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RESUMO

SANTANA, L.F. Expressdo génica do receptor de IGF-1 em células da granulosa
luteinizadas de mulheres com sindrome dos ovarios policisticos (SOP), ndo obesas,
com sensibilidade a insulina normal, tratadas e ndo tratadas com metformina.
Ribeirdo Preto, 2007. 102 p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto, Universidade de Sao Paulo.

OBJETIVO: avaliagcdo da expressdo génica do receptor do fator de crescimento
semelhante a insulina de (Insulin-Like Growth Factor — IGF) 1 em células da
granulosa luteinizadas do cumulus de mulheres ndo obesas, com sensibilidade a
insulina normal, com sindrome dos ovarios policisticos (SOP) tratadas e ndo tratadas
com metformina.

MODELO DO ESTUDO: prospectivo, longitudinal, randomizado.

PACIENTES E METODOS: avaliamos 12 mulheres com ciclos ovulatorios, 9
mulheres com SOP e 8 mulheres com SOP e tratadas com metformina, a0 menos 8
semanas ha dose de 1.700 mg/dia. Todos os grupos foram similares com relacéo ao
peso, ao indice de massa corpora (IMC), a circunferéncia da cintura e com
sensibilidade a insulina normal. Todas as mulheres foram submetidas a estimulagéo
ovariana controlada com uso de agonista de GnRH em protocolo longo e
gonadotrofinas para ciclos de FIV/ICSI. As células da granulosa do cumulus foram
obtidas por microdisseccdo dos cinco maiores foliculos pré-ovulatorios. A expressao
génica do receptor de IGF-1 foi determinada com técnica da Reacdo da Polimerase

em Cadeia a partir da TranscricBo Reversa (Reverse transcriptase - Polymerase



Chain Reaction RT-PCR) semiquantitativa. Foram avaliadas as concentragdes séricas
e foliculares de estradiol, progesterona, testosterona, hormonio foliculo estimulante
(Follicle-Simulating Hormone - FSH), hormonio luteinizante (Luteinizing Hormone
— LH), Sex Hormone-Binding Globulin (SHBG), glicose, insulina e IGF-1. Para
andlise estatistica, foram utilizados os testes: ANOVA, Newman-Keuls, coeficiente de
Pearson e regressao linear multipla, sendo considerado nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS: ndo foram observadas diferencas com relacdo a expressdo génica
do receptor de IGF-1 nos trés grupos analisados (P>0,05). O numero de odcitos (20,4
vs. 13,1 vs. 11,5, P= 0,009), os niveis séricos de estradiol (1.896,00 pcg/mL vs.
985,20 pcg/mL vs. 908,10 pcg/mL, P = 0,03) e testosterona (1,43 ng/mL vs. 0,89
ng/mL vs. 0,82 ng/mL pcg/mL, P = 0,02) foram maiores no grupo de mulheres com
SOP né&o tratadas com metformina em comparacdo com as mulheres com ciclos
ovulatorios e tratadas com metformina, respectivamente. As mulheres com ciclos
ovulatorios (50.710+42.520 ng/mL) apresentaram maiores concentracfes foliculares
de progesterona quando comparados com as mulheres com SOP tratadas
(13.660+5.212 ng/mL) e ndo tratadas com metformina (17.680+6.644 ng/mL)
(P=0,01). Na avaliacdo da regressdo multipla, a testosterona sérica ndo sofreu
influéncia da expressdo génica do receptor de IGF-1 ou do IMC.

CONCLUSOES: as altas concentraces séricas de estradiol e testosterona, maior
numero de odcitos no grupo de mulheres com SOP ndpo tratadas com metformina nos
levam a concluir que mulheres com SOP provavelmente tém uma maior
sensibilidade a estimulag@o da esteroidogénese ovariana quando comparadas com
mulheres sem essa doenca, embora ndo tenha sido encontrada diferenca na expresséo

do receptor de IGF-1 nos trés grupos analisados. A similaridade dos resultados deste



estudo entre mulheres com SOP tratadas com metformina e com ciclos ovulatorios
nos levam a “hipotetizar” que um dos possiveis mecanismos de acdo da metformina
no sistema IGF-1 nas células da granulosa do cumulus poderia ser por mecanismos

pOs-receptores.

Palavras-chave: 1. Receptor de IGF-1. 2. SOP. 3. Expressdo génica. 4.Metformina.

5. Células da granulosa 6.Reproducéo assistida.



SUMMARY

SANTANA, L.F. Gene expression of the IGF-1 receptor in luteinized granulosa cells
from non-obese women with polycystic ovarian syndrome (PCOS) and with normal
insulin sensitivity, treated or not with metformin. Ribeirdo Preto, 2007. 102p. Tese

(Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto, Universidade de Sao Paulo.

