela 2 e 3).

Tabela 2 — Distribui¢do da casuistica das mulheres com SOP quanto a idade, peso, indice de
massa corporal (IMC), hormoénio foliculo estimulante (FSH), hormonio tireotrofico
estimulante (TSH) e prolactina.

Mulheres Idade 2 FSH TSH Prolactina
SOP  (anos) €S0 (K@) IMC(KA/M)  iumL)  (uuimL) (ng/mL)
1 36 78,6 28,3 2,2 1,93 16,5
2 33 50,7 20,5 4,79 2,3 5,29
3 27 61,5 25,9 2,1 2,7 11
4 32 67,5 24,2 0 0 0
5 33 83,4 27,86 3,9 2,9 7,8
6 33 60 1,65 22,03 2 26,1
7 30 81,3 32,1 5,9 1,8 8,2
8 30 66,3 24,6 5,8 1,51 51
9 30 55,4 19,86 6,9 2,2 12,6
10 37 71,3 27,1 4,24 4,26 14,24
11 35 59,6 26 4.4 1,4 14,4
12 29 76,6 26,8 1,9 1,6 59
13 38 67 26,8 59 1,03 24,9
Mediana 33 67 26 4,59 1,90 13,42
Média 32,54 67,63 23,7 5,39 2,13 17,09

DP 3,31 10,20 7,42 5,37 0,85 14,83
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Tabela 3 — Distribui¢do da casuistica das mulheres do grupo controle quanto a idade, peso,
indice de massa corporal (IMC), hormonio foliculo estimulante (FSH), horménio tireotrofico
estimulante (TSH) e prolactina.

Mulheres Idade Peso 2 FSH Prolactina

controles  (anos) (Kg) IMC (Kg/m’) (mUl/mL) TSH (uU/mL) (ng/mL)
1 24 53 22,06 3,3 40 13,2
2 27 60,4 21,66 5,5 2 9,1
3 36 77,5 28,47 3,1 1,4 5,6
4 29 59,9 21,74 5,99 2,15 14,2
5 34 67 26,5 2,84 1,9 12,5
6 36 60 24,03 5,7 511 43,4
7 25 84,3 31,34 3 4,05 17,2
8 36 79 31,65 2,25 4.8 18,5
9 32 60,5 22,77 4 2,29 18,3
10 28 84 31,62 6,9 1,5 23
11 40 67 26,84 6,6 2,4 10,5
12 29 54 21,63 3,7 1,03 10,2
13 34 71,1 30,37 7,1 2,09 8,7
14 36 66,3 24,65 3,6 1,6 5,7
15 32 68 26,56 6,1 1,59 11,4
16 36 80,5 27,21 7,19 2,48 11,5
17 29 77 30,84 7.4 3,2 6,3
18 25 63,2 25,64 9,2 1,9 7,4
19 29 58,6 19,13 3,2 1,9 10,7
20 37 62,3 22,61 7.9 1,5 15
21 31 94,8 35,25 2,4 1,7 6,2
22 33 63,1 27,31 6 1,8 91
23 39 60 10,4 10,8 47 1,62
24 33 49,7 20,96 6,6 5,8 24
25 29 54,5 20,26 10,3 1 15
26 33 59,5 22,39 6,7 1,76 10,8
27 29 56,6 21,84 6,07 0,54 14,6
28 37 75 28,58 5,5 2,35 14,7
29 36 54,5 21,03 6,3 1,6 23,1
30 36 55,1 22,07 6 1,4 59
31 31 54 22,19 45 2,21 17,5

Mediana 33 62,3 24,03 6 1,97 11,5

Média 32,30 65,5 24,83 5,67 3,54 13,38

DP 4,25 11,13 4,92 2,21 6,88 7,84
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4.2. PROCEDIMENTOS DE REPRODUCAO ASSISTIDA

4.2.1. Programacio da Menstruacio

As pacientes receberam anticoncepcional oral de baixa dosagem (Etinilestradiol 20 +
Gestodene 75) ou progestogénio (acetato de medroxiprogesterona 10 mg/dia) no ciclo anterior

para HCFMRP-USP.

4.2.2. Bloqueio hipofisario

O bloqueio hipofisario foi feito com andlogo do Hormonio Liberador das
Gonadotrofinas (GNRHa) (Acetato de Nafarelina — Synarel® - Pfzer) por via nasal, com uma
borifada a cada 12h iniciado na metade da fase lutea do ciclo anterior ¢ mantida até o dia da

administracao da Gonadotrofina Coridnica Humana (hCG).

4.2.3. Dia do inicio da inducio

No dia programado para o inicio da indu¢do da ovulagdo, a paciente foi submetida a
exame de ultra-sonografia (ATL — Advanced Tecnology Laboratory — Modelo HDI 3500) com
transdutor trans-vaginal de 5 a 9 mHz, com a finalidade de avaliar os ovarios para afastar a
presenga de cistos ovarianos que pudessem interferir com a monitoracdo da inducdo da
ovulacdo, o volume ovariano e numero de foliculos antrais e também para observar o ttero:
topografia, padrdo endometrial/miometrial e espessura do endométrio. Serdo coletadas
amostras sanguineas para posterior dosagem de estradiol para verificar a supressiao

hipofisaria.
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4.2.4. Inducio da ovulagao

A indugdo da ovulagdo foi iniciada imediatamente apds a verificagdo dos critérios citados
acima, de acordo com o protocolo de inducao de ovulagao estabelecido pelo Servigo de Reprodugio
Humana do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto. Foi administrado FSH recombinante (Gonal®
75 UI — Laboratorio SERONO ou Puregon® - 50 UI — Laboratério ORGANON) na dose de 100 a
200 mg/dia por via subcutinea (sc) sempre as 18 horas nos primeiros 5 dias de indugdo, sendo que
esta dose pode ter variado devido a fatores proprios de cada paciente. A partir do sexto dia, a dose
de FSH foi ajustada de acordo com o crescimento folicular observado por meio de ultrassonografia
trans-vaginal € com os niveis de estradiol, sendo essa monitoragdo feita diariamente ou mesmo em
dias alternados. Na presenca de pelo menos 2 foliculos com diametro superior a 17 milimetros
(mm), foi administrado hCG recombinante (Ovidrel®) na dose de 250pg sc 22 horas. Apds um

intervalo de 34 a 36 horas, foi realizada a captagao dos odcitos (CO).

GnREHa

Basal (inicio da indugdo da ovulagin) hCG co TE
Figura 4: Representagdo esquemdtica da inducdo de ovulagdo com associacio.

GnRHa/FSH/hCG. CO = captagao dos oocitos, TE = transferéncia de embrides.

4.2.5. Captacao dos oocitos

A captagdo dos odcitos (aspiragdo folicular) foi feita mediante prévia anestesia geral
endovenosa com Propofol (Diprivam — Zeneca) na dose de 10 mg/mL sendo a ampola de 20

ml, diluida em 250 ml de solugao salina a 0,9%, via endovenosa.
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Os foliculos foram puncionados com agulha propria para aspiragao de oocitos (CCD,
Franga), de limen simples com diametro externo de 19 G com duplo bisel cortante, tendo um
comprimento de 30 cm, guiada por transdutor vaginal. A aspira¢do dos foliculos foi obtida
por uma pressao aspirativa artificial constante de 100 milimetros de mercurio (mmHg), por
meio de uma bomba da aspiragdo de foliculos, com controle eletronico (Labotect GmbH,
modelo 3014), onde o liquido aspirado foi coletado em tubos de ensaio estéreis de
polipropileno (tubos Falcon - Costar) previamente aquecidos e mantidos a temperatura de 37°
C. Os tubos foram identificados e encaminhados para o laboratério, aos cuidados de uma
bidloga, para se identificar a presenca de oocitos, assim como classificar a sua maturidade.

Todos os foliculos com didmetro superior a 14 mm foram puncionados e aspirados.

4.3. PREPARACAO DAS CELULAS DA GRANULOSA E DO FLUIDO FOLICULAR

Os oocitos foram colocados em placas de petri (Nunc 150288) previamente aquecidas
em uma superficie a 37° C, para evitar mudancas de temperatura. O meio utilizado foi HTF-
M. As células da granulosa foram obtidas com a realiza¢do de cortes dos cumulus de cada
odcito, a partir da técnica de microdisseccao, utilizando agulhas de 25 G acopladas a seringas
de insulina de 1 mL. Foram realizados varios cortes longitudinais, paralelos a superficie de
trabalho, em movimentos suaves, evitando tocar a placa para com isso ndo liberar particulas
plasticas que poderiam ser toxicas ao oo6cito. Uma seringa foi utilizada para fixar o cumulus
oocitario, e com o bisel da outra seringa se cortou as células. As células da granulosa obtidas a
partir do cumulus de odcitos individuais foram lavadas com meio HTF-M em uma placa
limpa. Apds a lavagem, as células da granulosa de cada odcito foram depositadas em
criotubos com a menor quantidade possivel de meio e, imediatamente, imergidas em

nitrogénio liquido para congelacdo. Foram armazenadas a -80° C até o momento da extragao.
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O FF resultante dos oodcitos individuais de onde foram retiradas as células da
granulosa foram depositados em tubos Falcon com um volume maximo de 6 mL. Os tubos
foram imediatamente centrifugados a 2500 rpm por 10 minutos, em centrifuga refrigerada a 4°
C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi pipetado e armazenado em trés tubos Gobolet. Os

FFs foram armazenados a -80° C até o momento da avalagdo hormonal.

4.4. IDENTIFICACAO DOS OOCITOS

Os odcitos maduros foram coletados 4 horas apds a aspiracdo folicular e colocados
individualmente em criotubos, imediatamente submergidos em nitrogénio liquido para

congelagdo e armazenados a -80° C até a extracdo do RNA.

4.5. EXPRESSAO GENICA

Os odcitos foram processados para a avaliacdo da expressdo dos genes GDF9 e
BMPI5 e as células da granulosa para a expressdo do gene BMPR2, utilizando como gene

endogeno a B-actina (ACTB) de acordo com as técnicas descritas a seguir.

4.5.1. Extraciao e amplificacido do RNA

O RNA total foi extraido de oocitos individuais. Foram utilizados kits apropriados
para extracdo de pequenas amostras (RNeasy Micro Kit, Qiagen), seguindo-se as

recomendagdes do fabricante. Foi necessario adaptagdo da técnica como descrito no anexo II.

4.5.2. Preparo dos reagentes do RNEASY Micro Kit (Qiagen)

Ao utilizar o kit pela primeira vez, foi necessario preparar o etanol 80%, misturando

24ml de etanol (96-100%) e 6 ml de agua RNAse-free (presente no kit). Adicionou-se 10 pl B-
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Mercaptoetanol (B-ME) a 1 ml do tampdo RLT em tubo eppendorf de 1,5 mL. Adicionou-se
4 volumes de etanol (96-100%) como indicado no frasco do tampao RPE. Preparou-se uma
solugdo estoque de DNAse 1 utilizando DNAse livre de RNAse pela primeira vez. Dissolveu-
se a DNAse 1 solida em agua RNAse-free (550 ul) e misturou-se gentilmente invertendo o
tubo. Adicionou-se 5 pl de poly-A dissolvido em 34 ul de RLT (tubo 0,2ml) misturando por
pipetagem. Utilizou-se 6 pl desta mistura para misturar com 54ul de RLT ( tubo 0,2 mL). A

concentragdo final foi de 4 ng/ul. Utilizou Sul por amostra.

4.5.3. Procedimento de extra¢ao dos odcitos e células da granulosa individuais

As células foram lisadas pela adicao de 75 pl de RLT (c¢/ B-ME) para os odcitos e 350
ul para as células da granulosa no criotubo. Ao processar as células da granulosa, adicionou-
se 20 ng de RNA carreador (5 pl de uma solugdo de 4 ng/ul - poly-A) ao lisado antes de
homogeneizar, conforme recomendacdes do fabricante. Vortexou-se as amostras por + 1
minuto para homogeneizar. Foi adicionado 1 volume de etanol 70% (75 ul e 350 pl,
respectivamente) ao lisado homogeneizado, misturando-se bem por pipetagem. As amostras
foram transferidas para uma MinElute SpinColumn em um tubo de coleta 2 mL, incluindo
qualquer precipitado que possa ter se formado.

As amostras foram centrifugadas por 15 segundos a >8000 x g (=10000 rpm).
Descartou-se o contetdo do tubo de coleta. A SpinColumn foi recolocada no tubo de coleta ¢
adicionou-se 75 ul de RW1 nos odécitos e 350 ul nas CGs. Centrifugou-se novamente por 15
segundos a >8000 x g (>10000 rpm) para lavar a coluna e o conteudo do tubo de coleta foi
descartado. Adicionou-se 10 pl de DNAse 1 estoque (stock) a 70 ul de RDD (tubo 0,2 mL)
para cada amostra. Misturou-se pipetando gentilmente invertendo o tubo, pois DNAse ¢

sensivel a desnaturagdo fisica. O mix de incubagdo DNAsel (80 ul) foi pipetado diretamente
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sobre a membrana de silica-gel MinElute, colocando a mesma no tubo de coleta. Incubou-se
em temperatura ambiente por 15min.

Apds incubagdo, adicionou-se 75 pul de RW1 (odcitos) e 350 ul (CGs) na SpinColumn,
e centrifugou-se por 15 segundos a >8000 x g (>10000 rpm) para lavar a coluna. O contetido
do tubo de coleta foi descartado. Transferiu-se a SoinColumn para um novo tubo de coleta (2
mL). Adicionou-se 500 ul de RPE a coluna. Centrifugou-se por 15 segundos a >8000 x g
(>10000 rpm) para lavagem e descartou-se o conteudo do tubo de coleta. Adicionou-se 500 ul
de etanol 80% a FpinColumn e centrifugou-se por 2 minutos a >8000 x g (>10000 rpm) para
secar a membrana de silica-gel. Descartou-se o contetido e o tubo de coleta. A SpinColumn foi
transferida para um novo tubo de coleta (2ml). Centrifugou-se as amostras por 5 minutos em
velocidade maxima com a tampa da SpinColumn aberta para secar a membrana, descartando o
contetdo do tubo de coleta. Para eluigdo, transferiu-se a JoinColumn para um novo tubo de
coleta (1,5 mL), pipetou-se 14 pl de agua RNAse-free diretamente no centro da membrana de
silica-gel e, com a tampa fechada, centrifugou-se por 1 minuto na velocidade méaxima para

elui¢do. O volume final foi de 12pl.

4.5.4. Sintese do cDNA

A sintese do ¢cDNA foi realizada com a utilizagdo do Kit para Transcrigdo Reversa da
Applied Biosystems® (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems®).
Os procedimentos referentes a sintese do cDNA foram realizados de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Para cada reagdo de transcri¢do reversa foram utilizados 2 pL
de RNA das amostras dos odcitos ¢ CGs do grupo SOP e controle. Assim, para cada reagao
com 2 puL de RNA, utilizou-se 2,5 uL de buffer, 1 pL de dNTP, 2,5 uL. de Random Primers,

1,25 uL de multiscribe, 0,63 pL. de RNAse OUT e 15,12 uL de agua tratada com DEPC. A



Casuistica e Metodologia | 47

quantidade citada de cada reagente foi multiplicada pelo nimero de amostras de RNA para a
confeccdo de um Mix. Posteriormente, 23 pL desse Mix foram adicionados a cada tubo
eppendorf. Em seguida foram adicionados 2 uL de RNA de cada amostra nos frascos
devidamente identificados. Finalmente os tubos eppendorf foram submetidos ao
termociclador onde foram realizados os ciclos de PCR a 25°C por 10 minutos e 37°C por 120
minutos. As amostras de cDNA foram armazenadas em um freezer a uma temperatura de -

80°C.

4.5.5. Quantificacido do cDNA em NanoDrop

Por razdes técnicas, a quantificacdo do RNA dos odcitos e células da granulosa nao foi
possivel, pois a quantidade de RNA foi indetectavel nos métodos disponiveis. Entdo, foi feita
a quantificacdo do cDNA, utilizando 1 pl do eluido obtido na extragdo para quantificacdo em
aparelho NanoDrop (ND1000 - Espectrofotometro) no Laboratorio de Neurologia Aplicada e

Experimental do Hospital das Clinicas da Faculdade de Ribeirdo Preto - USP.

4.5.6. Analise da expressao dos genes GDF9 e BMP15 e BMPR2

As reagdes foram feitas utilizando-se o kit comercial com o sistema TagMan® Gene
Expression Assays (TagMan® MGB probes, FAM™ dye-labeled) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As sondas para os genes foram: BMP15 — Hs00193763 ml,
GDF9 — Hs00193364 ml, BMPR2 — Hs00176148 ml e ACTB — Hs99999903 ml.
Controles negativos foram preparados omitindo-se cDNA durante a reacdo de PCR-RT. As
amostras foram entdo incubadas no termociclador ABI PRISM® 7000 Sequence Detection

System (Applied Biosystems). A quantificagao das amostras foi realizada no Laboratorio de
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Biologia Molecular do Departamento de Pediatria do HCFMRP-USP, utilizando-se a

metodologia de PCR-RT.

4.5.7. Célculo dos resultados

A analise dos resultados do PCR quantitativo foi realizada usando-se o método 274"
(Livak, 2001) sendo que os resultados foram expressos relativos a um grupo referéncia ou
calibrador. Neste experimento o grupo referéncia foi o grupo constituido pelos odcitos e
células da granulosa captados de pacientes sadias sem sindrome dos ovarios policisticos. O Cr
do gene alvo (GDF9, BMP15 ¢ BMPR2) e do gene controle endégeno (ACTB) foram
determinados para cada amostra, respectivamente. A diferenca entre o Cr do alvo e o Cr
enddgeno, denominado ACr, foi calculada para cada amostra nos grupos referéncia (pacientes
sadias) e experimental (pacientes com SOP), objetivando-se normalizar as diferengas nas
extragdes de RNA e eficiéncia das reagdes de transcrigao reversa. O ACt de cada gene obtido
em cada amostra do grupo experimental foi subtraido do ACt obtido no grupo referéncia, o
resultado obtido foi chamado de AACt (AACt = ACrt gy -ACtrer). A quantidade do gene alvo
no grupo experimental, ja normalizada pelo controle endogeno (ACTB) e pelo grupo
referéncia (ACt do grupo referéncia), foi calculada usando 2“T. Deste modo, os dados

obtidos foram expressos no grupo experimental como X vezes relativas ao grupo referéncia.