OBJECTIVE: evaluation of the gene expression of the IGF-I receptor in luteinized
cumulus granulosa cells from non-obese women with normal insulin sensitivity and
with polycystic ovarian syndrome (PCOS) treated or nor with metformin.

STUDY MODEL.: prospective, longitudinal, randomized.

PATIENTS AND METHODS: we evaluated 12 women with ovulatory cycles and 9
women with PCOS who had been treated for at least 8 weeks with a metformin dose
of 1700 mg/day. All groups were similar in terms of weight, body mass index (BMI),
and waist circumference and all had normal insulin sensitivity. All women were
submitted to controlled ovarian stimulation with a GnRH agonist in a long protocol
and with gonadotropins for IVF/ICSI cycles. Cumulus granulosa cells were obtained
by microdissection of the five largest pre-ovulatory follicles. Gene expression of the
IGF-1 receptor was determined by semiquantitative RT-PCR. Serum and follicular
concentrations of estradiol, progesterone, testosterone, FSH, LH, insulin, SHBG, and
IGF-1 were determined. Data were analyzed statistically by ANOVA and by the
Newman-Keuls test and the Pearson coefficient and linear multiple regression were

calculated, with the level of significance set at 5%.



RESULTS: no difference in gene expresson of the IGF-I receptor were observed
between the three groups studied (P>0.05). The number of oocytes (20.4 vs. 13.1 vs.
11.5, P= 0.009) and the serum levels of estradiol (1,896.00 pcg/mL vs. 985.20 pcg/mL
vs. 908.10 pcg/mL, P = 0.03) and testosterone (1.43 ng/mL vs. 0.89 ng/mL vs. 0.82
ng/mL pcg/mL, P = 0.02) were higher in the group of women with PCOS not treated
with metformin than in women with ovulatory cycles and in women treated with
metformin, respectively. The women with ovulatory cycles (50.710+42.520 ng/mL)
presented higher follicular concentrations of progesterone compared with women with
PCOS treated (13.660+£5.212 ng/mL) or not with metformin (17.680+6.644 ng/mL)
(P=0.01). Multiple regression revealed that serum testosterone was not affected by the
gene expression of the IGF-1 receptor or by BMI.

CONCLUSIONS: the high serum concentrations of estradiol and testosterone and the
larger number of oocytes in the group of women with PCOS not treated with
metformin lead us to conclude that women with PCOS probably have greater
sensitivity to stimulation of ovarian steroidogenesis than women without the disease,
although no difference was detected in the expression of the IGF-I receptor between
the three groups studied. The similarity of the present results for the women with
PCOS treated with metformin and for the women with ovulatory cycles leads us to
hypothesize that one of the possible mechanisms of action of metformin on the IGF-1

system in cumulus granulosa cells may be of the post-receptor type.

Key-words: 1. IGF-1 receptor. 2. PCOS 3. Gene expresson 4. metformin

5. granulosacells. 6. assisted reproduction .



SUMARIO

RESUMO

SUMMARY

1 OBUIETIVOS ...ttt bbbttt bt 1

2 REVISAO BIBILOGRAFICA ...t en s 3
2.1 Metformina no tratamento da infertilidade em mulheres com sindrome

dOS OVAiOS POIICISHICOS ..ottt 4

2.2 Metformina comparada com uso de placebo naovulagéo ..........ccccceevueeneee 9
2.3 Citrato de clomifeno versus metformina com citrato de clomifeno .......... 10
2.4 Uso de metformina associado ao FSH naindugdo daovulagéo ................ 12
2.5 Metforminaefertilizaggo in VItro (FIV) ....oooeeiiiiieeeeee e 13
2.6 O uso dametforminadurante agravidez .........cccccoveveveerieeiesceesecre s 16

2.7 Conclusdes do uso da metformina no tratamento da infertilidade em

MUINEIES COM SOP ... e 19

2.8 Referéncias BibilOgrafiCas .........ccocooeiereinineine e 20

3 ARTIGO CIENTIFICO ittt ettt ssesenas 30
3.1 RESUMIO ..ttt st n e s se e e e e nn e ereesnneans 31

3.2 ADSITACE ... e 33

3.3 INIFOAUGED ... e 35

3.4 PacienteS € MEIOUOS .......ccereriiriiriirienieie e 38

341 PACIENEES ....veeieciieieeee et 38

3.4.2 Uso de metforminae avaliagdo daresisténciaainsulina ........... 41

3.4.3 Estimulac&o ovariana controlada e captacdo oocitéria............... 41

3.4.4 Preparacdo das células da granulosa do cumulus e do fluido

FOLICUIAE et e e e 42



345 Padronizacdo de extracdo de RNA tota de células da
OraNUIOSA ..o 43

3.4.6 RT-PCR qualitativae RT-PCR semiquantitativa ............c.cc...... 44

3.4.7 Dosagens das concentragdes hormonais no soro e fluido

folicular de glicose, insulina, SHBG, IGF-1, testosterona,

estradiol, LH, FSH e progesterona ...........cccceeeveveeveeviecceesneennn. 47
3.4.8 ANAlISE ESALISHICA ....veveveeieeeeeieie e 48
BT (=S U = [0 49

3.5.1 Avadiagdo da expressdo génica do receptor de IGF-1 nas
células dagranulosado CUMUIUS .........cccccveeeieecieseeceee e 49

3.5.2 Avaliagdo das concentragdes hormonais séricas e foliculares.... 49

3.5.3 Avaliagdo daresposta ainducéo da ovulagdo controlada .......... 51
3.6 DIiSCUSSA0 € CONCIUSDES ......eevveenreerierieeiesiesseesseeseesseessesseesseensesseesseessesseens 60
3.7 Referéncias BibliografiCas ........ccvcveveeveiee s 72

ANEXOS o 82



Figural-—

Figura2 —

Figura3 —

Figura4 —

LISTA DE FIGURAS

Avaliagdo qualitativa da RT-PCR da expressdo génica dos
receptores de IGF-1, FSH, LH-N, LH-O e do gene de referéncia
da B-Actina humana em células da granulosa do cumulus de
mulheres ovulatérias realizada com eletroforese em gel de
agarose a 3% e bomuro de etidio .........cccceveeceeeeeseece e

RT-PCR qualitativa da expresséo génica do receptor de IGF-1 e
do gene de referéncia da 3-actina, com 100 ng, 10 ng e 1 ng de
RNA em células da granulosa do cumulus de mulheres
ovulatdrias, com SOP tratadas e ndo tratadas com metformina.
Eletroforese em gel de agarose a 3% e bomuro de etidio ...........

Semiquantificagdo da expressdo génica do receptor de IGF-1
em células da granulosa do cumulus de mulheres ndo obesas
ovulatdrias, com SOP tratadas e ndo tratadas com metformina.
A linha que cruza o meio de cada quadro representa a media
RO ) SR

Correlacdo entre as concentragBes sericas e foliculares de
testosterona, no grupo de mulheres com sindrome dos ovarios
policisticos ndo tratadas com metformina (A) (P = 0,04) e nas
mulheres incluidas neste estudo (B) (P =0,02) .......cccccvevevveenee

56

57

58



Tabelal -

Tabela?2 -

Tabela3 -

Tabelad —

LISTA DE TABELAS

Resultados relativos as médias das concentragdes séricas e
foliculares de estradiol (E2), progesterona (P4), testosterona
(T), SHBG, insulina, glicemia, IGF-1, FSH e LH de
mulheres ovulatérias e com SOP tratadas e néo tratadas
com metformina, no dia da pungdo oocitaria.......c.cccceeerunees

Resultados referentes a avaliagdo dos coeficientes de
correlacdo entre as concentragdes séricas e foliculares de
estradiol (E2), progesterona (P4), testosterona (T), SHBG,
insuling, glicemia, IGF-1, FSH e LH das mulheres incluidas
neste estudo e dos grupos de mulheres ovulatérias, com
sindrome dos ovarios policisticos (SOP) tratadas e néo
tratadas com metformina, no dia da pungdo oocitéria..........

Resultados referentes a0 modelo de regressdo mdltipla,
considerando concentragdo sérica de testosterona como
variavel dependente e a expressdo génica do receptor de
IGF-1, IMC, nimero de odcitos, concentragdes foliculares
de testosterona e as concentracfes séricas de insulina como

variaveis independentes, nas mulheres incluidas neste

Resultados referentes a comparacdo da resposta a
estimulagdo ovariana controlada entre mulheres com ciclos
ovulatérios e mulheres com SOP tratadas e ndo tratadas

COM MEEFOTMING ...t ee e e e e e e e

52

53



LISTA DE ABREVIATURAS

BMP-15 — Bone morphogenetic factor 15

C/Q — Relagéo cintura-quadril

C/Q — Relagdo cintura-quadril

E2 — Estradiol

FDA — Food and Drug Administration

FIV — Fertilizaggo in vitro

FSH — Fallicle-Simulating Hormone

GDF-9 — Growth differentiation factor-9
GLUTs— Glucose transporter proteins

GnRH — Horménio liberador de gonadotrofinas
HCG — Gonadotrofina corionica humana

HDL — Lipoproteina de alta densidade

HMG — Gonadotrofina de mulher menopausada
ICSI — Injecdo Intra-citoplasmética de espermatozoide
|GF-1 — Fator de crescimento similar ainsulina 1