4.6. DOSAGEM DOS ESTEROIDES SEXUAIS NO FF

Para as dosagens dos esterdides nos FFs, foram utilizados 14 FF pequenos e 34 FF

grandes de ambos os grupos estudados.
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4.6.1. Dosagens de estradiol e progesterona no FF

As amostras para dosagens de estradiol e progesterona no FF foram realizadas pelo
método de quimioluminescéncia, que combina anticorpos especificos com enzima
amplificada, em um aparelho Immulite — Diagnostic Products Corporation (DPC) sistema
randomico automatizado. Para dosagem no FF foi necessario uma diluicdo de 1:500 para
estradiol e de 1:1000 para dosagem de progesterona. A dilui¢do foi feita utilizando diluente
fornecido pelo fabricante dos respectivos kits. A sensibilidade do teste para estradiol foi de 15
pg/mL e o coeficiente de variagdo (CV) de 3,78%. Para a dosagem de progesterona a
sensibilidade foi de 0,1 pg/mL e o CV de 4,30%. Os ensaios foram realizados no Laboratorio
de Ginecologia ¢ Obstetricia do Departamento de Ginecologia e Obstetricia do HCFMRP-

USP.

4.6.2. Dosagens de testosterona e de androstenediona no FF

As dosagens de testosterona e androstenediona foram realizadas pelo método de
radioimunoensaio (RIE). Para a dosagem de testosterona em FF foi necessario uma dilui¢ao
de 1:5 dos FF grandes e de 1:10 para os FF pequenos. Para a dosagem de androstenediona foi
necessario uma diluicdo de 1:5 de todas as amostras. Os FF foram diluidos em tampao fosfato
gel 0,02M, proprio para diluicdo de esteroides. A sensibilidade do teste para androstenediona
foi menor que 10 ng/dL e o CV de 9,6%. Para a dosagem de testosterona a sensibilidade foi
menor que 10 ng/dL e o CV de 1,58%. Os ensaios foram realizados no Laboratério de

Neuroendocrinologia do Departamento de Clinica Médica do HCFMRP-USP.
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4.6.3. Dosagens de glicose e insulina no plasma

As amostras para dosagem de glicose no plasma foram realizadas pelo método
enzimatico em um aparelho Termo Scientific modelo Konelab 60i (Wiener Lab., Rosario —
Argentina). A sensibilidade do teste foi de 0,54 mg/dL e o CV de 1,92%. Os ensaios foram
realizados no Laboratdrio de Bioquimica — Laboratoério Central do HCFMRP-USP.

As amostras para dosagens de insulina no plasma foram realizadas pelo método de
quimioluminescéncia, em um aparelho Immulite — Diagnostic Products Corporation (DPC)
sistema randomico automatizado. A sensibilidade do teste para insulina foi de 2 pyUI/mL ¢ o
CV de 7,3%. Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Ginecologia e Obstetricia do

Departamento de Ginecologia e Obstetricia do HCFMRP-USP.

4.7. ANALISE ESTATISTICA

Para verificar a normalidade ou nido da distruibui¢do dos valores amostrais, foi
utilizado o teste ndo-paramétrico de Kolmogorov-Smirnov, onde todos os parametros foram
considerados normais. A comparacao entre idade, peso, IMC, FSH, TSH, prolactina dosagens
foliculares de estradiol, progesterona, testosterona e androstenediona entre os grupos SOP e
mulheres controle foi realizado com teste t ndo pareado, bem como a comparacdo entre as
concentragdes dos fluidos foliculares de estradiol, progesterona, testosterona e androstendiona
entre os foliculos entre 10 ¢ 14 mm e foliculos maiores que 18 mm. Para a comparagao entre
as dosagens foliculares entre os quatro grupos, ou seja, G1 (FF pequeno do grupo controle),
G2 (FF pequeno do grupo SOP), G3 (FF grande do grupo controle) e G4 (FF grande do grupo
SOP) foi utilizado o ANOVA, com pos teste de comparagdo multipla Newman-Keuls. O nivel

de significancia adotado neste estudo foi de 5%, com o resultado das varidveis expresso em
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média e desvio-padrao. Os procedimentos estatisticos foram realizados utilizando os seguintes
programas estatisticos: software GraphPad Prism version 3.00 for Windows.

Para avaliar a taxa de gravidez entre os grupos SOP e controle utilizou-se o teste
extato de Fisher. Para avaliar a expressdo génica dos genes estudados, utilizou-se o teste de
Mann Whitney. Para avalisar se a expressdao dos genes BMP15 ¢ GDF9 influenciaram nas
taxas de gravidez, utilizou-se o teste de Mann Whitney.

Para a analise de correlagdo utilizou-se o método de Pearson, pelo procedimento Corr
do programa estatistico SAS (Satistic Analisys System, 2003). Para verificar se as variaveis
durante o ciclo de fertilizagdo in vitro influenciaram na expressdo dos genes foi utilizado o

teste exato de Fisher.
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5. RESULTADOS

5.1. Dosagem de estradiol no FF

Com relagdo as dosagens de estradiol no FF nao houve diferenga significativa entre os
grupos estudo e controle. Os niveis de estradiol também nao foram diferentes entre os
foliculos pequenos e grandes dos respectivos grupos G1 (393.640,15+211.418,36 pg/mL), G2
(427.771,79€197.817,94  pg/mL), G3  (406.582,06£223.111,99 pg/mL) e G4

(503.091,43+£161.769,48 pg/mL) p=0,5737 (Figura 5).

"
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ANOVA (p os teste de comparacio multipla Newman- Keuls)

Figura 5: Comparacao entre as dosagens de estradiol no FF entre foliculos de 10 a 14 mm e
foliculos maiores que 18 mm do grupo controle e do grupo SOP. A linha que cruza o meio de
cada quadro representa a média.
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5.2. Dosagem de progesterona no FF

Na analise de progesterona no FF, entre os quatro grupos estudados, houve diferenca
significativa entre os grupos G2 (7.596,29+£3.519,94 ng/mL) ¢ G3 (10.571,18+£2.684,54
ng/mL) p=0,004 (Figura 6). Ao compararmos todos os foliculos entre 10 e 14 mm com todos
os foliculos maiores que 18 mm, foi possivel constatar que os foliculos pequenos
(8.435+£3.305 ng/mL) apresentam valores menores de progesterona do que os foliculos
grandes (10.280+3.475 ng/mL), com P < 0,01. (Figura 7) A andlise de todos os foliculos do
grupo controle comparados com todos do grupo SOP revelou que as dosagens foliculares de
progesterona sao maiores no grupo controle (9.824+3128 ng/mL) do que no grupo com SOP

(8.095+4151 ng/mL), com P = 0,03. (Figura 8).
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Figura 6: Comparacdo entre as dosagens de progesterona no FF de foliculos pequenos e
grandes do grupo SOP e grupo controle. A linha que cruza o meio de cada quadro representa a
média.
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Figura 7: Comparacdo entre as dosagens de progesterona em todos os FF pequenos e todos
os FF grandes. A linha que cruza o meio de cada quadro representa a média.
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Figura 8: Comparacao entre as dosagens de progesterona em todos os FF do grupo controle e
todos os FF do grupo SOP. A linha que cruza o meio de cada quadro representa a média.
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5.3. Dosagem de testosterona no FF

Nas dosagens de testosterona no FF, entre os quatro grupos analisados, foi observado
diferenca significativa entre o G1 (326,6+124,4 ng/dL) e o G3 (205,8+98,91 ng/dL) p<0,001,
e entre o G3 (205,8+98,91 ng/dL) e o G4 (351,10+122,1 ng/dL) p<0,001. Ao compararmos
todos os foliculos entre 10 e 14 mm com todos os foliculos maiores que 18 mm, foi possivel
constatar que os foliculos pequenos (508,9+266 ng/dL) apresentaram valores maiores de
testosterona do que os foliculos grandes (245,10+123 ng/dL), com p < 0,0001. Ao
analisarmos todos os foliculos do grupo controle comparados com todos do grupo SOP nao
foram observadas diferencas siginificativas (SOP= 386,4+125,2 ng/dL) (controles=

373,5£277,5 ng/dL), p= 0,82. (Figura 9).

G1: Foliculo 10-14 mm controle

G2: Foliculo 10-14 mm SOP
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GJ: Foliculo > 18mm controke
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ANOVA (pos teste de comparacdao multipla Newman-Keuls)

Figura 9: Comparagdo entre as dosagens de testosterona no FF de foliculos pequenos e
grandes do grupo SOP e grupo controle. A linha que cruza o meio de cada quadro representa a
média.
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5.4. Dosagem de androstenediona no FF

As dosagens de androstenediona no FF ndo apresentaram diferencga significativa entre
os grupos SOP e controle. Os niveis de androstenediona também nao foram diferentes entre
os foliculos pequenos e grandes dos respectivos grupos: G1 (547,44+£291,38 ng/dL), G2
(485,209+261,23 ng/dL), G3 (454,97+206,44 ng/dL), e G4 (512,36+£299,45 ng/dL) p=0,56

(Figura 10).
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Figura 10: Comparacdo entre as dosagens de androstenediona no FF de foliculos de 10 a 14
mm e foliculos maiores que 18 mm do grupo controle e do grupo SOP. A linha que cruza o
meio de cada quadro representa a média

5.5. Dosagem de glicose e insulina no plasma

As dosagens de glicose no plasma nao apresentaram diferenca significativa entre os

grupos SOP (92,25 + 10,82) e controle (87,81 + 7,44) p=0,13. (Figura 11), As dosagens de
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insulina também nao tiveram diferenca significativa entre os grupos SOP (6,27 + 3,62) e

controle (5.96 + 4,40) p=0,82 (Figura 12).
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Figura 11: Comparacao das dosagens de glicose no plasma entre os grupos SOP e controle.
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Figura 12: Comparacgdo das dosagens de insulina no plasma entre os grupos SOP e controle.
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5.6. Expressao do BMP15 e do GDF9 nos odcitos

Foram analisados 18 o6citos maduros de 18 mulheres com SOP e 48 oocitos maduros
de 35 mulheres controles. A expressao do gene BMP15 nos oo6citos foi significativamente
maior nas mulheres com SOP quando comparada ao grupo controle (Mediana = 5,95 ¢ 0,59,
respectivamente) com P=0,0005, assim como a expressdo do GDF9, que também mostrou-se
elevada nas mulheres com SOP quando comparadas ao grupo controle (Mediana = 2,70 e
0,63, respectivamente), com P=0,0006. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste

de Mann Whitney (Figura 13 e 14).

Expressao do BMP15 nos odécitos individuais
40+

304

20+

104

SOP (n=18) CONTROLES (n=48)

Manm Whimey test (p=0.006)

Figura 13: Grafico representativo da expressdao do gene BMP15 em odcitos individuais de
mulheres com SOP e controles. A linha que cruza as colunas representa a mediana.
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Expressao do GDF9 nos odcitos individuais
15-
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Mann Whitney test (p=0,0006)

Figura 14: Grafico representativo da expressdao do gene GDF9 em od6citos individuais de
mulheres com SOP e controles. A linha que cruza as colunas representa a mediana.

5.7. Expressao do BMPR2 nas células da granulosa

Foram analisadas 18 células da granulosa de 18 mulheres com SOP e 56 células da
granulosa de 35 mulheres controles. A expressao do BMPR2 nao teve diferencga significativa
entre os dois grupos analisados (Mediana 0,74 — SOP e 0,70 — controle) P=0,7588. A analise

estatistica foi feita utilizando-se o teste de Mann Whitney (Figura 15).
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Figura 15: Grafico representativo da expressao do gene BMPR2 em células da granulosa de
mulheres com SOP e controles. A linha que cruza as colunas representa a mediana.

5.8. AVALIACAO DA TAXA DE GRAVIDEZ
A taxa de gravidez entre os grupos SOP e controle foi avaliada pela dosagem do f-
hCG no plasma. As taxas ndo foram diferentes entre os grupos. A analise estatistica foi feita

utilizando-se o teste exato de Fisher (Tabela 4).

Tabela 4: Taxa de gravidez das mulheres com SOP e controles

SOP (n=18) Controle (n=35) p

B-hCG positivo  9/18 (50%) 13/35 (37,14%)  0,3941
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5.9. Analise da correlagio da expressio dos genes BMP15, GDF9 em odcitos e do
receptor BMPR2 nas células da granulosa luteinizadas com os niveis de esterdides

sexuais no FF

Ao correlacionar a expressao do BMP15 com os niveis de esterdides sexuais presentes
no FF grande, ndo houve correlacdo positiva entre a expressdo do gene com estes esteroides,
analisando todos os grupos e separadamente.

O BMPI15 mostrou ter correlagdo positiva com as taxas de gravidez (r=0.36,
p=0,0060). Ao correlacionar a expressdao do gene com os grupos separadamente, observamos
que no grupo SOP, quanto maior a expressdo do BMP15 maior a taxa de gestagdo (r=0.60,
p=0,0062), enquanto que no grupo controle ndo observamos esta correlagdo (r = -0.04293,
p=0,7980).

A correlagdo entre a expressao do GDF9 ¢ a testosterona no FF grande foi positiva
quando analisamos ambos os grupos (r=0.26504, p=0,0398), porém ao analisarmos os grupos
separadamente, ndo observamos correlacdo com o grupo SOP (r=0.32527, p=0,7454) nem
com o grupo controle (r=0.11887, p=0,1969). A correlagdo da expressdo do GDF9 com os
demais esterdides ndo teve resultados significativos. A expressdo do GDF9 também esta
relacionada com a taxa de gravidez. Quanto maior a expressdo, maior a taxa de gestacdo em
ambos os grupos(r=0.26504, p=0.0463). Ao analisarmos esta correlagdo com os grupos
separadamente, ndo houve diferenga significativa no grupo SOP (r=0.32527, p=0,1742) e
também nao houve diferenga no grupo controle (r=0.11887, p=0,4772).

Comparando a expressio do BMPR2 com os niveis de esterdides no FF grande,
observamos que sua expressdo teve uma correlacdo positiva com a testosterona (r=0.29293,

p=0,0433). Na andlise por grupo, esta correlagdo foi positiva apenas no grupo SOP
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(r=0.62756, p=0,0163). Com relagao a androstenediona, a expressao do receptor BMPR2 foi
positiva no grupo SOP (r=0.55966, p=0,0374).

Além dessas analises, também correlacionamos as taxas de gravidez com a quantidade
de oocitos imaturos e maduros aspirados, nimero de embrides clivados e embrides formados.
Observamos que a taxa de gravidez teve uma correlagdo positiva com o nimero de embrides
formados (r=2,726 p=0,050) quando analisamos ambos os grupos. Separadamente, ndo houve

diferencas entre eles (correlagdo de Pearson).
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6. DISCUSSAO

6.1. Os esteroides sexuais no FF

No presente estudo, comparamos a resposta de pacientes com SOP submetidas a
hiperestimulacdo ovariana e FIV com um grupo controle cujo unico fator de infertilidade era a
presenga de um fator masculino leve, a fim de termos pacientes controles com ovarios
normais.

Os niveis de testosterona de todas as pacientes analisadas, independente do grupo
experimental, mostraram-se aumentados nos foliculos pequenos (10-14 mm). Este dado
reflete a baixa conversao de testosterona em estradiol pelas células da granulosa nos foliculos
imaturos, com acumulo de testosterona no FF, compativel com o baixo potencial estrogénico
desses foliculos. Os niveis de testosterona no FF, independente do tamanho do foliculo, foram
mais elevados nas pacientes com SOP quando comparado com o grupo controle. Este achado
pode ser justificado pelo hiperandrogenismo presente nas mulheres com esta sindrome,
podendo influenciar a qualidade oocitaria e o processo de fertilizacdo. A literatura demonstra
que as concentragdes de androgenos sdo altas na SOP e que a propor¢do entre androgenos e
estrogenos (relacdo T/E2) ¢ alta no FF de mulheres com SOP. O aumento na atividade da
enzima CYP17, na etapa inicial da cascata esteroidogénica, associada com a redugdo da
3BHSD contribui para o aumento significativo dos niveis da 17-OHSP, com consequente
aumento da DHEA, androstenediona e testosterona em mulheres com SOP.

Os niveis de androstenediona no FF ndo diferiram entre os grupos de foliculos
maduros ou imaturos e entre os grupos SOP e controle avaliados neste estudo. De fato, as
concentragdes  de androstenediona no plasma ou FF podem apresentar variagdes

consideraveis devido a sua produ¢do pela adrenal e tecido periférico (50% de sua produgdo ¢
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originaria da glandula adrenal e ovarios e os 50% restantes originam de conversdo em tecido
periférico), nao sendo o melhor marcador bioldgico do hiperandrogenismo ovariano.

Os niveis de progesterona foram mais elevados nos foliculos maduros de todas as
mulheres analisadas (SOP e controles), quando comparados aos foliculos imaturos. Este
aumento da progesterona ¢ condizente com o estagio de maturacdo folicular. A progesterona
no FF de pacientes com SOP apresentou-se diminuida em compara¢do com as mulheres do
grupo controle. Inversamente, estudos utilizando células da teca (CT) recém-isoladas
demonstraram que tanto a biossintese de androgenos quanto de progesterona estd aumentada
em células da teca obtidas de ovarios de mulheres com SOP. Este aumento na biossintese de
esterdides resulta da expressdo seletivamente aumentada dos genes da P450scc (CYP11A),
3B-hidroxiesteréide desidrogenase tipo II (HSD3B2) e 17a-hidroxilase (CYP17)
(Wickenheisser et al., 2002). A redugdo da concentragdo de progesterona no FF de pacientes
SOP pode ser explicada pela inibi¢do da sintese de progesterona nas CG e CT pelo GDF9 e
BMP15. De fato, observou-se aumento na expressdo dos genes que codificam para estes 2
fatores nos oocitos de pacientes SOP, os quais sdo inibidores potentes de luteinizagdo nas
células foliculares. O GDF9 inibe a produ¢do de progesterona estimulada pelo AMPc nas
células da granulosa e da teca humanas (Yamamoto et al., 2002). Da mesma forma, o BMP15
inibe a producdo de P4 induzida pelo 8-bromo-AMPc nas células foliculares (Otsuka et al.,
2000).