IGFBP-1 — Globulina carreadora de fator de crescimento
semelhante ainsulina 1

IMC — indice de massa corporal

IRS-1 — Insulin receptor substrate

LH — Luteinizing Hormone

MAPK — Mitogen-activated protein kinase

P4 — Progesterona

PAI-1—Inibidor do ativador do plasminogénio

QUICKI — Quantitative Insulin-Sensitivity Check Index



RT-PCR - Reverse transcriptase - Polymerase Chain
Reaction

S-DHEA — Sulfato dehidroepiandrosterona
SHBG — Sex Hormone-Binding Globulin

SHO - Sindrome de hiperestimulagdo ovariana
SM — Sindrome metabdlica

SOP — Sindrome dos ovarios policisticos

T — Testosterona



1- Objetivos do estudo




Objetivos do estudo D

Objetivo Primario

Padronizar atécnica de extracdo de RNA total das células da granulosa do
cumulus de odcitos obtidos de foliculos aspirados de mulheres submetidas a
estimulacdo ovariana controlada para avaliar a expressdo génica do receptor de

IGF-1.

Objetivos Secundarios

1) Determinar o efeito da metformina sobre a expressdo génica do
receptor de IGF-1 nas células da granulosa do cumulus oocitario de mulheres com
SOP tratadas e ndo tratadas com metformina, comparadas com mulheres com ciclos

ovulatorios.

2) Avdiar as concentracbes séricas e foliculares de estradiol,
progesterona, testosterona, FSH, LH, SHBG, insulina, glicemia e IGF-1 em mulheres

com SOP tratadas e ndo tratadas com metformina, comparadas com o grupo-controle.
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2.1 Metformina no tratamento da infertilidade em mulheres com

sindrome dos ovarios policisticos

A sindrome dos ovarios policisticos representa a principal endocrinopatia
ginecolégica na idade reprodutiva, com incidéncia de 6-10% das mulheres no
menacme (Asuncion, Calvo et al., 2000). E considerada a causa mais comum de
infertilidade por anovulagdo, podendo em alguns paises, como nos EUA, representar
a principal causa de infertilidade feminina (Homburg, 1996). Atualmente, acredita-
se que sua etiopatogenia seja devido a fatores de origem genética desencadeados por
fatores ambientais. O tipo de heranga genética provavelmente é poligénica, sendo
gue os genes, mais freqlentemente associados com a SOP, séo os relacionados com
a biossintese, acdo e regulacdo de androgénios, genes envolvidos na resisténcia
insulinica e no processo inflamatério crénico e aterosclerose (Escobar-Morreale,
Luque-Ramirez et al., 2005). As diversas manifestacdes clinicas desta doenca fazem
com que essas mulheres sgam atuamente consideradas parte integrante de
diferentes fenétipos (Xita e Tsatsoulis, 2006) (Figura 1).

Dos fatores ambientais, podemos citar o estilo de vida, sendo a obesidade
tanto um desencadeador como um complicador da SOP. Cerca de 50% das mulheres
com SOP sdo portadoras de obesidade (Reis, Foss et al., 1995). O Consenso de
Rotterdam sugere realizacdo de rastreamento para sindrome metabdlica (SM) em
todas as mulheres com SOP e portadoras de obesidade. Nesse consenso a SM foi
definida com a presenca de pelo menos trés dos seguintes critérios. obesidade
abdominal (circunferénica da cintura > 88 cm), niveis séricos de triglicérides

maiores que 150 mg/dL, HDL colesterol menor que 50 mg/dL, niveis pressoricos
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>130/>85 mmHg e glicemia de jejum entre 100 e 126 mg/dL e/ou glicemia de
segunda hora no teste de tolerancia oral a glicose entre 140 e 199 mg/dL (Revised
2003 consensus on diagnostic criteria and long-term health risks related to

polycystic ovary syndrome, 2004).

Excesso de androgénio Pré-natal e o fenotipo SOP

Genes ———* Meio Ambiente

Vida Eetal Excesso de androgénios pré-natal

Programacao fetal

\
Tecidos reprodutivos Tecidos metabdlicos
. -1TLH - Adiposidade visceral
Vida Adultall | . 1 esteroidogénese - RI/ hiperinsulinemia

das células da teca ovariana

- Desenv. Foliculos retidos 1 secrecé insulina

células B

Anormalidades enddcrinas Anormalidades metabdlicas

Fendtipo da SOP

Adaptado de Xita & Tsatsoulis. J Clin Endocrinol Metab, 2006.

Figura 1: O fendtipo da Sindrome dos Ovérios Policisticos depende da interacéo
entre fatores genéticos e ambientais, tanto na vidafetal como navida adulta.

A resisténcia insulinica e a hiperinsulinemia compensatdria permanecem
como os elementos mais importantes na etiopatogenia da SOP (Diamanti-
Kandarakis e Papavassiliou, 2006), e estes fatores fazem com que a SOP sgja vista
como uma doenca com carater metabdlico com importantes repercussdes a longo

prazo, com a maior probabilidade de desenvolvimento de diabetes mellitus,
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sindrome metabdlica e doenca cardiovascular, associados a um maior risco de
desenvolvimento de doenca coronariana nestas mulheres (Talbott, Zborowski et al.,
2004; Carmina, Chu et al., 2005; Teede, Hutchison et al., 2006).

A0 mesmo tempo se cria um paradoxo, pois enquanto na maioria dos
Orgéaos de acdo da insulina se observa um estado de resisténcia, no ovéario ocorre um
aumento de sensibilidade (Wu, Zhou et al., 2003; Baillargeon e Nestler, 2006;
Poretsky, 2006), com um maior estimulo na esteroidogénese com potencializagéo na
producdo androgénica e maior risco de desenvolvimento de sindrome de
hiperestimulacdo ovariana (SHO), quando essas mulheres sdo submetidas a
estimulacéo ovariana controlada (Delvigne e Rozenberg, 2002; Reis e Santana L.F.,
2004).

Nas mulheres com SOP, a resposta a inducéo da ovulacdo nem sempre €
adequada, variando de baixa resposta a hiperestimulacdo ovariana. Por se tratar de
uma causa freqlente de infertilidade em nossa populacdo, torna-se necessaria a
avaliacdo de opcdes terapéuticas que possibilitem modular essa resposta ovariana, o
gue continua sendo um desafio aos médicos e pesquisadores.

A modificagdo no estilo de vida, com dieta e exercicios, deve ser a
primeira orientagdo nas mulheres com obesidade, com intuito ndo apenas de
restabelecer a ovulagdo e favorecer a gravidez, como também para prevenir as
complicagbes a longo prazo associadas a SOP como diabetes mellitus tipo 2,
hipertensdo e doencas cardiovasculares (Pasquali e Gambineri, 2004).

A resisténcia insulinica associada & obesidade esta relacionada com
piores resultados no tratamento com indutores da ovulagdo em mulheres com SOP

(Mulders, Eijkemans et al., 2003). Sendo frequientemente observadas baixas taxas de
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gravidez, elevadas taxas de aborto, uso de maiores doses de gonadotrofinas, maior
tendéncia a resposta multifolicular e maiores taxas de cancelamento. A perda de
peso pode restaurar as alteragdes hormonais associadas a SOP, com aumento das
concentragfes plasmaticas de SHBG, diminuicdo dos niveis séricos de insulina e
androgénios (Kiddy, Hamilton-Fairley et al., 1992) (Guzick, Wing et al., 1994).
Perdas de peso de 5-10% podem ser suficientes para restabelecer afuncdo ovarianae
melhorar a resposta a inducéo da ovulacdo (Kiddy, Hamilton-Fairley et al., 1992).
Assim a perda de peso deve ser considerada a primeira opcéo de tratamento para
mulheres portadoras de SOP e obesidade (Norman, Noakes et al., 2004) (Pasquali e
Gambineri, 2004).

Conseguir este objetivo ndo sera facil dando uma simples dieta a
paciente. E importante proporcionar informagdes corretas dos riscos tanto a curto
como a longo prazo a que estas mulheres estdo expostas. Sendo tambéem
fundamental explicar aimportancia que a perda de peso tem ndo s para conseguir a
gestacdo, mas também para se obter uma melhor evolugdo da gravidez, com menores
riscos de complicacbes obstétricas e neonatais. O objetivo principal ndo deve ser
conseguir um maximo de perda de peso em curto tempo, mas uma perda paulatina e
duradora. Estas recomendacbes deverdo ser individualizadas e adaptadas as
condigoes pessoais de cada mulher (Moran e Norman, 2004; Norman, Noakes et al.,
2004).