O tratamento de CTs humanas com GDF9 bloqueia a produgdo de progesterona
estimulada pela forskolina, e a sintese de 17alfa-hidroxiprogesterona e deidroepiandrosterona.
As células da teca apresentaram maior sensibilidade ao GDF9, sugerindo que esta célula pode
ser um alvo primario do GDF9. Além disso, o GDF9 aumentou o nimero de células da teca
em cultura, mas ndo teve efeito sobre o crescimento de células da granulosa. Estes achados

implicam o GDF9 na modulag¢do da esteroidogénese folicular, especialmente a funcdo das
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células da teca, ja que transcritos do GDF9 e proteina sao detectaveis nas células da granulosa
luteinicas ap6s o pico de LH (Yamamoto et al., 2002).

As concentragdes de estradiol ndo foram estatisticamente diferentes entre os grupos
SOP ¢ controle e também nao diferiram em relagdo ao diametro folicular. Na SOP, nao
associada a HOC, frequentemente as concentragdes de estrogeno no FF sdo baixas quando
comparadas com mulheres normais (Eden et al.,, 1990). Contudo, pacientes em SOP
submetidas 8 HOC o FSH recombinante utilizado no tratamento de FIV estimula a atividade
de aromatase nas CG corrigindo os niveis de estrogenos no FF. E importante considerar a
possibilidade da participacdo do GDF9 e BMP15 no processo de aromatizagdo em associagao
com o FSH nas concentragdes de estradiol nas pacientes SOP .

A composicao do fluido pode influenciar e/ou determinar a qualidade oocitaria.
Estudos anteriores demonstraram que a concentragdo dos homonios esterdides, hormonios
pituitarios, citocinas e fatores de crescimento no FF est4 relacionada com o desenvolvimento
oocitario, taxa de fertilizagdo e desenvolvimento embrionario precoce (Salamassi et al., 2005).
Como os niveis de progesterona, estradiol e testosterona no FF sdo significativamente
modificados durante o periodo pré-ovulatério, especialmente depois do pico do LH, a analise
de suas concentra¢des no FF de ciclos de fertiliza¢do in vitro, foram correlacionadas com a
maturagdo oocitaria ¢ demonstrado que os niveis de estradiol e testosterona podem ser
utilizados como parametros preditivos para a maturagdo oocitdria. No entanto, ndo foi
observado correlagdo dos esterdides do FF com as taxas de fertilizagdo dos odcitos (Costa et
al., 2004).

Tem sido bastante questionado o papel da SOP nos resultados de fertilizagao in vitro.
A evolugdo do tratamento com HOC e FIV nessas mulheres parece ser similar a mulheres
normais no que diz respeito as taxas de gravidez (Franks et al., 2003). Em estudo prévio,

evidenciamos que o resultado de fertilizagdo in vitro em mulheres com SOP esta
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comprometido por apresentar no recrutamento folicular um maior nimero de foliculos com
diametros reduzidos, taxa reduzida de fertilizacdo ¢ elevada taxa de Sindrome de
hiperestimulacdo ovariana (Reis et al., 2004).

Frente a alta incidéncia de foliculos de tamanho reduzido com a HOC em mulheres
com SOP, questiona-se a influéncia dos altos niveis dos esteroides sexuais presentes no FF no

desenvolvimento folicular e qualidade oocitaria.

6.2. A expressao dos fatores BMP15 e GDF9 nos odcitos

O progresso de um foliculo através dos sucessivos estagios da foliculogénese depende
da comunicac¢do bidirecional entre os o6citos e as células somaticas presentes no ovario, além
de depender também da sinalizacdo endoécrina de gonadotrofinas e esteroides (Binelli e
Murphy, 2010).

Neste estudo, onde foram analisados oocitos maduros de mulheres com SOP
submetidas a HOC para tratamento de fertiliza¢do in vitro, a expressdo do BMP15 e do GDF9
nos odécitos foi maior quando comparada ao grupo de mulheres com ciclos ovulatorios,
também submetidas a0 mesmo esquema terapéutico. Em ovarios de mulheres com SOP, onde
ha uma mudanga na arquitetura ovariana caracterizada pelo acumulo de foliculos estacionados
nas fases iniciais da foliculogénese, foi observado que existe uma diminui¢do na expressao
desses fatores, possivelmente influenciando na qualidade oocitaria e taxas de fertilizagao
(Filho et al., 2002). Entretanto, um estudo recente demonstrou que mulheres com SOP quando
submetidas a HOC para tratamento de fertilizacdo in vitro ndo tiveram diminui¢do da
expressao destes fatores em oocitos imaturos (em fase de vesicula germinativa e metafase I),
comparadas a um grupo controle, sugerindo que o uso do FSH exo6geno pode corrigir uma

disfun¢do na expressdo destes fatores (Zhao et al., 2009). Na ultima década, pesquisadores
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demonstraram a importancia do BMP15 e do GDF9 na foliculogénese, mostrando que estes
fatores estdo diretamente relacionados ao crescimento folicular e a uma melhor qualidade
oocitaria (Chand et al., 2006; Moore et al., 2004; Vitt et al., 2000). Nossos resultados
reforcam a hipotese de Zhao et al., 2009, de que o uso de FSH exdgeno pode estimular nao sé
o crescimento folicular, mas também aumentar a expressdo do gene BMP15 e GDF9 nos
odcitos, levando a uma melhor qualidade oocitaria e consequentemente fertilizagao.

Nossos resultados mostraram que o BMP15 apresentou-se mais expresso que o GDF9
em ambos os grupos estudados. Sendo o papel bioldégico do BMP15 iniciar o crescimento
folicular e o GDF9 crucial para a progressao da foliculogénese desde a fase folicular primaria
até a fase de foliculo pré-ovulatério (Chand et al., 2006), estes achados sugerem que o
BMP15 seja mais sensivel ao estimulo do FSH ex6geno, ao passo que este atua estimulando o
crescimento folicular ja nos estagios iniciais da foliculogénese.

Relatos de grande quantidade de foliculos pequenos presentes no recrutamento
folicular e baixas taxas de fertilizagdo dos oocitos tem sido descrita em mulheres com SOP
quando submetidas a ciclos de fertilizagdo in vitro (Franks et al., 2003; Reis et al., 2004). Na
nossa amostra as pacientes do grupo SOP apresentaram quantidade de odcitos maduros
captados durante a aspiracdo folicular semelhante as pacientes do grupo controle, nao
havendo diferenca entre elas. As taxas de fertilizagdo também foram semelhantes entre os
dois grupos. Este achado pode ser justificado pela maior expressio de BMP15 ¢ GDF9
encontrada nas pacientes com SOP submetidas a HOC, visto que este gene ¢ um potente
promotor da expansdo das células do cumulus (Vitt et al., 2005) e, consequentemente,
maturacdo ¢ melhor qualidade oocitaria. O aumento na expressdo génica do BMP15 e GDF9
em pacientes com SOP submetidas a HOC com FSH recombinante, também poderia explicar
porque as mulheres deste estudo apesar dos niveis elevados de testosterona no FF apresentam

taxas de gravidez semelhantes ao grupo controle.
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Nao encontramos diferenga na expressdo do receptor do BMPR2 nas células da
granulosa das pacientes com SOP e nas com ciclos menstruais ovulatorios. O BMP15 pode
ligar-se a varios receptores nas CGs, como o BMPR2, receptor de ativinas do tipo 2, activin-
like kinase-2 (ALK2) e ALK®6. Os trés tipos de receptores das BMPs sdo expressos nos
diferentes tipos de células ovarianas, incluindo odcito, células da granulosa, células da teca,
células epiteliais e endoteliais em ovarios de ratas, porcas, ovelhas e na mulher, embora haja
diferencgas sutis nos padrdes de expressdo entre as espécies (Kovanci et al., 2007). De todos
estes receptores, ALK6 ¢ o mais eficiente em se ligar ao BMP15 enquanto que o BMPR2 ¢ o
mais eficiente em sua bioatividade (Moore et al., 2003). Isto possivelmente explica porque a
expressdo do receptor BMPR2 nas CGs das pacientes com SOP submetidas a HOC nao
diferiu do grupo controle, apesar da maior expressao do BMP15 e do GDF9 nos odcitos das
portadoras de SOP.

Embora mulheres com SOP tenham bons resultados de gravidez com o tratamento
com inducdo da ovulacdo e FIV (Homburg et al., 1993, MacDougall et al., 1993), essas
mulheres tém maior risco de desenvolver sindrome de hiperestimulagdo ovariana apos
indugdo da ovulagédo para ciclos de fertilizagdo in vitro, altas taxas de cancelamento de ciclo e
maior niumero de o6citos com didmetro reduzido coletados (Costello et al., 2006). Também
tem sido documentada complicagdes na evolugdo da gestacdo dessas mulheres como diabetes
gestacional, hipertensdo induzida pela gravidez e pré-eclampsia (Boomsma et al., 2006). Os
bebés destas mulheres apresentam ainda hipoglicemia, ictericia e sindrome do sofrimento
respiratorio. Estas complicagdes sdo mais frequentemente observadas em pacientes com
obesidade ou IMC aumentado associada a SOP (Kristensen et al., 2005).

O ambiente intra-folicular, incluindo hormonios e citocinas em concentragdes

apropriadas, ¢ crucial para o desenvolvimento folicular e matura¢do oocitaria (Wu et al.,
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2007). Estudos adicionais serdo necessarios para determinar quanto o BMP15 e o GDF9 estao

relacionados com a qualidade de cada odcito.

6.3. Anailise da correlacio entre a expressio do BMP15 e do GDF9 em odcitos e do
BMRP2 nas células do cumulus com os niveis de esteroides sexuais no FF de foliculos

maduros

A expressao do BMP15 e do GDF9 ndo mostrou ter nenhuma correlagdo positiva com
os niveis de esterdides sexuais presentes nos FF maduros. Diante desses dados, podemos
sugerir que os altos niveis de androgenos presentes na SOP ndo influenciaram na expressao
destes genes. Este achado pode explicar porque mulheres com hiperandrogenismo tiveram
resultados semelhantes as pacientes normais no que diz respeito a taxa de gravidez, nimero de
odcitos maduros captados e quantidade de embrides formados. Este achado sugere ainda que a
expressdo destes genes ¢ influenciada pela agdo do FSH recombinante utilizado nos
tratamentos com HOC e ndo sofre alteragdes com altos niveis de andrégenos presentes no FF
de mulheres com SOP.

Podemos observar ainda que a expressao do BMP15 ¢ do GDF9 esta diretamente
relacionada a melhores taxas de gravidez, demonstrando a importancia destes fatores na
qualidade oocitaria, fertilizacdo e desenvolvimento embrionario. pricipalmente nas pacientes
com SOP. Estes dados demonstram também que o tratamento com FSH recombinante pode
corrigir a disfungdo ovariana presente na SOP e melhorar os resultados nos tratamentos de
FIV, aumentando a expressao dos genes BMP15 ¢ GDF9.

Assim como nao obtivemos resultado significativo na expressio do BMPR2 nos
grupos estudados, também ndo encontramos uma correlacdo positiva entre a expressao desse

receptor com nenhum dos dados analisados. Este achado refor¢a a hipdtese de que os genes
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podem estar se ligando a outros receptores de BMPs presentes nas células da granulosa. Para
analisar esta hipdtese serd necessario avaliar a expressdo dos demais receptores de BMPs em
estudos futuros.

Apesar de estar bem estabelecido o papel do sistema BMP15/GDF9 na foliculogénese
em modelos animais, estudos para definir o envolvimento preciso destes fatores na
fisiologia/fisiopatologia ovariana humana sdo necessarios para os avancos da ciéncia basica e
a aplicagdo potencial dos conhecimentos obtidos em biotecnologias clinicas envolvendo o
sistema BMP ovariano.

Os resultados deste estudo em oocitos maduros s3o inéditos € complementam a
compreensdo do papel desses fatores de diferenciacdo celular na fisiopatologia da sindrome

dos ovarios policisticos.
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7. CONCLUSOES

Diante destes dados, podemos concluir que mulheres com SOP submetidas a
hiperestimulag@o ovariana controlada para tratamento de fertiliza¢do in vitro tem um aumento
na expressao dos genes BMP15 e GDF9 nos odcitos maduros, possivelmente por uma maior
sensibilidade ao uso de FSH exdgeno utilizado no tratamento. O BMPR2 ndo se mostrou
aumentado nas pacientes com SOP, possivelmente pelo BMP15 e GDF9 poder se ligar a
outros receptores para BMPs presentes ndo so na células da granulosa, mas também em outras
células ovarianas, incluindo odcitos.

A progesterona no FF de pacientes com SOP apresentou-se diminuida em comparacao
com as mulheres controle, sugerindo que a redugdo da conversdo de C21 para C19 ndo esta
sendo realizada de maneira eficiente nas mulheres com SOP como ocorre nas mulheres com
ciclos ovulatdrios, proporcionando um excesso de androgénios no FF dessas mulheres.

O aumento na expressio do BMP15 ¢ GDF9 contribuiu para melhor qualidade
oocitaria, melhores taxas de fertilizagdo e gravidez nas pacientes com SOP, sugerindo que o
hiperandrogenismo presente ndo prejudicou o tratamento destas pacientes.

A taxa de gravidez nao foi diferente entre os grupos, sugerindo que o aumento da
expressao do BMP15 e do GDF9 nas pacientes com SOP melhorou as taxas de fertilizagao e,

consequentemente, a taxa de gravidez.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Grupo Controle

1. Nome da Pesquisa: Expressdo do fator de crescimento e diferenciagdo-9 (GDF9) e da
proteina 6ssea morfogenética-15 (BMP15) em odcitos humanos e seus receptores nas
células da granulosa luteinizadas de mulheres normais e com sindrome dos ovdrios
policisticos.

2. Pesquisador Responsavel: Prof. Dra. Rosana Maria dos Reis

Vocé e seu marido estdo sendo convidados a participar da pesquisa “Expressdo do
fator de crescimento e diferenciacdo-9 (GDF9) e da proteina ¢ssea morfogenética-15
(BMP15) em odcitos humanos e seus receptores nas células da granulosa luteinizadas
de mulheres normais e com sindrome dos ovarios policisticos.”

Esclarecimentos: A Sindrome dos Ovdrios Policisticos ¢ uma causa bastante comum de
irregularidade menstrual e de dificuldade para engravidar (denominada infertilidade). Questiona-
se um dos motivos responsaveis tanto pela maior dificuldade em engravidar, como pela chance
aumentada de abortamento nas mulheres portadoras desta sindrome, seja a inadequada qualidade
dos odcitos (células femininas responsaveis pela reproducdo), que poderdo produzir embrides de
ma qualidade. Contudo, na atualidade, ndo se realiza a avaliagdo adequada da qualidade dos
oocitos devido a auséncia de métodos bem estabelecidos capazes de predizer se os 0dcitos sao
bons ou ndo. A identificacdo da presenca de alteragdes nos odcitos de pacientes portadoras desta
sindrome e de outras causas de infertilidade, ndo somente ajudaria a elucidar o mecanismo
causador da infertilidade e da maior chance de abortamento, como também abriria perspectivas
futuras de tratamento para este grupo de pacientes. Os fatores de crescimento que serdo estudados
nesta pesquisa, sdo substancias produzidas pelos oocitos e estdo relacionados com a fungdo
normal dos ovarios para produzir odcitos de boa qualidade. Por isso, ¢ muito importante que nds
tenhamos um grupo de pacientes que ndo tém a doenga (que seriam pacientes do grupo controle)
para que possamos comparar a diferenga desses fatores com as pacientes que tém essa sindrome.

Uma forma indireta de avaliarmos a qualidade dos seus oocitos, sem lhe causar
qualquer risco adicional ou prejuizo do sucesso de vocé engravidar durante este
procedimento de reprodugdo assistida seria utilizar os odcitos que ndo amadureceram o
suficiente para serem inseminados (denominados o06citos imaturos) e os o0dcitos
excedentes ao limite de 7 para fertilizagdo estabelecido pelo Departamento de Reproducao
Humana que, portanto, serdo descartados, ndo sendo uteis para o seu tratamento. Estes
odcitos serdo usados para estudar a presenga de fatores de crescimento, como BMP15 e
GDF9, permitindo que seja avaliada a presenca ou auséncia dessas substidncias no
desenvolvimento dos seus odcitos. Devemos, portanto, ressaltar que este estudo ¢ a
doacdo dos seus oocitos ndo vao interferir no seu tratamento para engravidar, assim como
nao causardo prejuizo algum para a sua satde, nem para a do futuro bebé.

Sua colaboracdo, portanto, na doacdo de seus odcitos serd imprescindivel para um
melhor esclarecimento da qualidade dos odcitos de pacientes com dificuldade para engravidar
e para levar uma gravidez adiante devido a Sindrome dos Ovarios Policisticos. Este
conhecimento no futuro podera ser usado no sentido de propiciar um tratamento mais eficaz
da infertilidade associada & Sindrome dos Ovarios Policisticos. E importante ressaltarmos que
este estudo ndo trara nenhuma despesa para vocé e seu companheiro. Todos os odcitos doados
serdo utilizados exclusivamente para a avaliagdo da expressdo dos fatores BMP15 e GDF9 e
ndo para outros fins que ndo a pesquisa. Nao sera necessario nenhum tipo de procedimento
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extra, como coleta de sangue, ultrassonografia, ou qualquer outro tipo de exame além dos
habituais para o procedimento de reproducdo assistida, que o casal ja ira realizar.

Informagdes adicionais: Todas as dividas com relagdo ao estudo que possam ocorrer
durante o tratamento para engravidar, serdo prontamente esclarecidas pelos pesquisadores
responsaveis por este estudo. Vocé e seu companheiro tém a liberdade de retirar o vosso
consentimento e de deixar de participar do estudo a qualquer momento sem que isso traga
qualquer prejuizo a continuidade do seu tratamento. Asseguramos total sigilo em relacdo aos
nomes dos integrantes deste estudo e garantimos ainda que sera mantido o carater confidencial
de todas as informagdes relacionadas a vossa privacidade. Temos o compromisso de que serao
prestadas informagdes atualizadas durante todo o estudo, ainda que isto possa afetar a vossa
vontade de continuar participando. Asseguramos o compromisso de que vocé sera devidamente
acompanhada e assistida durante todo o periodo de participag¢@o neste projeto, bem como de que
sera garantida a continuidade do seu tratamento, ap6s a conclusdo dos trabalhos de pesquisa.
Caso ocorra algum tipo de intercorréncia, vocé e seu marido serdo prontamente assistidos pelos
responsaveis desta pesquisa, assim como toda a equipe do programa de fertilizagdo assistida.
Nos casos de davida em relago a pesquisa, vocés poderdo procurar o CEP (Comité de Etica e
Pesquisa) — HC e FMRP-USP — Campus Universitario, situado no enderego: Av. dos
Bandeirantes, 3900 — Monte Alegre, 14048-900 Ribeirdo Preto — Fone: (16) 3602-2228. No
caso se interesse pelos resultados da pesquisa, podera entrar em contato com as pesquisadoras
responsaveis, pelo telefone (16) 3602-2815, no Lab. de Ginecologia e Obstetricia do Hospital
das Clinicas da Faculade de Medicina de Ribeirdao Preto-USP.