Nos casos em gque ndo se consegue éxito com uso dessas recomendacoes,
uma das opgoes terapéuticas é uso da metformina que, nos Ultimos anos, tem sua
atuacdo no tratamento da infertilidade amplamente discutida (Acbay e Gundogdu,

1996; Costello, Chapman et al., 2006).
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A metformina pertence ao grupo das biguanidas, foi aprovada pelo Food
and Drug Administration (FDA) em 1995, para o tratamento de mulheres com
diabetes mellitus ndo insulinodependente, droga tem como contra-indicagéo o
uso em pacientes com risco de acidose lactica (Sulkin, Bosman et al., 1997). Os
provaveis mecanismos de agdo da metformina sdo diminuicéo da gluconeogénese
hepética, interferindo com o0 processo respiratério oxidativo mitocondrial.
Suprimindo a gluconeogénese de varios substratos, incluindo lactato, piruvato,
glicerol e aminoacidos. Além disso, a metformina aumenta o nivel de célcio
intramitocondrial que é um modulador da respiracdo celular (Dominguez, Davidoff
et al., 1996; Kirpichnikov, Mcfarlane et al., 2002). Na melhora da sensibilidade
tecidual a insulina, a metformina facilita o transporte de glicose com aumento da
atividade tirosina cinase nos receptores de insulina (Dominguez, Davidoff et al.,
1996). Foi demonstrado que a metformina ndo tem efeito direto na secrecéo de
insulina pelas células B pancredticas (Defronzo e Goodman, 1995).

Varios trabalhos tém demonstrado que a metformina é capaz de
promover melhora na sensibilidade insulinica (Kolodzigjczyk, Duleba et al., 2000;
Santana, De Sa et al., 2004), no perfil lipidico (Glueck, Fontaine et al., 2001; Nardo
e Rai, 2001; Santana, De Saet al., 2004) bem como na diminui¢&o dos niveis séricos
de insulina/glicemia de jejum e dos niveis séricos de testosterona (Santana, De Sa et
al., 2004) (Moghetti, Castello et al., 2000). Tudo isso, repercutindo clinicamente em
provavel diminuicdo do risco cardiovascular para mulheres com SOP. Além de
apresentar boa tolerabilidade, os principais efeitos colaterais séo nduseas e diarréia
que, em geral, diminuem apds a segunda semana de tratamento (Kirpichnikov,

Mcfarlane et al., 2002).
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Na literatura, véarias metanalises e revisdes sistematicas vém tentando
esclarecer a efetividade da metformina, como opcéo terapéutica para mulheres com
SOP e infertilidade. Esta revisdo tem como objetivo avaliar o uso da metformina em

mulheres com SOP nos diferentes contextos da infertilidade feminina e gestacéo.

2.2 M etfor mina compar ada com uso de placebo na ovulagéo

Lord et al. (2003) realizaram uma metanalise e compararam a efetividade
da metformina com relacdo ao uso de placebo para promover a ovulacdo. Esses
autores concluiram que a metformina € mais efetiva que a administracéo de placebo
para a ocorréncia de ovulagdo com odds ratio de 3,88 (2,25 a 6,69, p < 0,0001).
Foram avaliados apenas sete estudos, a dose da metformina utilizada variou de 1.500
mg a 1.700 mg e o tempo de uso da medicacéo foi de 35 dias a quatro meses. Em
somente dois desses estudos ndo foram demonstradas diferencas significativas, em
ambos o indice de massa corporal era menor que os demais estudos . Kashyap et al.
(2004) redlizaram uma revisdo sistematica sobre a utilizacdo da metformina em
mulheres com SOP e observaram que a metformina foi 50% melhor que o placebo
para induzir a ovulacéo (risco relativo de 1,50). Nessa metanalise foram incluidos
seis, estudos a dose da metformina utilizada variou de 1.500 mg a 1.700 mg, € o
tempo de uso da medicagéo de 35 dias a seis meses.

Em nenhuma das revisdes foram observadas diferencas com relagéo as
taxas de gestacdo clinica com o uso da metformina ou placebo, no entanto, os
estudos analisados nessas revisdes ndo tinham como objetivo principal avaliar ataxa

de gestacéo.
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2.3 Citrato de clomifeno versus metformina com citrato de

clomifeno

O citrato de clomifeno foi a primeira droga estudada com objetivo de
promover a inducdo da ovulagdo em mulheres com oligomenorréia e representou
durante muitos anos a primeira opgao terapéutica para mulheres com infertilidade
por anovulacdo. Trata-se de uma medicacdo efetiva e caracterizada por baixo custo,
poucos efeitos colaterais e simplicidade de administracdo. A metformina tem sido
uma das drogas mais amplamente utilizadas no tratamento de mulheres com SOP
com resultados favoraveis na melhora das taxas de ovulacBes nessas mulheres.
Varios estudos tiveram por objetivo avaliar a eficacia da metformina, do citrato de
clomifeno e da combinacdo destas drogas como primeira linha de tratamento da
infertilidade de mulheres com SOP. Porém, até o presente momento ndo ha uma
definicdo de qual seria a melhor escolha, devido principalmente as limitacdes dos
estudos realizados.

A metandlise de Lord et al. (2003) mostrou que a taxa de ovulacéo foi
superior nas mulheres nas quais se administrou metformina associada ao citrato de
clomifeno com uma odds ratio de 4,41 (2,37 a 8,22 P < 0,0001). Foi também
observada uma maior taxa de gravidez (odds ratio de 4,40, intervalo de confianca de
1,96 a9,85 P = 0,0003).

Kashyap et al. (2004) em sua revisdo concluiram que a taxa de ovulacdo
foi trés a quatro vezes maior nos grupos onde foi administrada metformina associada
ao citrato de clomifeno (risco relativo de 3,04), o mesmo foi observado com relacéo

as taxas de gravidez (risco relativo de 3,65).
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Neveu et al. (2007) avaliaram o uso do citrato de clomifeno, metformina
e 0 uso concomitante destas duas medicagOes na inducdo da ovulagdo de 154
mulheres com SOP e observaram que o uso da metforminaisolado ou em associacéo
com o citrato de clomifeno foi mais efetivo no aumento das taxas de ovulacéo
quando comparados com 0 grupo que usou citrato de clomifeno isoladamente, com
taxas de ovulagdo respectivamente de 75,4%, 63,4% e 50, 0%. N&o foram
observadas diferencas com relacéo as taxas de gravidez, nos trés grupos analisados.

Legro et al. (2007) publicaram um estudo com 626 mulheres com SOP e
compararam 0 uso da metformina e do citrato de clomifeno no tratamento de
infertilidade. Esse estudo demonstrou que o citrato de clomifeno seria mais efetivo
gue a metformina na inducéo da ovulacdo em mulheres com SOP, sem qualquer
beneficio da adicdo da metformina ao citrato de clomifeno. A taxa de nascidos vivos
foi considerada o principal parémetro avaliado no estudo de Legro et al., foram
considerados parametros secundarios as taxas de ovulacdo, gestacdo, aborto e
gestacdo multipla. Vérias criticas foram realizadas a este estudo, sendo motivo de
um editorial na prépria New England Journal of Medicine (Guzick, 2007). Nesse
estudo foram incluidas mulheres com obstrucdo tubarea unilateral, a analise do
espermograma foi incompleta avaliando-se apenas 0 nimero de espermatozoides,
podendo estes fatores repercutirem nas taxas de gravidez e nascidos vivos dos
grupos estudados. O IMC médio das mulheres nos trés grupos foi aproximadamente
35 Kg/m?. Maciel et al. (2004) demonstram que as mulheres n&o obesas s30 as que
mais se beneficiariam clinicamente do uso da metformina. (Maciel, Soares Junior et

al., 2004).
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Palomba et al. (2007) publicaram o0 mais recente estudo multicéntrico
ndo randomizado, com o objetivo de avaliar a efetividade do citrato de clomifeno e
da metformina na inducéo da ovulacdo de mulheres com SOP. Nao foram detectadas
diferencas nas taxas de ovulagéo tanto com o uso da metformina ou do citrato de
clomifeno. Foi um estudo bem controlado com grupos similares e a selecdo de
pacientes foi cuidadosa, excluindo-se 0 uso de tratamentos prévios, bem como outras
causas de infertilidade como fatores masculino e tubareo. A principal limitacéo

desse trabalho foi o fato de ndo ser um estudo randomizado.

2.4 Uso de metfor mina associado ao FSH na inducgéo da ovulagéao

Na literatura, poucos estudos analisaram o0 uso da metformina com ciclos
de estimulacdo ovariana com FSH. De Leo et al .(1999), em um estudo prospectivo
randomizado, avaliaram 20 mulheres resistentes ao citrato de clomifeno
randomizadas em dois grupos estimulados, durante dois ciclos. O grupo A foi
estimulado com FSH, e ao grupo B associou-se metformina da dose de 1.500 mg ao
dia, por pelo menos um més, antes de iniciar a estimulacdo ovariana com FSH.
Nesse estudo foi observado que o nimero de foliculos dominantes (2,4 vs 4,5) e os
nivels de estradiol (E2: 1620 pcg/mL vs 2643 pcg/mL) foram maiores nos ciclos sem
metformina. O numero de ciclos cancelados por hiper-resposta (0 vs 32%) foi
significativamente maior no grupo sem metformina. Esses autores concluiram que o
uso da metformina, nos ciclos de estimulagéo ovariana com FSH, poderialevar aum
crescimento folicular mais adequado com menor risco de sindrome de

hiperestimulacdo ovariana. Van Santbrink et al. (2005), em estudo prospectivo
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randomizado placebo controlado, avaliaram 20 mulheres resistentes a insulina e
observaram que a taxa de ciclos monofoliculares era maior quando se associava
metformina com FSH. Também observaram menores valores das concentracdes
séricas de estradiol no grupo que usou metformina.