Eu, ; RG n° , abaixo
assinado, declaro que fui informado e estou inteiramente de acordo com o exposto acima e
aceito livremente participar do estudo em questdo, doando os odcitos que nio serdo
utilizados em meu tratamento de infertilidade e autorizo os pesquisadores abaixo
mencionados a utilizd-los para a pesquisa: “Expressdo dos fatores proteina dssea
morfogenética-15 (BMP15) e fator de crescimento e diferenciacdao-9 (GDF9) nos odcitos e
células luteinizadas de mulheres normais e com Sindrome dos Ovarios Policisticos.”

Ribeirdo Preto, / /
Assinatura da Paciente
Pesquisadores Responsaveis:
Prof. Dra. Rosana Maria dos Reis PG Luciana O. Teixeira de Resende
CRM: 61726 CRBM: 2274

Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Av. dos Bandeirantes, n° 3900  Tel.: (16) 3602-2815
Hospital das Clinicas - FMRP/USP
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Grupo SOP

1. Nome da Pesquisa: Expressdo do fator de crescimento e diferenciagdo-9 (GDF9) e da
proteina 6ssea morfogenética-15 (BMP15) em odcitos humanos e seus receptores nas
células da granulosa luteinizadas de mulheres normais e com sindrome dos ovdrios
policisticos.

2. Pesquisador Responsavel: Prof. Dra. Rosana Maria dos Reis

Vocé e seu marido estdo sendo convidados a participar da pesquisa “Expressdo do
fator de crescimento e diferenciacdo-9 (GDF9) e da proteina ¢ssea morfogenética-15
(BMP15) em odcitos humanos e seus receptores nas células da granulosa luteinizadas
de mulheres normais e com sindrome dos ovarios policisticos.”

Esclarecimentos: A Sindrome dos Ovarios Policisticos ¢ uma causa bastante comum de
irregularidade menstrual e de dificuldade para engravidar (denominada infertilidade).
Questiona-se um dos motivos responsaveis tanto pela maior dificuldade em engravidar, como
pela chance aumentada de abortamento nas mulheres portadoras desta sindrome, seja a
inadequada qualidade dos odcitos (células femininas responsaveis pela reprodugdo), que
poderdo produzir embrides de ma qualidade. Contudo, na atualidade, ndo se realiza a avaliagdo
adequada da qualidade dos odcitos devido a auséncia de métodos bem estabelecidos capazes de
predizer se os odcitos sdo bons ou ndo. A identificacdo da presenca de alteracdes nos oocitos de
pacientes portadoras desta sindrome e de outras causas de infertilidade, ndo somente ajudaria a
elucidar o mecanismo causador da infertilidade e da maior chance de abortamento, como
também abriria perspectivas futuras de tratamento para este grupo de pacientes. Os fatores de
crescimento que serdo estudados nesta pesquisa, sdo substancias produzidas pelos oocitos e
estao relacionados com a fung¢@o normal dos ovarios para produzir odcitos de boa qualidade. Por
isso, € muito importante que nds tenhamos um grupo de pacientes que ndo t€m a doencga (que
seriam pacientes do grupo controle) para que possamos comparar a diferenca desses fatores com
as pacientes que t€m essa sindrome.

Uma forma indireta de avaliarmos a qualidade dos seus oocitos, sem lhe causar
qualquer risco adicional ou prejuizo do sucesso de vocé engravidar durante este
procedimento de reproducdo assistida seria utilizar os odcitos que ndo amadureceram o
suficiente para serem inseminados (denominados o06citos imaturos) e os o0dcitos
excedentes ao limite de 7 para fertilizagdo estabelecido pelo Departamento de Reproducao
Humana que, portanto, serdo descartados, ndo sendo uteis para o seu tratamento. Estes
odcitos serdo usados para estudar a presenga de fatores de crescimento, como BMP15 e
GDF9, permitindo que seja avaliada a presenca ou auséncia dessas substidncias no
desenvolvimento dos seus odcitos. Devemos, portanto, ressaltar que este estudo ¢ a
doacdo dos seus o6citos ndo vao interferir no seu tratamento para engravidar, assim como
nao causardo prejuizo algum para a sua satide, nem para a do futuro bebé.

Sua colaboragdo, portanto, na doagdo de seus oocitos serd imprescindivel para um
melhor esclarecimento da qualidade dos odcitos de pacientes com dificuldade para engravidar e
para levar uma gravidez adiante devido a Sindrome dos Ovarios Policisticos. Este conhecimento
no futuro podera ser usado no sentido de propiciar um tratamento mais eficaz da infertilidade
associada a Sindrome dos Oviérios Policisticos. E importante ressaltarmos que este estudo nio
trara nenhuma despesa para vocé e seu companheiro. Todos os o6citos doados serdo utilizados
exclusivamente para a avaliagdo da expressao dos fatores BMP15 e GDF9 e ndo para outros fins
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que nao a pesquisa. Nao sera necessario nenhum tipo de procedimento extra, como coleta de
sangue, ultrassonografia, ou qualquer outro tipo de exame além dos habituais para o
procedimento de reproducao assistida, que o casal ja ird realizar.

Informacgdes adicionais: Todas as dividas com relacdo ao estudo que possam ocorrer
durante o tratamento para engravidar, serdo prontamente esclarecidas pelos pesquisadores
responsaveis por este estudo. Voc€ e seu companheiro tém a liberdade de retirar o vosso
consentimento ¢ de deixar de participar do estudo a qualquer momento sem que isso traga
qualquer prejuizo a continuidade do seu tratamento. Asseguramos total sigilo em relacdo aos
nomes dos integrantes deste estudo e garantimos ainda que sera mantido o carater confidencial
de todas as informagdes relacionadas a vossa privacidade. Temos o compromisso de que serdo
prestadas informagoes atualizadas durante todo o estudo, ainda que isto possa afetar a vossa
vontade de continuar participando. Asseguramos o compromisso de que vocé serd devidamente
acompanhada e assistida durante todo o periodo de participag@o neste projeto, bem como de que
serd garantida a continuidade do seu tratamento, ap6s a conclusdo dos trabalhos de pesquisa.
Caso ocorra algum tipo de intercorréncia, vocé e seu marido serdo prontamente assistidos pelos
responsaveis desta pesquisa, assim como toda a equipe do programa de fertilizagdo assistida.
Nos casos de davida em relagio a pesquisa, vocés poderdo procurar o CEP (Comité de Etica e
Pesquisa) — HC e FMRP-USP — Campus Universitario, situado no enderego: Av. dos
Bandeirantes, 3900 — Monte Alegre, 14048-900 Ribeirdo Preto — Fone: (16) 3602-2228. No
caso se interesse pelos resultados da pesquisa, poderd entrar em contato com as pesquisadoras
responsaveis, pelo telefone (16) 3602-2815, no Lab. de Ginecologia e Obstetricia do Hospital
das Clinicas da Faculade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP.

Eu, ; RG n° , abaixo
assinado, declaro que fui informado e estou inteiramente de acordo com o exposto acima e
aceito livremente participar do estudo em questdo, doando os odcitos que ndo serdo
utilizados em meu tratamento de infertilidade e autorizo os pesquisadores abaixo
mencionados a utilizd-los para a pesquisa: “Expressdo dos fatores proteina dssea
morfogenética-15 (BMP15) e fator de crescimento e diferenciacdo-9 (GDF9) nos odcitos e
células luteinizadas de mulheres normais e com Sindrome dos Ovdrios Policisticos.”

Ribeirdo Preto, / /
Assinatura da Paciente
Pesquisadores Responsaveis:
Profa. Dra. Rosana Maria dos Reis PG Luciana O. Teixeira de Resende
CRM: 61726 CRBM: 2274

Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Av. dos Bandeirantes, n° 3900  Tel.: (16) 3602-2815
Hospital das Clinicas - FMRP/USP
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ANEXO 11
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PADRONIZACAO DA TECNICA DE EXTRACAO DE RNA EM OOCITOS
HUMANOS INDIVIDUAIS E CELULAS DO CUMULUS OOPHORUS DE
PACIENTES COM SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS (SOP)
SUBMETIDAS AS TECNICAS DE FERTILIZACAO ASSISTIDA NO SETOR DE
REPRODUCAO HUMANA — HCFMRP/USP

Padronizacio da Técnica utilizando o6citos ovarios bovinos

Embora as técnicas de extracdo de RNA por meio de diferentes protocolos e kits
sejam rotineiras em alguns laboratdrios, a técnica de extragdo de RNA total de pequenas
amostras torna-se um pouco mais complexa devido ao pequeno conteido de acido
ribonucleico por célula. Dessa forma, antes de iniciar a extragdo de RNA de um grande
nimero de amostras de odcitos e células do cumulus ja coletadas das pacientes submetidas
aos procedimentos de RA, padronizamos a técnica de extragdo de RNA total de célula tinica
utilizando células do cumulus e odcitos bovinos. O bovino foi utilizado como modelo
experimental, devido a facilidade de obten¢@o dos ovérios, estrutura disponivel no laboratorio
de GO para a aspiragdo folicular e manipulacdo de oocitos bovinos, a similaridade entre
tamanho, morfologia e conteudo de RNA entre odcitos bovinos e humanos e para evitar a
utilizacdao de material humano em testes de padronizagao.

A partir da verificagdo de diferentes protocolos de extracdo (com ou sem Kkit),
estabelecemos um protocolo utilizando o kit RNeasy Micro (Qiagen), apos testar diferentes

volumes de solucdes indicados no kit.

1- Colheita e manipulacdo dos ovarios para a aspiracdo folicular e obtencdo dos odcitos

Imediatamente apos o abate, os ovarios foram removidos e imersos em solucao
fisiologica a 35-37° C, acrescida de penicilina e estreptomicina (SIRARD & BILODEAU,
1990). Posteriormente, foram levados ao laboratério, lavados em solugdo fisioldgica pré-
aquecida na temperatura de 37° C e mantidos nesta mesma solugdo, em banho-maria, durante

a aspiragao dos foliculos ovarianos.
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2- Aspiracdo e selecdo dos Complexos Cumulus-Oécito (COCs)

Foram selecionados foliculos apresentando entre 2 e 8 mm de didmetro, boa
vasculariza¢do e coloragdo do fluido folicular. A aspiracdo dos odcitos foi realizada com
agulhas 25x7, adaptadas em seringas de 20 mililitros. Ao serem puncionados os foliculos, o
fluido folicular foi, imediatamente, aspirado e depositado em célice conico mantido a
temperatura de 38-39° C. Apods a decantacdo por 10 minutos, o sobrenadante foi desprezado e
o sedimento ressuspendido com meio Talp-Hepes e transferido para placa de Petri mantida em
placa aquecedora na temperatura de 38° C.

Os complexos cumulus-o6citos selecionados foram lavados em meio Talp-Hepes,
por meio do transporte destes para uma nova placa de Petri contendo o mesmo meio, com
auxilio de micropipeta em microscopio estereoscopio. Em seguida, os odcitos foram lavados
novamente em placa de vidro escavada contendo a solucdo de lavagem e o cumulus oophorus
de cada odcito foi microdissecado e as células do cumulus remanescentes foram removidas
utilizando-se hialuronidase por meio de agitagdo mecanica em vortex durante 5 minutos. Os
odcitos desnudos foram lavados novamente e congelados individualmente em criotubos
contendo 1l do meio TALP-Hepes. Os criotubos foram submergidos em nitrogénio liquido e
depois armazenados em freezer a —80°C. As amostras foram processadas para a avalia¢do da

expressao dos genes BMP15 e GDF9 de acordo com as técnicas descritas a seguir.
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Tabela 1. Amostras e diferentes testes para a extracdo de RNA em odcitos e complexos
cumulus-o06c¢ito bovinos.

Material Volume meio Meétodo de Volume de
Amostra . . RLT e etanol
congelado criotubo homogeneizagao 70%
1 01 odcito 1 ul vortex 75 ul
2 01 odcito 1 ul vortex 75 ul
3 01 odcito 1 ul pipetagem 75 ul
4 01 odcito 2 ul pipetagem 75 ul
5 01 odcito 2 ul pipetagem 75 ul
6 02 odcitos 1 ul vortex 75 ul
7 02 odcitos 1 pl pipetagem 75 pl
8 04 odcitos 1 ul pipetagem 75 ul
9 01 COC 1 ul vortex 350 ul
10 01 COC I ul pipetagem 350 ul
11 01 COC EX 1l pipetagem 350 pul
12 01 cumulus 1 pul pipetagem 350 ul
Legenda: o6cito = oocito desnudo mecanicamente; COC = complexo cumulus-odcito intacto;
COC EX = complexo cumulus-oo6cito intacto; cumulus = complexo cumulus-oo6cito
ocitectomizado.

Foi testado um total de 12 amostras, as quais consistiram em 1, 2 ou 4 odcitos por
criotubo, 1 complexo cumulus-o6cito (expandido ou ndo) e 1 cumulus oophorus (complexo
oocitectomizado), por criotubo. Foram testados também diferentes volumes de meio (1 ou 2
microlitros) para o congelamento em nitrogénio liquido e das solu¢cdes RLT e etanol a 70%
(75 ou 350 microlitros) para as etapas de lise das células e homogeneizagdo. A solucdo RLT
tem como funcdo lisar a célula para expor o RNA. O etanol 70% ¢ utilizado para

homegoeneizagdo. As duas solugdes sao utilizadas sempre na mesma quantidade.

3 — Extracdo de RNA (RNEASY MICRO KIT — QIAGEN)

4 - Procedimentos:

e Foi preparado etanol 80%, misturando 24 ml de etanol (96-100%) ¢ 6 ml de 4gua RNAse-
free (presente no kit).

e Adicionou-se 10 ul B-Mercaptoetanol (B-ME) a 1 ml do tampao RLT a um tubo de 1,5 ml.

e Adicionou-se 4 volumes de etanol (96-100%) como indicado no frasco do tampao RPE.

e Prepararou-se a solugdo estoque de DNAsel utilizando DNAse livre de RNAse pela
primeira vez. Dissolveu-se a DNAsel solida em Agua RNAse-free (550 pl). Adicionou-se

5 wl de poly-A dissolvido em 34 ul de RLT (tubo 0,2ml) misturando por pipetagem.
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Utilizou-se 6 ul desta mistura para misturar com 54ul de RLT( tubo 0,2ml). A
concentracdo final ¢ de 4 ng/ul. Utilizou-se 5Sul por amostra.

As células foram lisadas pela adi¢ao de 350 pl de RLT (¢/ B-ME) no criotubo. Vortexou-
se por 1 min cada tubo para homogeneizar.

Adicionou-se 1 volume de etanol 70% (350ul) ao lisado homogeneizado, e misturou-se
pipetando.

Em seguida, transferiu-se a amostra para uma coluna de silica “MinElute Spin Column”
em um tubo de coleta 2ml. Centrifugou-se por 15s a >8000 x g (=10000 rpm). Apos
centrifugacdo, descartou-se o conteido do tubo de coleta. Imediatamente, a coluna foi
recolocada no tubo de coleta e adicionado 350ul de RW1 e centrifugada por 15s a >8000 x
g para lavar a coluna.

Em seguida, o conteudo do tubo de coleta foi descartado e adicionado 10ul de DNAse 1
estoque (stock) a 70ul de RDD (tubo 0,2ml). Misturou-se pipetando gentilmente
invertendo o tubo, sem vortexar.

Foi pipetado o mix de incubagdo DNAsel (80 ul) diretamente sobre a membrana de silica-
gel MinElute colocado no tubo de coleta e os tubos permaneceram a temperatura ambiente
por 15min.

Adicionou-se 350ul de RWI1 na SpinColumn centrifugando-se em seguida por 15s a
>8000 x g para lavar a coluna. Apds centrifugagdo foi descartado o contetudo e o tubo de
coleta.

Em seguida, transferiu-se a SpinColumn para um novo tubo de coleta (2ml), adicionou-se
500ul de RPE a coluna e procedeu-se a centrifugacao por 15s a > 8000 x g para lavar a
coluna. O contetido do tubo de coleta foi novamente descartado.

Adicionou-se 500ul de etanol 80% a SpinColumn, fechando o tubo gentilmente e
centrifugando por 2 min a >8000 x g para secar a membrana de silica-gel. Descartou-se o
conteudo e o tubo de coleta.

A SpinColumn foi transferida para um novo tubo de coleta (2ml), onde a tampa da
SpinColumn permaneceu aberta durante a centrifugacdo por Smin na maior velocidade
para secagem da membrana. Descartou-se o contetudo e o tubo de coleta.

Para eluicdo, transferiu-se a SpinColumn para um novo tubo de coleta (1,5ml) e pipetou-
se 14 ul de agua RNAse-free diretamente no centro da membrana de silica-gel. O tubo foi
fechado gentilmente e centrifugado por 1 min na velocidade méaxima para eluir obtendo-se

um volume final foi de 12pl, conforme indicado no Kkit.
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Apo6s a extragdo do RNA, todas as amostras foram congeladas e estocadas a — 80°C.
Para testar a qualidade das amostras, uma vez que a quantidade de RNA obtida ndo permitiu a
quantifica¢do e nem a sua verificagdo em gel de agarose, foi realizada a sintese de cDNA com

todo o volume do RNA obtido, seguido por PCR, utilizando-se 3 ul do cDNA.

5 - Sintese de cDNA

Foi realizada com o kit High Capacity da Applied Biosystems, de acordo com as
instrugdes do fabricante, brevemente expostas a seguir:

- tampao da transcriptase: 2,0ul

- dntps: 1,0 ul

- random primers: 2,5 ul

- multiscribe: 1,25 ul

- RNAinhibitor: 0,63 ul

- RNA Total: 16,0 ul

Os tubos de reacgdo foram mantidos por 10" a temperatura ambiente e por 120°a 37°C.e

logo em seguida congelados a -20°C.

6 - Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para testar a sintese de cDNA e, portanto do RNA extraido, utilizamos o primer do
gene P-gus, um controle enddgeno largamente utilizado para diversos tipos celulares e
disponivel no laboratério. Além disso, testamos os primers de duas empresas diferentes
(Invitrogen e MGW), bem como duas Taqs polimerases diferentes: Platinum (da Invitrogen) e

Taq polimerase (da Biotools).

Seqiiéncia do primers Gus F: gaaaatatgtggttggagagctcatt
Gus R: ccgagtgaagatccccttttta

As condigdes da PCR foram de 1 ciclo inicial de 94°C por 1 minuto, 61°C por 1
minuto e 72°C por um minuto, seguidos de 40 ciclos de 94°C (30 sec), 61°(45 sec) e 72° C
(30 sec) e, finalmente 72°C por 7 minutos.

O produto de PCR, de 100 pb foi visualizado em gel de agarose, exposto a seguir.
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7 - Eletroforese

Foi preparado gel de agarose 2% em TBE, corado com brometo de etideo e a
eletroforese foi corrida por 30 minutos a 100 V. Apds a corrida, o gel foi visualizado em

transiluminador com luz UV (MiniBis DNR PRO) e fotografado

Dos diferentes primers e taqgs testados durante a padronizacdo, chegamos a conclusao
de que o melhor primer foi o da INVITROGEN e ambas as taqs obtiveram resultado positivo,

embora a Platinum tenha se apresentado mais eficiente..

8 - Resultados:

O RNA extraido de todas as amostras testadas (exceto as amostras 5, 7 e 11),
independente dos volumes de meio de congelamento e solugdes de lise e homogeneizagdo
utilizadas (tabela 1), se mostrou adequado para a utilizagdo na sintese de cDNA e RT-PCR,
como mostrado na figura 1. Os resultados obtidos validam a técnica de extracdo de RNA
utilizando o kit RNeasy Micro para a extragdo de RNA de o6cito unico. O conteudo total de
RNA em um odcito bovino é estimado entre 2 and 3 ng*, em humanos entre 2 e 5 ng*, nio
diferindo substancialmente do conteido de RNA observado em odcitos humanos. Da mesma
forma, o didmetro do complexo-cumulus odcito, incluindo a quantidade de células da
granulosa do cumulus, aproximandamente de 3.000 a 20.000 células, é similar entre as duas
espécies.

A nao detec¢ao do RNA nas amostras 5, 7 e 11 ocorreu devido a abertura dos tubos
durante a centrifugacdo para obtenc¢do do eluido, o que foi devidamente registrado durante a

realizag¢do do teste de extracao.
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8 9 1011 12 C

Figura 1: Resultado da eletroforese em gel de agarose das amostras de odcitos e células da
granulosa de bovinos. Amostras ndo numeradas: rotina do laboratdrio de Biologia Molecular;
1 — 8 =o0dcitos 9 e 10 =COC, 11 = COC expandido, 12 = cumulus (tabela 1); C = controle.
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ANEXO III
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Cilculo da expressdo génica relativa (método 2**“, Livak et al., 2001)

O célculo da normalizagdo da expressao génica ao gene enddgeno e a amostra de
referéncia foi realizada utilizando-se as formulas:

ACt = Ct (BMP15/GDF9/BMPR2) — Ct -actina

AACt = ACt amostra de interesse — ACt das amostras de referéncia

2724 = formula utilizada para quantificagio da expressdo relativa dos genes BMP15,

GDF9 e BMPR2 em relagdo ao gene da B-actina, usando como amostra de referéncia

os oocitos e células da granulosa do grupo controle.
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Tabela 1: Niveis de Ct (threshold cycle) comparativos entre os genes BMP15 e B-actina obtidos por PCR em tempo real, para analise da
expressao génica em oocitos de mulheres com SOP submetidas a HOC para tratamento de FIV

Ct comparativo

Amostra BMP15 Média Desvio Padrio p-actina Média Desvio Padrao ACt Desvio Padrao  AACt paact

1 31,458 31,376 0,117 31,254 31,321 0,095 0,054 0,0113 0,0545 0,9629
31,293 31,388

2 30,398 30,375 0,033 29,211 29,424 0,301 0,952 0,0457 0,9515 0,5171
30,352 29,636

3 33,348 33,427 0,111 30,022 30,275 0,358 3,152 0,0702 3,1515 0,1125
33,505 30,528

4 32,254 32,144 0,156 28,647 28,830 0,259 3,314 0,0457 3,3135 0,1006
32,033 29,013

5 31,601 31,411 0,269 28,378 28,431 0,074 2,981 0,0389 2,9805 0,1267
31,221 28,483

6 33,054 32,558 0,701 28,47 28,468 0,004 4,091 0,2460 4,0905 0,0587
32,062 28,465

7 30,276 30,063 0,301 33,572 33,568 0,006 -3,505 0,0454 -3,5050 11,3530
29,85 33,564

8 29,449 29,259 0,269 31,03 31,282 0,356 -2,023 0,0994 -2,0225 4,0629
29,069 31,533

9 27,717 27,724 0,010 31,338 31,033 0,431 -3,309 0,0931 -3,3090 9,9108
27,731 30,728

10 28,113 28,275 0,229 30,028 30,253 0,317 -1,978 0,0766 -1,9775 3,9381
28,437 30,477

11 30,2 30,112 0,124 29,452 29,491 0,055 0,621 0,0093 0,6210 0,6502
30,024 29,53

12 29,415 29,377 0,054 34,658 35,011 0,499 -5,635 0,1261 -5,6345 49,6768
29,338 35,364
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13 26,823 26,860 0,052 32358 32352 0,008 -5,493 0,0014 154925 45,0202
26,896 32,346

14 27421 27389 0,046 33,415 33231 0,261 -5,842 0,0351 .5.8420 57,3611
27356 33,046

15 20,143 29,135 0,012 33239 33,192 0,066 -4,058 0,0023 40575 16,6506
29,126 33.145

16 28312 28277 0,049 31,816 31,924 0,152 3,647 0,0128 23,6465 12,5229
28,242 32,031

17 3037 30,422 0,073 34345 34,662 0,448 -4,240 0,1028 242400 18,8959
30,473 34,978

18 3041 30,394 0,023 32,829 33241 0,582 22,847 0,1696 22,8465 17,1925
30,378 33,652

Amostra de 30,44 0,222 31,278 0,276 20,891 0,104 0,112 2,243

Referéncia
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Tabela 2: Niveis de Ct (threshold cycle) comparativos entre os genes BMP15 e B-actina obtidos por PCR em tempo real, para analise da
expressao  génica em o6citos de mulheres controles submetidas a HOC para tratamento de FIV

Ct comparativo
Amostra BMP15 Média Desvio Padrao p-actina Média Desvio Padrao ACt  Desvio Padrao AACt praact
1 29,245 29,228 0,024042 28,235 28,1965 0,054447 1,0315 0,001771 1,0315 0,489201

29,211 28,158

2 32,774 32,451 0,456791 28,74 28,9735 0,330219 3,4775 0,158851 3,4775 0,089778
32,128 29,207

3 30,615 30,051 0,797616 28,142 27,9365 0,290621 2,1145 0,360326 2,1145 0,230926
29,487 27,731

4 32,517 32,3205 0,277893 28,835 28,7015 0,188798 3,619 0,056434 3,619  0,08139
32,124 28,568

5 29,706 29,554 0,21496 29,594 29,6075 0,019092 -0,0535 0,023286 -0,0535  1,03778
29,402 29,621

6 32,271 32,127 0,203647 29,978 30,154 0,248902 1,973 0,051712 1,973  0,254723
31,983 30,33

7 31,788 31,705 0,11738 32,692 32,923 0,326683 -1,218 0,06025 -1,218  2,32624
31,622 33,154

8 30,258 30,168 0,127279 27,187 27,2655 0,111016 2,9025 0,014262 2,9025 0,13374
30,078 27,344

9 31,058 31,143 0,120208 31,071 31,063 0,011314 0,08 0,007289 0,08  0,946058
31,228 31,055

10 29,801 30,05 0,352139 28,746 28,7265 0,027577 1,3235 0,062381 1,3235 0,399564
30,299 28,707

11 30,877 30,292 0,827315 29,532 29,9965 0,656902 0,2955 0,557985 0,2955 0,81479
29,707 30,461

12 28,465 27,982 0,683065 29,359 29,3925 0,047376 -1,4105 0,234411 -1,4105 2,658293

27,499 29,426
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13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28,477
28,191
30,569
30,731
29,678
29,781
29,578
29,137
29,868
30,283
29,071
29,115
31,309
31,161
30,974
31,196
Undet.
Undet.
31,389
31,243
28,916
29,159
30,165
30,028
30,472
30,22
31,283
31,992
31,495
32,161

28,334

30,65

29,7295

29,3575

30,0755

29,093

31,235

31,085

31,316

29,0375

30,0965

30,346

31,6375

31,828

0,202233

0,114551

0,072832

0,311834

0,293449

0,031113

0,104652

0,156978

0,103238

0,171827

0,096874

0,178191

0,501339

0,470933

28,089
28,22

28,215
28,561
29,23

29,594
29,117
30,073
33,038
32,885
32,804
33,876
32,425
32,616
32,074
31,152
36,887
36,491
31,038
30,213
32,008
32,544
31,459
31,48

29,614
30,189
31,008
30,636
32,669
33,286

28,1545

28,388

29,412

29,595

32,9615

33,34

32,5205

31,613

36,689

30,6255

32,276

31,4695

29,9015

30,822

32,9775

0,092631

0,244659

0,257387

0,675994

0,108187

0,758018

0,135057

0,651952

0,280014

0,583363

0,379009

0,014849

0,406586

0,263044

0,436285

0,1795

2,262

0,3175

-0,2375

-2,886

4,247

-1,2855

-0,528

0,6905

-3,2385

-1,373

0,4445

0,8155

-1,1495

0,024739

0,03649

0,035776

0,277104

0,048909

0,28778

0,014596

0,224842

0,175485

0,086586

0,004803

0,098532

0,160266

0,206061

0,1795

2,262

0,3175

-0,2375

-2,886

4,247

-1,2855

-0,528

0,6905

-3,2385

-1,373

0,4445

0,8155

-1,1495

0,883009

0,208483

0,802459

1,178948

7,392181

18,98779

2,437665

1,441929

0,619639

9,438123

2,590086

0,734839

0,568212

2,21837
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28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

32,93
32,736
29,903
29,561
30,372

30,15
32,018
32,604
31,588
31,126
30,942
30,418

27,67
27,567
30,781
30,432
32,216
32,141
29,536
29,505
29,362
29,365
29,065
29,173
30,034
29,918
28,849
28,485
28,382

28,63

32,833

29,732

30,261

32,311

31,357

30,68

27,6185

30,6065

32,1785

29,5205

29,3635

29,119

29,976

28,667

28,506

0,137179

0,241831

0,156978

0,414365

0,326683

0,370524

0,072832

0,24678

0,053033

0,02192

0,002121

0,076368

0,082024

0,257387

0,175362

31,466
31,44
31,051
31,274
33,028
32,447
34,249
35,045
32,734
32,491
32,542
32,29
30,461
30,658
33,137
33,281
32,872
33,572
33,233
33,778
30,099
30,542
33,76
34,032
31,69
31,815
33,276
33,012
29,53
29,554

31,453

31,1625

32,7375

34,647

32,6125

32,416

30,5595

33,209

33,222

33,5055

30,3205

33,896

31,7525

33,144

29,542

0,018385

0,157685

0,410829

0,562857

0,171827

0,178191

0,1393

0,101823

0,494975

0,385373

0,313248

0,192333

0,088388

0,186676

0,016971

1,38

-1,4305

-2,4765

-2,336

-1,2555

-1,736

2,941

-2,6025

-1,0435

-3,985

-0,957

-4,777

-1,7765

4,477

-1,036

0,009578

0,041673

0,096711

0,244253

0,068123

0,08452

0,012355

0,035634

0,123906

0,074496

0,049064

0,021412

0,00727

0,050548

0,01552

1,38

-1,4305

-2,4765

-2,336

-1,2555

-1,736

2,941

-2,6025

-1,0435

-3,985

-0,957

-4,777

-1,7765

4477

-1,036

0,384219

2,695401

5,565456

5,049008

2,387499

3,331103

7,679434

6,073382

2,061222

15,83451

1,941269

27,41702

3,42594

22,26954

2,050534
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43 29,701 29,5035 0,279307 32,819 32,9915 0,243952 -3,488 0,068762 -3,488 11,21999
29,306 33,164

44 29,572 29,7525 0,255266 30,709 30,7035 0,007778 -0,951 0,032611 -0,951 1,933212
29,933 30,698

45 30,249 30,225 0,033941 34,33 34,166 0,231931 -3,941 0,027472 -3,941  15,35887
30,201 34,002

46 31,918 32,056 0,195161 34,37 34,019 0,496389 -1,963 0,142245 -1,963  3,898719
32,194 33,608

47 29,548 29,58 0,045255 33,498 32,9545 0,768625 -3,3745 0,296416 -3,3745 10,37112
29,612 32,411

48 33,437 33,4425 0,007778 34,419 34,059 0,509117 -0,6165 0,12963 -0,6165 1,533151
33,448 33,699

Amostra de 30,44 0,222 31,278 0,276 -0,891 0,104 0,112 2,243

referéncia
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Tabela 3: Niveis de Ct (threshold cycle) comparativos entre os genes GDF9 e B-actina obtidos por PCR em tempo real, para analise da
expressao génica em oocitos de mulheres com SOP submetidas a HOC para tratamento de FIV.

Ct comparativo

Amostra GDF9  Média Desvio Padrio p-actina Média Desvio Padrio ACt Desvio Padriao  AACt praact
1 30,42 30,665 0,346 31,254 31,321 0,095 -0,656 0,0645 -0,6560 1,5757
30,91 31,388
2 28,478 28,446 0,046 29,211 29,424 0,301 -0,978 0,0462 -0,9780 1,9697
28,413 29,636
3 29,749 29,629 0,170 30,022 30,275 0,358 -0,647 0,0785 -0,6465 1,5654
29,508 30,528
4 28,184 28,113 0,100 28,647 28,830 0,259 -0,717 0,0385 -0,7170 1,6438
28,042 29,013
5 27,998 27,910 0,125 28,378 28,431 0,074 -0,521 0,0106 -0,5210 1,4349
27,821 28,483
6 27,94 28,218 0,393 28,47 28,468 0,004 -0,250 0,0773 -0,2495 1,1888
28,496 28,465
7 30,017 30,244 0,320 33,572 33,568 0,006 -3,325 0,0513 -3,3245 10,0178
30,47 33,564
8 29,244 29,021 0,315 31,03 31,282 0,356 -2,261 0,1130 -2,2605 4,7916
28,798 31,533
9 28,01 27,881 0,183 31,338 31,033 0,431 -3,153 0,1098 -3,1525 8,8920
27,751 30,728
10 28,018 27,983 0,049 30,028 30,253 0,317 -2,270 0,0516 -2,2695 4,8216
27,948 30,477
11 29,621 29,594 0,039 29,452 29,491 0,055 0,102 0,0023 0,1025 0,9314
29,566 29,53
12 29,537 29,535 0,003 34,658 35,011 0,499 -5,476 0,1246 -5,4760 44,5082
29,533 35,364
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13 27,409 27,557 0,209 32,358 32,352 0,008 -4,795 0,0219 -4,7950 27,7612
27,705 32,346
14 28,18 28,132 0,069 33,415 33,231 0,261 -5,099 0,0364 -5,0990 34,2730
28,083 33,046
15 29,603 29,597 0,009 33,239 33,192 0,066 -3,596 0,0023 -3,5955 12,0880
29,59 33,145
16 28,995 29,054 0,083 31,816 31,924 0,152 -2,870 0,0150 -2,8695 7,3081
29,113 32,031
17 30,965 30,940 0,036 34,345 34,662 0,448 -3,722 0,1008 -3,7220 13,1957
30,914 34,978
18 30,456 30,612 0,220 32,829 33,241 0,582 -2,629 0,1935 -2,6290 6,1860
30,767 33,652
Amostra
de 29,437 0,165 31,278 0,276 -1,84 0,083 0,112 1,663

referéncia
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Tabela 4: Niveis de Ct (threshold cycle) comparativos entre os genes GDF9 e B-actina obtidos por PCR em tempo real, para analise da
expressao génica em oocitos de mulheres controles submetidas a HOC para tratamento de FIV

Ct comparativo

Amostra GDF9 Meédia Desvio Padriao p-actina Meédia Desvio Padrao ACt Desvio Padrao  AACt P

1 28,035 28,068 0,047 28,235 28,197 0,054 -0,129 0,0026 -0,1285 1,0932
28,101 28,158

2 28,559 28,605 0,064 28,74 28,974 0,330 -0,369 0,0566 -0,3690 1,2915
28,65 29,207

3 27,382 27,332 0,071 28,142 27,937 0,291 -0,605 0,0447 -0,6045 1,5205
27,282 27,731

4 27,807 27,874 0,095 28,835 28,702 0,189 -0,828 0,0223 -0,8275 1,7746
27,941 28,568

5 29,462 29,307 0,220 29,594 29,608 0,019 -0,301 0,0244 -0,3010 1,2320
29,151 29,621

6 28,9 28,950 0,071 29,978 30,154 0,249 -1,204 0,0335 -1,2040 2,3038
29 30,33

7 30,438 30,400 0,054 32,692 32,923 0,327 -2,524 0,0548 -2,5235 5,7498
30,361 33,154

8 29,165 29,102 0,090 27,187 27,266 0,111 1,836 0,0102 1,8360 0,2801
29,038 27,344

9 29,842 29,770 0,102 31,071 31,063 0,011 -1,293 0,0052 -1,2930 2,4504
29,698 31,055

10 29,301 29,466 0,233 28,746 28,727 0,028 0,739 0,0274 0,7390 0,5992
29,63 28,707

11 30,035 29,934 0,144 29,532 29,997 0,657 -0,063 0,2261 -0,0630 1,0446
29,832 30,461

12 27,812 27,702 0,156 29,359 29,393 0,047 -1,691 0,0133 -1,6910 3,2288

27,591 29,426
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13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

27,495
27,463
29,181
28,933
28,28
28,316
28,53
28,127
29,14
29,209
28,623
29,017
29,613
30,12
30,141
29,949
Undet.
Undet.
29,7
29,911
28,461
28,515
29,632
29,349
28,783
28,72
29,563
30,296
29,633
29,495

27,479

29,057

28,298

28,329

29,175

28,820

29,867

30,045

29,806

28,488

29,491

28,752

29,930

29,564

0,023

0,175

0,025

0,285

0,049

0,279

0,359

0,136

0,149

0,038

0,200

0,045

0,518

0,098

28,089
28,22
28,215
28,561
29,23
29,594
29,117
30,073
33,038
32,885
32,804
33,876
32,425
32,616
32,074
31,152
36,887
36,491
31,038
30,213
32,008
32,544
31,459
31,48
29,614
30,189
31,008
30,636
32,669
33,286

28,155

28,388

29,412

29,595

32,962

33,340

32,521

31,613

36,689

30,626

32,276

31,470

29,902

30,822

32,978

0,093

0,245

0,257

0,676

0,108

0,758

0,135

0,652

0,280

0,583

0,379

0,015

0,407

0,263

0,436

-0,676

0,669

1,114

-1,267

-3,787

-4,520

-2,654

-1,568

-36,689

-0,820

-3,788

-1,979

-1,150

-0,893

3,414

0,0045

0,0453

0,0334

0,2691

0,0070

0,3261

0,0734

0,2217

0,0392

0,1813

0,0726

0,0201

0,0836

0,1689

0,0999

-0,6755

0,6690

-1,1140

-1,2665

-3,7870

-4,5200

-2,6540

-1,5680

-36,6890

-0,8200

-3,7880

-1,9790

-1,1500

-0,8925

-3,4135

1,5972

0,6289

2,1644

2,4058

13,8039

22,9433

6,2941

2,9649

1,7654

13,8134

3,9422

2,2191

1,8564

10,6553
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28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

30,657
30,621
28,407
28,391
29,188
29,299
33,277
32,907
31,414
30,819
30,377
30,465
28,003
28,323
30,164
29,742
31,736
31,198
29,653
29,425
29,523
29,083
28,856
29,256
30,405
30,048
28,29

28,249
27,923
28,03

30,639

28,399

29,244

33,092

31,117

30,421

28,163

29,953

31,467

29,539

29,303

29,056

30,227

28,270

27,977

0,025

0,011

0,078

0,262

0,421

0,062

0,226

0,298

0,380

0,161

0,311

0,283

0,252

0,029

0,076

31,466
31,44
31,051
31,274
33,028
32,447
34,249
35,045
32,734
32,491
32,542
32,29
30,461
30,658
33,137
33,281
32,872
33,572
33,233
33,778
30,099
30,542
33,76
34,032
31,69
31,815
33,276
33,012
29,53
29,554

31,453

31,163

32,738

34,647

32,613

32,416

30,560

33,209

33,222

33,506

30,321

33,896

31,753

33,144

29,542

0,018

0,158

0,411

0,563

0,172

0,178

0,139

0,102

0,495

0,385

0,313

0,192

0,088

0,187

0,017

0,814

-2,764

3,494

-1,555

-1,496

-1,995

-2,397

-3,256

-1,755

-3,967

-1,018

4,840

-1,526

-4,875

-1,566

0,0005

0,0125

0,0875

0,1926

0,1033

0,0178

0,0353

0,0497

0,1949

0,0873

0,0975

0,0585

0,0358

0,0178

0,0030

-0,8140

-2,7635

-3,4940

-1,5550

-1,4960

-1,9950

-2,3965

-3,2560

-1,7550

-3,9665

-1,0175

-4,8400

-1,5260

-4,8745

-1,5655

1,7581

6,7904

11,2668

2,9383

2,8206

3,9862

5,2652

9,5533

3,3753

15,6328

2,0244

28,6408

2,8799

29,3340

2,9598
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43 29,384 29,230 0,218 32,819 32,992 0,244 -3,762 0,0536 -3,7620 13,5667
29,075 33,164

44 30,357 30,242 0,163 30,709 30,704 0,008 -0,462 0,0134 -0,4620 1,3775
30,126 30,698

45 29,207 29,278 0,100 34,33 34,166 0,232 -4,888 0,0319 -4,8880 29,6097
29,349 34,002

46 32,08 31,989 0,129 34,37 34,019 0,496 -2,031 0,1316 -2,0305 4,0855
31,897 33,668

47 29,198 29,214 0,022 33,498 32,955 0,769 -3,741 0,2956 -3,7410 13,3707
29,229 32,411

48 32,739 33,125 0,545 34,419 34,059 0,509 -0,935 0,2782 -0,9345 1,9112
33,51 33,699

Amostra de
29,437 0,166 31,278 0,277 -1,840 0,083 0,112 1,663

referéncia
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Tabela 5: Niveis de Ct (threshold cycle) comparativos entre os genes BMPR2 e B-actina obtidos por PCR em tempo real, para analise da
expressao génica em células da granulosa de mulheres com SOP submetidas a HOC para tratamento de FIV

Ct comparativo

Amostra BMPR2 Média Desvio Padriao p-actina Meédia Desvio Padrao ACt Desvio Padrao  AACt ANt

1 28,293 28,719 0,602 24,274 24,186 0,125 4,533 0,189 4,533 0,0432
29,144 24,097

2 30,141 29,942 0,281 26,419 25,993 0,602 3,949 0,221 3,949 0,0647
29,743 25,567

3 29,273 29,391 0,166 24,014 23,992 0,031 5,399 0,014 5,399 0,0237
29,508 23,970

4 29,250 29,500 0,354 24380 24,418 0,054 5,082 0,064 5,082 0,0295
29,750 24,456

5 26,156 26,131 0,035 18,614 18,596 0,026 7,536 0,001 7,536 0,0054
26,106 18,577

6 29,563 29,551 0,018 24,572 24411 0,228 5,140 0,026 5,140 0,0284
29,538 24,249

7 25,378 25,519 0,199 18,875 18,717 0,224 6,803 0,045 6,803 0,0090
25,660 18,558

8 26,432 25,983 0,635 19,466 19,298 0,238 6,685 0,230 6,685 0,0097
25,534 19,130

9 24,537 24,614 0,108 18,226 18,023 0,287 6,591 0,047 6,591 0,0104
24,690 17,820

10 28,026 27,832 0,274 21,341 21,420 0,111 6,413 0,044 6,413 0,0117
27,638 21,498

11 27,025 26,721 0,431 19,410 19,647 0,335 7,074 0,149 7,074 0,0074
26,416 19,884

12 29,805 29,761 0,063 24362 24,598 0,334 5,163 0,058 5,163 0,0279

29,716 24,834
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13 25236 24978 0,366 17208 17,313 0,148 7,665 0,078 7,665 0,0049
24,719 17.418

14 24258 24,193 0,093 17,780 18,290 0,721 5,903 0,264 5,903 0,0167
24,127 18,799

15 25,039 24,988 0,072 18,830 18,889 0,083 6,100 0,006 6,100 0,0146
24,937 18,947

16 32349 32,443 0,132 24582 24,831 0,352 7,612 0,071 7,612 0,0051
32,536 25,080

17 35242 35253 0,016 27481 27,492 0,016 7,761 0,000 7,761 0,0046
35,264 27,503

18 37,193 37,118 0,107 29,546 29,120 0,603 7,998 0,188 7,998 0,0039
37,042 28,693

Amostra de 26,622 0,267 22,664 0,234 5,657 0,102 0,485 0,911

referéncia
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Tabela 6: Niveis de Ct (threshold cycle) comparativos entre os genes BMPR2 e B-actina obtidos por PCR em tempo real, para analise da
expressao génica em células da granulosa de mulheres controles submetidas a HOC para tratamento de FIV

Ct comparativo
Amostra BMPR2 Meédia Desvio Padrao p-actina Média Desvio Padrao ACt Desvio Padrao  AACt P

1 Undet. 0 0 33,179 33,201 0,030 -33,201 0,0005 -33,2005 0
Undet. 33,222

2 Undet. 0 0 31,446 31,372 0,105 -31,372 0,0055 -31,3720 0
Undet. 31,298

3 34,575 34,734 0,224 29,189 29,320 0,185 5,414 0,0422 5,4140  0,0235
34,892 29,45

4 35,574 35,372 0,286 30,783 30,565 0,308 4,807 0,0885 4,8065  0,0357
35,169 30,347

5 33,182 33,339 0,222 26,966 27,236 0,381 6,104 0,0973 6,1035  0,0145
33,496 27,505

6 27,962 27,920 0,059 23,414 23,866 0,639 4,055 0,2056 4,0545  0,0602
27,878 24,317

7 36,058 35,868 0,269 29,867 29,528 0,479 6,340 0,1510 6,3400  0,0123
35,678 29,189

8 32,001 31,533 0,662 27,276 27,556 0,395 3,978 0,2971 3,9775  0,0635
31,065 27,835

9 26,387 26,531 0,204 21,123 21,399 0,390 5,132 0,0969 5,1320  0,0285
26,675 21,675

10 30,375 29,895 0,679 24,261 23,720 0,765 6,175 0,5231 6,1750  0,0138
29,415 23,179

11 31,713 31,364 0,494 27,316 27,447 0,185 3,917 0,1390 3,9170  0,0662
31,015 27,578

12 32,836 32,614 0,314 27,35 27,191 0,225 5,423 0,0746 5,4230  0,0233

32,392 27,032
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13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

23,918
23,655
26,79
26,626
26,287
26,348
26,368
26,027
27,8
27,421
24,589
25,041
28,144
27,504
25,918
26,046
28,193
27,882
26,184
26,195
28,255
27,935
30,116
30,21
26,07
25,34
26,2
26,556
27,236
26,83

23,787

26,708

26,318

26,198

27,611

24,815

27,824

25,982

28,038

26,190

28,095

30,163

25,705

26,378

27,033

0,186

0,116

0,043

0,241

0,268

0,320

0,453

0,091

0,220

0,008

0,226

0,066

0,516

0,252

0,287

18,167
18,059
22,278
22,649
22,001
21,38
20,651
21,008
23,057
23,01
18,435
18,732
21,655
21,875
20,132
20,051
23,48
22,659
22,048
22,006
23,105
23,164
26,093
25,836
20,263
20,461
21,041
21,107
21,804
21,437

18,113

22,464

21,691

20,830

23,034

18,584

21,765

20,092

23,070

22,027

23,135

25,965

20,362

21,074

21,621

0,076

0,262

0,439

0,252

0,033

0,210

0,156

0,057

0,581

0,030

0,042

0,182

0,140

0,047

0,260

5,674

4,245

4,627

5,368

4,577

6,232

6,059

5,891

4,968

4,163

4,961

4,199

5,343

5,304

5,413

0,0202

0,0411

0,0973

0,0609

0,0365

0,0731

0,1145

0,0057

0,1927

0,0005

0,0265

0,0187

0,1430

0,0328

0,0749

5,6735

42445

4,6270

5,3680

4,5770

6,2315

6,0590

5,8905

4,9680

4,1625

4,9605

4,1985

5,3430

5,3040

5,4125

0,0196

0,0528

0,0405

0,0242

0,0419

0,0133

0,0150

0,0169

0,0320

0,0558

0,0321

0,0545

0,0246

0,0253

0,0235
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28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

27,603
27,172
26,507
26,247
27,385
28,154
27,812
26,973
29,755
29,113
27,136
26,27
27,582
27,046
27,865
26,8
26,047
25,806
26,357
26,167
34,579
33,662
Undet.
Undet.
24,438
24,504
31,862
31,502
26,847
26,209

27,388

26,377

27,770

27,393

29,434

26,703

27,314

27,333

25,927

26,262

34,121

24,471

31,682

26,528

0,305

0,184

0,544

0,593

0,454

0,612

0,379

0,753

0,170

0,134

0,648

0,047

0,255

0,451

22,667
23,388
20,611
20,55
21,038
20,757
21,065
20,949
22,056
22,498
19,965
19,955
19,798
19,958
18,095
19,187
19,453
19,406
19,212
19,416
25,491
25,336
30,595
30,524
19,004
19,059
26,113
26,342
18,957
19,674

23,028

20,581

20,898

21,007

22,277

19,960

19,878

18,641

19,430

19,314

25,414

30,560

19,032

26,228

19,316

0,510

0,043

0,199

0,082

0,313

0,007

0,113

0,772

0,033

0,144

0,110

0,050

0,039

0,162

0,507

4,360

5,797

6,872

6,386

7,157

6,743

7,436

8,692

6,497

6,948

8,707

-30,560

5,440

5,455

7,213

0,1764

0,0178

0,1676

0,1793

0,1519

0,1875

0,0782

0,5817

0,0151

0,0194

0,2162

0,0013

0,0018

0,0455

0,2303

4,3600

5,7965

6,8720

6,3855

7,1570

6,7430

7,4360

8,6915

6,4970

6,9480

8,7070

-30,5595

5,4395

5,4545

72125

0,0487

0,0180

0,0085

0,0120

0,0070

0,0093

0,0058

0,0024

0,0111

0,0081

0,0024

0,0230

0,0228

0,0067
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43 26296 26,303 0,010 19,643 19,522 0,171 6,781 0,0147 6,7810  0,0091
26,31 19,401

44 23271 23,071 0,283 16,79 16,834 0,062 6,238 0,0419 62375  0,0133
22.871 16,877

45 27,163 27,058 0,149 19,822 19,877 0,078 7,181 0,0142 7,1805  0,0069
26,952 19,932

46 30,049 30,094 0,064 22,002 22,119 0,165 7,976 0,0156 7.9755  0,0040
30,139 22,235

47 276 27363 0,335 20,423 20,559 0,192 6,805 0,0745 6,8045  0,0089
27.126 20,694

48 25899 26,031 0,186 19.45 19,735 0,403 6,296 0,0985 62955  0,0127
26,162 20,02

49 25518 25366 0215 18,153 18,220 0,094 7,147 0,0275 71465  0,0071
25214 18,286

50 25388 25,558 0,240 19,908 20,215 0,434 5,343 0,1231 53430 0,0246
25,728 20,522

51 26,083 26,048 0,050 1929 19,250 0,057 6,798 0,0029 6,7975  0,0090
26,012 1921

52 31,167 31,292 0,177 25326 25,203 0,175 6,090 0,0309 6,0895  0,0147
31,417 25,079

53 26372 26,785 0,583 20,178 19,962 0,306 6,823 0,2170 6,8230  0,0088
27,197 19,745

54 22,587 22,493 0,134 17214 17,189 0,036 5,304 0,0096 53040  0,0253
22,398 17,163

55 28,429 28,360 0,098 21,579 21,753 0,246 6,607 0,0350 6,6070  0,0103
28.291 21,927

56 36,423 36281 0,201 26,419 26,949 0,749 9,333 0,3005 93325  0,0016
36,139 27.478

Amostra de 26,622 0,267 22,664 0,234 5,657 0,102 0,485 0911

referéncia
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ANEXO IV
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Tabela 1: Dosagem dos esterdides sexuais no fluido folicular de mulheres com SOP submetiddas a FIV

Pacientes Estradiol (pg/mL) Progesterona (ng/mL) Testosterona (ng/dL)  Androstenediona (ng/dL)
FF peq FF grande FF peq FF grande FF peq FF grande FF peq FF grande
1 359210 542525 5730 11170 418 300 970 320
2 854120 710955 9240 11770 724 692 372 860
3 477495 414695 5500 18940 390 292 277 512
4 520495 683195 10150 12790 292 246 340 247
5 490550 655060 11780 10490 410 342 312 299
5 249265 216475 3600 5230 454 278 297 600
6 453430 435260 11270 12500 340 332 470 292
7 456025 443350 7270 7590 390 344 405 350
8 239530 673245 7520 1050 392 270 307 412
9 468945 435075 9730 8610 252 232 1015 460
10 269725 303345 7780 5910 396 364 325 1440
11 223255 301145 198 8620 422 390 384 280
12 813440 776680 2750 3290 602 482 990 707
13 113320 452275 13830 15920 348 148 330 394
Média 427771,79 50309143  7596,29 9562,86 416,43 336,57 485,29 512,36
Mediana 453430,00 452275,00 7596,29 9562,86 396,00 332,00 372,00 412,00

DP 197817,94 161769,48  3519,94 4511,64 111,47 120,30 261,23 299,45
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Tabela 2: Dosagem dos esterdides sexuais no fluido folicular de mulheres controles submetiddas ao tratamento de FIV.

Pacientes Estradiol (pg/mL) Progesterona (ng/mL) Testosterona (ng/dL)  Androstenediona (ng/dL)
FF peq FF grande FF peq FF grande FF peq FF grande FF peq FF grande
1 499690 333205 11550 10940 198 124 500 457
2 429050 321865 4560 11360 408 266 345 255
3 360355 277845 9510 10320 260 161 375 537
4 71490 73315 11250 11350 206 89 505 425
5 296935 191705 10610 11860 432 225 442 322
6 463250 435305 12860 9820 456 321 535 382
7 325730 631980 5630 4000 316 273 795 750
8 558350 681630 2950 9370 345 248 442 385
9 328725 496260 9940 10640 430 260 660 887
10 194040 343855 12970 12350 280 178 370 347
11 730710 930760 12140 15660 368 199 925 585
11 301925 439265 10260 11940 274 185 342 470
12 228950 291445 8680 9800 182 115 632 270
12 265560 283325 8280 9060 280 163 430 700
13 272570 240680 5300 10900 158 91 205 167
14 276315 238690 10390 9110 314 150 400 445
15 125605 548625 3720 6390 526 476 655 530
16 329240 335440 11880 11580 288 184 492 320
17 194530 218540 8710 12690 180 147 352 392
18 830895 973470 8400 9190 270 205 1402 412
19 161075 249760 7230 12290 220 156 462 312
20 337935 323405 5820 5750 280 225 342 327
21 317755 318610 4230 12340 300 226 727 255
22 830895 968130 7860 11600 682 553 267 612
23 538495 455975 10710 9350 230 138 332 225
23 270850 268580 12190 8520 418 222 337 335
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24 341200 496850 13200 14390 374 291 310 307

25 514130 387815 12210 12630 232 124 652 952

26 378880 285455 4160 11490 360 284 280 330

27 245055 125795 10330 16150 228 123 580 335

28 982550 678130 3980 3320 340 166 1430 1087

29 705495 576505 10530 9760 614 161 1170 502

30 527670 245780 6620 11850 486 243 635 300

31 147865 155795 9850 11650 148 82 285 552
Média 393640,15 406582,06 8779,71 10571,18 325,97 207,47 547,44 454,97
Mediana  329240,00 333205,00 9510,00 10940,00 300,00 185,00 462,00 392,00

DP 211418,36  223111,99  2996,54 2684,75 122,64 97,05 291,38 206,44
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ANEXO YV
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Tabela 1: Resultado da andlise de pds teste de comparagao
dosagem de estradiol no FF de mulheres com SOP e controles.

multipla Newman-Keuls da

Grupos Média q p (< 0,05)
Glvs G4 -97760 1.952 ns
G1vs G2 -29300 --- ns
Glvs G3 -12940 --- ns
G3vs G4 -84820 - ns
G3vs G2 -16360 --- ns
G2vs G4 -68460 ns

Tabela 2: Resultado da andlise de pds teste de comparagdao multipla Newman-Keuls da
dosagem de progesterona no FF de mulheres com SOP e controles.

Grupos Média q p (<0,05)
G2 vs G3 -3297 4,211 *
G2vs G4 -2217 2.355 ns
G2vs G1 -1505 --- ns
Glvs G3 -1791 3.077 ns
Glvs G4 -7118 --- ns
G4 vs G3 -1080 ns

Tabela 3: Resultado da andlise de pds teste de comparagdao multipla Newman-Keuls da
dosagem de testosterona no FF de mulheres com SOP e controles.

Grupos Média q p (<0,05)
Glvs G2 -215,9 8,169 *
G3 vs G4 -145,3 5,497 *
G3vs Gl -120,8 6,211 *
G1lvs G2 -95,09 3,598 ns
Glvs G4 -24,48 0,926 ns
G4 vs G2 -70,62 2,212 ns

Tabela 4: Resultado da andlise de pds teste de comparagao multipla Newman-Keuls da
dosagem de androstenediona no FF de mulheres com SOP e controles.

Grupos Média q p (<0,05)
G3vs G1 -92,47 1,974 ns
G3vs G4 -73,80 - ns
G3vs G2 -43,64 ns
G2vs G1 -48,83 ns
G2 vs G4 -30,15 ns
G4 vs G1 -18,67 ns

Legenda: ns= nao significativo, *p<0,05
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ANEXO VI
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Tabela 1: Resultado da ado tratamento de fertilizagao in vitro das pacientes com SOP e grupo

controle.

SOP (média/DP) Controle (média/DP) p (<0,05)
VOD basal 9,76 £ 6,06 6,29 * 3,23 0,012*
n2 foliculos ovario direito basal 8,74 + 5,00 4,98 +2,75 0,0016*
VOE basal 9,82 +5,12 6,83 * 4,41 0,0075*
n2 foliculos ovario esquerdo basal 9,21 +5,62 4,68 £ 4,10 0,0005*
Dose total FSH 1.384,21 + 499,82 1.884,21 + 480,73 <0,0001%*
n2 de dias de tratamento 8,79+1,51 8,82+1,21 0,914 (ns)
n2 de foliculos 10-14 mm 8,95 + 3,47 5,03 + 3,13 0,0002*
n2 de foliculos > 14 mm 10,16 £ 5,27 7,50+ 3,79 0,02*
n2 de foliculos > 18 mm 3,89 +2,75 2,95 +2,10 0,10 (ns)
o6citos captados 8,89 5,13 7,84 + 4,45 0,30 (ns)
odcitos maduros 5,71 + 3,68 7,53 + 3,87 0,053 (ns)
odcitos imaturos 2,11+2,38 1,06 £1,43 0,0834 (ns)
odcitos injetados 5,74 + 2,07 4,42 +2,32 0,0483*
odcitos fertilizados 4,47 +£1,76 3,50+1,84 0,0431*
embrides clivados 3,73+1,52 3,07 +1,64 0,145 (ns)
embrides formados 3,57+1,60 2,94 +1,49 0,2608 (ns)

VOD= volume do ovdrio direito; VOE= volume do ovdério esquerdo; ns= ndo significativo; * significativo.
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ANEXO VII
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Abstract

Objective: To determine the expression of bone morphogenetic protein 15 (BMP15) and of
growth differentiation factor 9 (GDF9) in patients with polycystic ovary syndrome (POS)
subjected to controlled ovarian hyperstimulation (COH) for in vitro fertilization (IVF)
treatment and to analyze the correlation between the expression of these genes and the sex
steroid levels present in the follicular fluid (FF) of patients with PCOS and control patients.
Design: case-control study.

Patients: 18 oocytes were obtained from 18 patients with PCOS and 48 oocytes were obtained
from control patients. Eighteen granulosa cells (GC) were obtained from 18 patients with
PCOS and 56 from control patients. The patients were subjected to COH for IVF treatment.
FF was obtained from a small follicle (10-14 mm) and from a large follicle (<18 mm) of each
patient for steroid measurement.

Methods: Real-time PCR was used to quantitate the expression of BMP15 and GDF9 in the
oocytes and of the BMPR2 receptor in the GC. Estradiol and progesterone were determined
by chemoluminescence and testosterone and androstenedione were determined by
radioimmunoassay.

Results: BMP15 expression in the oocytes was significantly higher among women with PCOS
than among controls (median = 5.95 and 0.59, respectively) with p=0.0005, as was also the
case for the expression of GDF9 (median = 2.70 and 0.63, respectively), with p=0.0006. The
expression of BMPR2 did not differ between patients with PCOS (median 0.74) and controls
(median 0.70) p=0.7588. BMP15 was positively correlated with pregnancy rate (B-hCG
determination) (r=0.36, p=0.0060). When correlating the expression of this gene with each
group separately, we observed that in the PCOS group, the higher the expression of BMP15,

the higher the pregnancy rate (r=0.60. p=0.0062) whereas no such correlation was observed in
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the control group (r =-0.04293, p=0.7980). The expression of GDF9 was also correlated with
pregnancy rate, with a higher pregnancy rate in both groups the higher the expression of this
gene (r=0.26504, p=0.0463). When this correlation was analyzed separately for each group,
no significant difference was observed in the PCOS group (r=0.32527, p=0.1742) or in the
control group (r=0.11887, p=0.4772). When we analyzed the two groups as a whole, the
pregnancy rate was found to be positively correlated with the number of embryos formed
(r=2.762, p=0.050) and separate analysis of each group showed no difference between them.
Analysis of all follicles showed that progesterone levels in the FF were lower in small
follicles (8.4354+3.305 ng/mL) than in large follicles (10.280+3.475 ng/mL), p<0.01.
Progesterone levels were lower in the follicles of the PCOS group (8.095+4151 ng/mL)
compared to control (9.8244+3128 ng/mL), p=0.03. FF testosterone levels differed between
group 1 (small control FF) (325,97+122.64 ng/dL) and group 3 (large control FF)
(207,47£97,05 ng/dL), p<0.001, and between group 3 (207,47+97,05 ng/dL) and group 4
(large PCOS FF) (336,57+120,30 ng/dL) p<0.001. Comparison of all follicles showed that the
small ones (508.9+266 ng/dL) contained higher levels of testosterone than the large ones
(245.10£123 ng/dL), p<0.0001.

Conclusions: The expression of BMP15 and GDF9 was higher in patients with PCOS
subjected to COH for IVF treatment than in control patients, suggesting that the use of
recombinant FSH may have corrected the expression of these genes, resulting in better
pregnancy rates. Progesterone was reduced in the FF of PCOS patients and testosterone was
increased in mature follicles compared to control, demonstrating the role of
hyperandrogenism in ovarian folliculogenesis.

Key-words: BMP15, GDF9, PCOS, folliculogenesis, IVF

Introducio
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Uma das questdes mais importantes a serem consideradas na sobrevivéncia das
espécies estd baseada no determinante do numero de ovulagdes ¢ o nimero de foliculos a
serem descartados. Nos mamiferos, o numero de odcitos ovulados esta relacionado ao nimero
de foliculos pré-ovulatérios que sdo estimulados em cada ciclo reprodutivo (1).

A regulacdo da fungdo reprodutiva feminina ¢é realizada pelo eixo hipotalamo-hipofise-
ovariano por meio do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH), do hormoénio foliculo
estimulante (FSH), hormoénio luteinizante (LH), estradiol e progesterona. Além desses
hormdnios, existem substancias secretadas no ovario pelo odcito e células foliculares
somaticas (fatores autdcrinos/paracrinos) que participam deste complexo sistema (2).

O crescimento folicular ¢ um processo continuo até¢ a ovulagdo ou atresia. Da coorte
de foliculos que inicia o crescimento, apenas um sera selecionado para ser o dominante e
atingir a ovulacdo. A partir de um determinado momento a presenga de FSH torna-se
essencial para que a coorte de foliculos recrutada continue em crescimento € ocorra a
dominancia folicular. Na auséncia de FSH toda a coorte entra em apoptose (2).

A foliculogénese ¢ uma sequéncia ordenada de maturagdo e diferenciacdo que inclui
células somaticas e germinativas alcangando, posteriormente, a produ¢do de um odcito
competente para ser fertilizado (3). Uma comunicacdo bidirecional ocorre entre as células da
teca, células da granulosa e o o6cito durante o desenvolvimento folicular (4). Estudos in vitro,
realizados em roedores, envolvendo cocultura de células da granulosa, demonstraram que
fatores secretados pelo odcito sdo capazes de influenciar na proliferacdo e diferenciacdo das
células da granulosa (5). Pesquisadores demonstraram que dois fatores secretados pelos
odcitos, BMP15 e GDF9, desenvolvem um papel crucial na determinagdo da foliculogénese

(6). Estes fatores fazem parte da superfamilia TGFp — fator de crescimento e diferenciagao-f§

3).
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As BMPs sdao citocinas = multifuncionais  capazes de regular a
proliferacdo/diferenciacdo celular, a deposi¢do de matriz extracelular e apoptose (7). O GDF9
e a BMP15 sdo expressos seletivamente pelo odcito em diferentes espécies, ja nos estagios
iniciais da foliculogénese (3).

A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) ¢ uma complexa alteragdo endocrinologica
caracterizada principamente pelo hiperandrogenismo, anovulagdo cronica e ovarios
policisticos (8). A SOP representa a principal endocrinopatia ginecolégica na idade
reprodutiva, com incidéncia de 6 a 10% das mulheres no menacme (9). E considerada a causa
mais comum de infertilidade por anovulacdo, podendo, em alguns paises, como nos Estados
Unidos, representar a principal causa de infertilidade feminina (10).

Devido a foliculogénese alterada e formacao de cisto nesta sindrome, a expressao de
GDF9 ¢ BMP15 foi avaliada em mulheres com SOP e mulheres com ovarios policisticos
durante o desenvolvimento folicular. Os niveis de RNAm de GDF9, mas ndo de BMP15 em
cortes de ovarios, mostraram-se reduzidos neste grupo de mulheres durante a fase de
diferenciacdo e crescimento (11).

Nas técnicas de reproducdo assistida, a qualidade dos odcitos obtidos com a
hiperestimulagdo ovariana controlada varia consideravelmente. Analises da maturagdo
oocitaria descreveram alguns genes envolvidos neste processo ¢ o ponto especifico da
regulacdo necessaria para a ovulagdo e fertilizagdo. Alguns estudos demonstraram que
mudancgas na expressao de genes como o GDF9 e o BMP15 nos od6citos, ou pentraxina 3 nas
células do cumulus, podem ser monitoradas para uma selegdo apropriada do oocito a ser
fertilizado (12).

O conhecimento de processos moleculares envolvidos no desenvolvimento e

competéncia do odcito, obtido com a hiperestimulagdo ovariana controlada (HOC), pode
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demonstrar novas opg¢des de protocolos de indugdo da ovulagdo, contribuindo para um

aperfeicoamento da qualidade, cultura e manipulag¢ao do odcito.

Materiais e métodos

Foram incluidas nesta pesquisa 18 pacientes com SOP e 35 pacientes controles, cuja
causa da infertilidade foi fator masculino leve ou moderado. O diagnéstico de SOP foi feito
de acordo com os critérios de Rotterdam ESHRE-ASRM-sponsored PCOS consensus
workshop (Rotterdam, 2004). As pacientes incluidas neste estudo foram recrutadas no Setor
de Reproducdo Humana do Departamento de Ginecologia e Obstericia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo
(HCFMRP-USP). Todas as pacientes concordaram e assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica da institui¢do recebeu
financiamento do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico — CNPq.

A inducdo da ovulagdo foi realizado com FSH recombinante, na dose de 100 a 200
mg/dia, para o bloqueio hipofisario utilizou-se GnRHa, no esquema longo, ¢ foi administrado
hCG recombinante para a maturagao folicular.

Os odcitos foram obitdos da aspiragdo folicular e foram separados individualmente em
criotubos contendo 1 pl de meio HTF-M, congelados em nitrogénio liquido e mantidos em
freezer -80°C até o momento da extracdo. As CGs foram otidas por microdisse¢do. Foram
realizados varios cortes longitudinais para a separagdo das células. Apds, foram separadas
individualemente em criotubos contendo 1 pl de meio HTF-M, , congeladas em nitrogénio
liquido e mantidos em freezer -80°C até o momento da extracdo. A extragdo de RNA foi
realizada utilizando-se o RNeasy Micro Kit (Qiagen), seguindo as recomendagdes do

fabricante.
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A sintese do cDNA foi realizada com a utilizagdo do Kit para Transcrigdo Reversa da
Applied Biosystems® (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems®).
Os procedimentos referentes a sintese do cDNA foram realizados de acordo com as
recomendagoes do fabricante.

As reagdes foram feitas utilizando-se o kit comercial com o sistema TagMan® Gene
Expression Assays (TagMan® MGB probes, FAM™ dye-labeled) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As sondas para os genes foram: BMP15 — Hs00193763 ml,
GDF9 — Hs00193364 m1, BMPR2 — Hs00176148 ml. Como gene endogeno utilizou-se o
gene beta-actina (ACTB) — Hs99999903 ml. Controles negativos foram preparados
omitindo-se ¢cDNA durante a reacdo de PCR-RT. As amostras foram entdo incubadas no
termociclador ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems). A
quantificagdo das amostras foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular do
Departamento de Pediatria do HCFMRP-USP, utilizando-se a metodologia de PCR-RT.

A andlise dos resultados do PCR-RT quantitativo foi realizada usando-se o método 2
AACH (Livak, 2001), sendo que os resultados foram expressos relativos a um grupo referéncia
ou calibrador. Neste experimento o grupo referéncia foi o grupo constituido pelos odcitos e
células da granulosa captados de pacientes sadias sem sindrome dos ovarios policisticos. O Cr
do gene alvo (GDF9, BMP15 ¢ BMPR2) e do gene controle endégeno foram determinados
para cada amostra, respectivamente.

Para verificar a normalidade ou ndo da distruibui¢do dos valores amostrais, foi
utilizado o teste ndo-paramétrico de Kolmogorov-Smirnov, onde todas as amostras foram
consideradas normais. A comparagdo entre idade, peso, IMC, FSH, TSH, prolactina dosagens
foliculares de estradiol, progesterona, testosterona e androstenediona entre os grupos SOP e
mulheres controle foi realizado com teste t ndo pareado, bem como a comparacio entre as

concentragdes dos fluidos foliculares de estradiol, progesterona, testosterona e androstendiona
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entre os foliculos entre 10 e 14 mm e foliculos maiores que 18 mm. Para a comparagdo entre
as dosagens foliculares entre os quatro grupos, ou seja, G1 (FF pequeno do grupo controle),
G2 (FF pequeno do grupo SOP), G3 (FF grande do grupo controle) e G4 (FF grande do grupo
SOP) foi utilizado o ANOVA, com pds teste de comparagdo multipla Newman-Keuls Multiple.
O nivel de significancia adotado neste estudo foi de 5%, com o resultado das varidveis
expresso em média e desvio-padrio. Utilizou-se o software GraphPad Prism version 3.00 for
Windows. Para avaliar a taxa de gravidez entre os grupos SOP e controle utilizou-se o teste
exato de Fisher. Para avaliar a expressdao génica dos genes estudados e se a expressdo desses
genes esta relacionada a taxa de gravidez utilizou-se o teste de Mann Whitney. Para a analise
de correlagdo utilizou-se o método de correlagdo de Pearson, pelo programa Corr SAS
(Statistical Analisys System, 2003). Para verificar se as variaveis durante o ciclo de

fertilizagdo in vitro influenciaram na expressao dos genes foi utilizado o teste exato de Fisher.

Resultados

A distribuigdo da casuistica foi homogénea entre os grupos controle e grupo com SOP.
(Tabela 1).

Foram analisados 18 o6citos maduros de 18 mulheres com SOP e 48 oodcitos maduros
de 35 mulheres controles. A expressao do gene BMP15 nos o6citos foi significativamente
maior nas mulheres com SOP quando comparada ao grupo controle (Mediana = 5,95 ¢ 0,59,
respectivamente) com P=0,0005, assim como a expressdo do GDF9, que também mostrou-se
elevada nas mulheres com SOP quando comparadas ao grupo controle (Mediana = 2,70 e
0,63, respectivamente), com P=0,0006. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o
método Mann Whitney test (Figura 1 e 2).

Foram analisadas 18 células da granulosa de 18 mulheres com SOP e 56 células da

granulosa de 35 mulheres controles. A expressao do BMPR2 nao teve diferenca significativa
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entre os dois grupos analisados (Media 0,74 — SOP ¢ 0, 70 — controle) p=0,7588. A analise
estatistica foi feita utilizando-se o método de Mann Whitney test (Figura 3).

O BMP15 mostrou ter correlagdo positiva com as taxas de gravidez (dosagem de -
hCG) (r=0.36, p=0,0060). Ao correlacionar a expressio do gene com o0s grupos
separadamente, observamos que no grupo SOP, quanto maior a expressdao do BMP15 maior a
taxa de gestacdo (r=0.60, p=0,0062) enquanto que no grupo controle ndo observamos esta
correlagdo (r =-0.04293, p=0,7980).

A correlagdo entre a expressao do GDF9 ¢ a testosterona no FF grande foi positiva
quando analisamos ambos os grupos (r=0.26504, p=0,0398), porém ao analisarmos os grupos
separadamente, ndo observamos correlacdo com o grupo SOP (r=0.32527, p=0,7454) nem
com o grupo controle (r=0.11887, p=0,1969). A correlagdo da expressdo do GDF9 com os
demais esterdides ndo teve resultados significativos. A expressdo do GDF9 também esta
relacionada com a taxa de gravidez. Quanto maior a expressdo, maior a taxa de gestacdo em
ambos os grupos(r=0.26504, p=0.0463). Ao analisarmos esta correlagdo com os grupos
separadamente, ndo houve diferenga significativa no grupo SOP (r=0.32527, p=0,1742) e
também nao houve diferenga no grupo controle (r=0.11887, p=0,4772).

Comparando a expressdo do BMPR2 com os niveis de esterdides no FF grande,
observamos que sua expressdo teve uma correlagdo positiva com a testosterona (r=0.29293,
p=0,0433). Na andlise por grupo, esta correlacdo foi positiva apenas no grupo SOP
(r=0.62756, p=0,0163). Com relacdo a androstenediona, a expressdo do receptor BMPR2 foi
positiva no grupo SOP (r=0.55966, p=0,0374).

Além dessas analises, também correlacionamos as taxas de gravidez com a quantidade
de oocitos imaturos e maduros aspirados, nimero de embrides clivados e embrides formados.

Observamos que a taxa de gravidez teve uma correlagdo positiva com o nimero de embrides
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formados (r=2,762, p=0,050) quando analisamos ambos os grupos. Separadamente, nao houve
diferencas entre eles.

Com relagdo as dosagens de estradiol no FF ndo houve diferenga significativa entre os
grupos estudo e controle. Os niveis de estradiol também ndo foram diferentes entre os
foliculos pequenos e grandes dos respectivos grupos (Figura 4).

Ao compararmos todos os foliculos entre 10 e 14 mm com todos os foliculos maiores
que 18 mm, foi possivel constatar que os foliculos pequenos (8.435+3.305 ng/mL) apresentam
valores menores de progesterona do que os foliculos grandes (10.28043.475 ng/mL), com p<
0,01. (Figura 5) A analise de todos os foliculos do grupo controle comparados com todos do
grupo SOP revelou que as dosagens foliculares de progesterona sdo maiores no grupo controle
(9.824+3128 ng/mL) do que no grupo com SOP (8.095+4151 ng/mL), com p= 0,03. (Figura
0).

Nas dosagens de testosterona no FF, entre os quatro grupos analisados, foi observado
diferenga significativa entre o G1 (325,97£122.64 ng/dL) e o G3 (207,47+97,05 ng/dL)
p<0,001, e entre o G3 (207,47£97,05 ng/dL) e o G4 (336,57+120,30 ng/dL) p<0,001. Ao
compararmos todos os foliculos entre 10 e 14 mm com todos os foliculos maiores que 18 mm,
foi possivel constatar que os foliculos pequenos (508,9+266 ng/dL) apresentaram valores
maiores de testosterona do que os foliculos grandes (245,10+=123 ng/dL), com p< 0,0001. Ao
analisarmos todos os foliculos do grupo controle comparados com todos do grupo nao foram
observadas diferencas siginificativas entre grupo controle (373,5+277,5 ng/dL) e SOP
(386,4+125,2 ng/dL), p= 0,82 (Figura 7).

As dosagens de androstenediona no FF ndo apresentaram diferencga significativa entre
os grupos SOP e controle. Os niveis de androstenediona também nao foram diferentes entre

os foliculos pequenos e grandes dos respectivos grupos: G1 (541,20+£297,60 ng/dL), G2
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(497,20+286,60 ng/dL), G3 (453,20+209,40 ng/dL), e G4 (521,50+331,70 ng/dL) p=0,59

(Figura 8).

Discussao

O progresso de um foliculo através dos sucessivos estagios da foliculogénese depende
da comunicac¢do bidirecional entre os o6citos e as células somaticas presentes no ovario, além
de depender também da sinalizagdo enddcrina de gonadotrofinas e esterdides (13). Na ultima
década, pesquisadores demonstraram a importancia do BMP15 e do GDF9 na foliculogénese,
mostrando que estes fatores estdo diretamente relacionados ao crescimento folicular e a uma
melhor qualidade oocitaria (14, 6, 15).

Foi mostrado que em mulheres com SOP, onde hd uma mudanga na arquitetura
ovariana caracterizada pelo actimulo de foliculos estacionados nas fases iniciais da
foliculogénese, apresentam uma diminuicdo na expressao desses fatores e, consequentemente,
ma qualidade oocitaria e baixas taxas de fertilizagdo (11). Entretanto, recentemente um estudo
demonstrou que mulheres com SOP submetidas a HOC para tratamento de fertilizagdo in vitro
ndo tiveram diminui¢cdo da expressao destes fatores em odcitos imaturos (em fase de vesicula
germinativa e metafase I), comparadas a um grupo controle, sugerindo que o uso do FSH
exdgeno pode corrigir uma disfung¢do na expressao destes fatores (16).

Em nosso estudo, a expressdao do BMP15 e do GDF9 nos o6citos maduros de mulheres
com SOP submetidas a HOC para tratamento de fertilizagdo in vitro foi maior quando
comparada ao grupo controle. Nossos dados reforcam ainda mais a teoria de que o uso do
FSH exo6geno pode estimular ndo s6 o crescimento folicular, mas também a expressdo do
BMP15 e do GDF9.

Nossos resultados mostraram ainda que o BMP15 apresentou-se mais expresso que o

GDF9 em ambos os grupos estudados. Sendo o papel biolégico do BMPI1S5 iniciar o
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crescimento folicular primario e o GDF9 crucial para a progressao da foliculogénese na fase
folicular primdria (14), estes achados sugerem que o BMP15 seja mais sensivel ao estimulo
induzido pelo FSH exdgeno, ao passo que este atua estimulando o crescimento folicular ja nos
estagios iniciais da foliculogénese.

A expressao do BMP15 e do GDF9 ndo mostrou ter nenhuma correlagdo positiva com
os niveis de esterdides sexuais presentes nos FF maduros, sugerindo que os altos niveis de
andrégenos presentes na SOP ndo influenciaram na expressao destes genes. Este achado pode
explicar porque mulheres com hiperandrogenismo tiveram resultados semelhantes a pacientes
normais no que diz respeito a taxa de gestagdo, niumero de odcitos maduros captados e
quantidade de embrides formados. Este achado sugere ainda que a expressdo destes genes ¢
influenciada pela agdo do FSH recombinante utilizado nos tratamentos com HOC e nao sofre
alteracdes com altos niveis de androgenos presentes no FF de mulheres com SOP.

Podemos observar ainda que a expressao do BMP15 ¢ do GDF9 esta diretamente
relacionada a melhores taxas de gestacdo, demonstrando a importancia destes fatores na
qualidade oocitéria, desenvolvimento embriondrio e fertilizagdo. pricipalmente nas pacientes
com SOP. Estes dados demonstram também que o tratamento com FSH recombinante pode
corrigir a disfungdo ovariana presente na SOP e melhorar os resultados nos tratamentos de
FIV, aumentando a expressao dos fatores BMP15 e GDF9.

Assim como nao obtivemos resultado significativo na expressio do BMPR2 nos
grupos estudados, também ndo encontramos uma correlacdo positiva entre a expressao desse
receptor com nenhum dos dados analisados. Este achado reforga a hipotese dos genes estarem
se ligando a outros receptores de BMPs presente nas células da granulosa. Para analisar esta
hipdtese sera necessario avaliar a expressdo dos demais receptores de BMPs em estudos

futuros.
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Relatos de grande quantidade de foliculos pequenos presentes no recrutamento
folicular e baixas taxas de fertilizagdo dos odcitos tem sido descrita em mulheres com SOP
quando submetidas a ciclos de fertilizagdo in vitro (18). Na nossa amostra as pacientes do
grupo SOP apresentaram quantidade de oocitos maduros captados durante a aspiragdo
folicular semelhante as pacientes do grupo controle, ndo havendo diferenga entre elas. As
taxas de fertilizagdo também foram semelhantes entre os dois grupos. Este achado pode ser
justificado pela maior expressdo de GDF9 encontrada nas pacientes com SOP, visto que este
gene ¢ um potente promotor da expansdo das células do cumulus (15) e, consequentemente,
maturagdo e melhor qualidade oocitaria.

Ha relatos onde a expressdo do GDF9 nas CGs de pacientes tratadas com HOC
apresentou-se diminuida quando comparada com pacientes controles, podendo estar
relacionado com uma luteinizacdo precoce dessas células (21). Diferente deste estudo, nos
avaliamos a expressdo do receptor BMPR2 nas CGs e ndo encontramos diferencas entre os
grupos estudados.

A producdo ovariana de esterdides é importante para o desenvolvimento e
funcionamento adequado de varios 6rgaos na mulher, incluindo utero, mama, osso e cérebro.
Além disso, possuem agdes locais que sdo essenciais para a fisiologia ovariana (17).
Entretanto, a produg@o excessiva de esteroides leva a uma disfungdo ovariana.

O FF tem um papel importante na fisiologia do crescimento folicular, na maturacdo
oocitaria e na ovulagdo. A composic¢ao do fluido pode influenciar e/ou determinar a qualidade
oocitaria. Pesquisadores demonstraram que a concentragdo dos homonios esterdides,
hormoénios pituitarios, citocinas e fatores de crescimento no FF estd relacionada com o
desenvolvimento oocitario, taxa de fertilizacdo e desenvolvimento embrionario precoce (19).
Como os niveis de progesterona, estradiol e testosterona no FF sdo significativamente

modificados durante o periodo pré-ovulatério, especialmente depois do pico do LH, a analise
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de suas concentra¢des no FF de ciclos de fertilizac¢do in vitro, foram correlacionadas com a
maturagdo oocitaria ¢ demonstrado que os niveis de estradiol e testosterona podem ser
utilizados como parametros preditivos para a maturagdo oocitidria. No entanto, ndo foi
observado correlagdo dos esterdides do FF com as taxas de fertilizagdo dos odcitos (20).

Nos nossos resultados, os niveis de testosterona de todas as pacientes analisadas foram
mais altos nos foliculos de menor diametro. Este dado reflete a inadequada conversdao de
testosterona em estradiol pelas células da granulosa nos foliculos imaturos, com acimulo nos
niveis de testosterona, diretamente relacionada ao desenvolvimento folicular ineficiente. No
entanto, os niveis de testosterona no FF foram mais elevados nas pacientes com SOP. Esta
diferenga também foi evidenciada no FF de foliculos maduros de pacientes com SOP quando
comparado com o grupo controle. Este achado pode ser justificado pelo hiperandrogenismo
presente nas mulheres com esta sindrome, podendo influenciar a qualidade oocitaria e o
processo de fertilizagao.

Os niveis de androstenediona ndo diferiram entre os foliculos maduros e imaturos. Da
mesma maneira, como podemos observar nas dosagens plasmaticas de testosterona e
androstenediona, os niveis de testosterona no FF de mulheres submetidas a hiperestimulagao
ovariana controlada parece ser o melhor marcador biolodgico do hiperandrogenismo ovariano.
No plasma a explicagdo para a androstenedina ndo ser o melhor marcador de atividade
androgénica ovariana ¢ o fato de que 50% de sua producao ¢ originaria da glandula adrenal e
ovarios ¢ os 50% restantes originam de conversdo em tecido periférico. Ao passo que a
testosterona, a maior parte de sua producdo ¢ de origem ovariana e adrenal.

Os niveis de progesterona foram mais elevados nos foliculos maduros de todas as
mulheres analisadas, quando comparados aos foliculos imaturos. Este aumento da
progesterona, associado a diminuig@o da testosterona no FF de foliculos maduros corresponde

a reducdo no metabolismo de progestogénios (C21) para androgénios (C19) (22). A
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progesterona no FF de pacientes com SOP apresentou-se diminuida em comparagdo com as
mulheres controle, sugerindo que a reducdo da conversdao de C21 para C19 ndo estd sendo
realizada de maneira eficiente nas mulheres com SOP como ocorre nas mulheres com ciclos
ovulatérios, proporcionando um excesso de androgénios no FF dessas mulheres.

Antes do pico de LH, os niveis de estradiol no fluido de foliculos periovulatorios
aumenta progressivamente de maneira proporcional a atividade da enzima aromatase nas CG
(22). No entanto, poucas horas apos o pico do LH a secrecdo de estradiol ovariano diminui
abruptamente, e consequentemente os niveis de estradiol no FF e plasma sdo também
marcadamente reduzidos (23). Este comportamento do estradiol possivelmente explica os
achados deste estudo, onde os valores do estradiol no FF ndo diferiram em rela¢do ao
diametro folicular.

Analisando a correlagdo entre a expressio do BMP15 ¢ GDF9 com os niveis de
esteroides no FF, podemos observar que nossas pacientes apresentam o hiperandrogenismo
classico presente na SOP, entretanto, o aumento da expressio do BMP15 e do GDF9
contribuiu para uma melhor qualidade oocitaria e maiores taxas de fertiliza¢cdo, melhorando os
resultados do tratamento de fertilizagdo in vitro de mulheres portadoras dessa sindrome.

Os resultados deste estudo em oocitos maduros s3o inéditos € complementam a
compreensdo do papel desses fatores de diferenciacdo celular na fisiopatologia da sindrome

dos ovarios policisticos.

Conclusoes

Diantes destes dados, podemos concluir que mulheres com SOP submetidas a
hiperestimulag@o ovariana controlada para tratamento de fertilizagdo in vitro tem um aumento
na expressdo dos genes BMP15 e GDF9 nos odcitos maduros, possivelmente por uma maior

sensibilidade ao uso de FSH exdgeno utilizado no tratamento. O BMPR2 ndo se mostrou
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aumentado nas pacientes com SOP, possivelmente pelo BMP15 ¢ GDF9 poder se ligar a
outros receptores para BMPs presentes ndo so na células da granulosa, mas também em outras
células ovarianas, incluindo oocitos.

A progesterona no FF de pacientes com SOP apresentou-se diminuida em comparacao
com as mulheres controle, sugerindo que a redugdo da conversdo de C21 para C19 ndo esta
sendo realizada de maneira eficiente nas mulheres com SOP como ocorre nas mulheres com
ciclos ovulatdrios, proporcionando um excesso de androgénios no FF dessas mulheres.

O aumento na expressio do BMP15 ¢ GDF9 contribuiu para melhor qualidade
oocitaria, melhores taxas de fertilizagdo e gravidez nas pacientes com SOP, sugerindo que o
hiperandrogenismo presente ndo prejudicou o tratamento destas pacientes.

A taxa de gravidez nao foi diferente entre os grupos, sugerindo que o aumento da
expressao do BMP15 e do GDF9 nas pacientes com SOP melhorou as taxas de fertilizagao e,
consequentemente, a taxa de gravidez.

Apesar de estar bem estabelecido o papel do sistema BMP15/GDF9 na foliculogénese
em modelos animais, estudos para definir o envolvimento preciso destes fatores na
fisiologia/fisiopatologia ovariana humana sdo necessarios para os avancos da ciéncia bésica e
a aplicag@o potencial dos conhecimentos obtidos em biotecnologias clinicas envolvendo o

sistema BMP ovariano.
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Tabela 1 — Distribuicdo da casuistica das mulheres do grupo controle e do grupo SOP quanto
a idade, peso, indice de massa corporal (IMC), horménio foliculo estimulante
(FSH), horménio tireotrofico estimulante (TSH) e prolactina.

IMC FSH

Idade (anos) Peso (Kg) (Kg/m2) (mUL/mL) TSH PRL
Controles
Mediana 33 62,3 24,03 6 1,97 11,5
Média 32,30 65,5 24,83 5,67 3,54 13,38
DP 4,25 11,13 4,92 2,21 6,88 7,84
SOP
Mediana 33 67 26 4,59 1,90 13,42
Média 32,54 67,63 23,7 5,39 2,13 17,09

DP 3,31 10,20 7,42 5,37 0,85 14,83
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Expressao do BMP15 nos od6citos individuais
40-

SOP (n=18) CONTROLES (n=48)

M Whitnev test (p=0.006)

Figura 1: Grafico representativo da expressao do gene BMP15 em odcitos individuais de
mulheres com SOP e controles. A linha que cruza as colunas representa a mediana (5,95 e
0,59, respectivamente).

Expressao do GDF9 nos odcitos individuais
15+
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SOP (n=18) CONTROLES (n=48)

Mann Whitney test (p=0,0006)

Figura 2: Gréfico representativo da expressdo do gene GDF9 em odcitos individuais de
mulheres com SOP e controles. A linha que cruza as colunas representa a mediana (2,70 e
0,63, respectivamente).
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Expressao do BMPR2 nas células da granulosa

4-
3
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0
SOP (n=18) CONTROLES (n=56)
Menny TWhimey rest (p=0."5388)

Figura 3: Grafico representativo da expressdao do gene BMPR2  em células da granulosa de
mulheres com SOP e controles. A linha que cruza as colunas representa a mediana (0,74 e
0,70, respectivamente).
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Figura 4- Comparacdo entre as dosagens de estradiol no FF entre foliculos de 10 a 14 mm e
foliculos maiores que 18 mm do grupo controle e do grupo SOP. A linha que cruza
o meio de cada quadro representa a média.
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Figura 5 - Comparagdo entre as dosagens de progesterona em todos os FF pequenos e todos

os FF grandes. A linha que cruza o meio de cada quadro representa a média.
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Figura 6 - Comparacdo entre as dosagens de progesterona em todos os FF do grupo controle
e todos os FF do grupo SOP. A linha que cruza o meio de cada quadro representa

a média.
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Figura 7- Comparagdo entre as dosagens de testosterona no FF de foliculos pequenos e
foliculos grandes do grupo controle e do grupo SOP. A linha que cruza o meio de
cada quadro representa a média.
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Figura 8 — Comparagdo entre as dosagens de androstenediona no FF de foliculos de 10 a 14
mm e foliculos maiores que 18 mm do grupo controle e do grupo SOP. A linha
que cruza o meio de cada quadro representa a média.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