Entretanto Yarali et al. (2002), em um estudo realizado com 32 mulheres
resistentes ao citrato de clomifeno, divididas em dois grupos. 16 usaram metformina
coadjuvante na dose de 1.700 mg pel 0 menos seis semanas antes da estimul agdo com
FSH e 16 mulheres usaram apenas placebo associado a indugdo com FSH, néo
observaram diferencas significativas com o uso de metformina nos principais
pardmetros da estimulacdo ovariana controlada, duragcdo do tratamento, dose de
FSH, niveis séricos de estradiol no dia de administracdo da gonadotrofina coriénica

humana (HCG).

2.5 Metformina efertilizacéo in vitro (FI'V)

Tem sido demonstrado que a metformina leva a reducdo dos niveis de
insulina, testosterona e LH em mulheres com SOP (M orin-Papunen, Koivunen et al.,
1998; Ehrmann, Barnes et al., 1999). Por este motivo tem-se “hipotetizado” que a
administracdo concomitante de metformina, antes e durante o tratamento de FIV
(Stadtmauer, Toma et al., 2001; Kjotrod, Von During et al., 2004) (Fedorcsak, Dale
et al., 2003), em mulheres com SOP, poderia reduzir as doses de FSH utilizadas e
melhorar a qualidade embrionaria e taxas de gravidez.

Stadtmauer et al. (2001) realizaram um estudo retrospectivo com 46

mulheres n&o obesas (IMC = 26,5 kg/m?) resistentes ao citrato de clomifeno em 60
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ciclos de FIV-ICSI. Na metade dos ciclos, administram metformina na dose de 1.000
a 1.500 mg/dia. No grupo de mulheres para as quais se administrou metformina,
observaram que o numero total de foliculos foi menor quando comparados com
aquelas que usaram somente FSH, porém ndo houve diferencas no numero total de
foliculos maiores que 14 mm de didmetro médio. O tratamento com metformina néo
teve efeito sobre o nimero total de odcitos obtidos, todavia 0 nimero de odcitos
maduros foi maior no grupo de mulheres que usou metformina (18,4+1,5 vs.
13+1,5). Neste grupo de mulheres também foram observadas melhores taxas de
fertilizacdo (64% vs. 43%) e implantagdo com maior nimero de embribes com
quatro células ou mais (12,5 +1,5 vs. 5,9+0,9) e melhores taxas de gravidez clinica
(70% vs. 30%). Esses autores concluiram gque o uso da metformina parece melhorar
a qualidade oocitéaria em mulheres com SOP que realizaram tratamentos de FIV.
Ferdocsak et al. (2003) realizaram um estudo randomizado cruzado com
17 mulheres portadoras de SOP obesas e resistentes a insulina, e foram avaliados
dois ciclos consecutivos de inducdo da ovulagdo para FIV, sendo um ciclo com e
outro sem metformina. A metformina foi administrada na dose de 1.500 mg/dia,
iniciando seu uso trés semanas antes da inibicdo com buserelina. Esses autores
concluiram que a metformina ndo reduziu a dose de FSH utilizada, mas levou a um
aumento no nimero de odcitos recuperados. Dos estudos que avaliaram o efeito da
metformina na estimulagdo ovariana para ciclos de FIV, apenas dois foram
prospectivos randomizados duplos-cegos (Kjotrod, Von During et al., 2004; Tang,
Glanville et al., 2006). Kjotrod et al. (2004) analisaram o efeito do tratamento com
metformina em 73 mulheres com SOP que realizaram estimulagdo ovariana

controlada para ciclos de FIV. Nesse estudo as mulheres foram divididas em dois
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subgrupos; obesas (IMC > 28 kg/m?) e ndo obesas. A metformina foi administrada
na dose de 1.000 mg durante 16 semanas e até o dia de realizacdo da gonadotrofina
corionica humana. N&o foram observadas diferencas com relagdo a dose de FSH,
nimero de odcitos obtidos, taxa de fertilizagdo, qualidade embrionéria ou taxa de
gravidez clinica por transferéncia embrionaria. Tang et al. (2006) avaliaram o uso da
metformina na dose de 850 mg iniciado no primeiro dia do blogueio hipofisario com
agonista de GnRH em mulheres com SOP. Néo observaram diferencas com relacéo
adose de FSH utilizada na indugdo da ovulagéo, no nimero de odcitos captados e na
taxa de fertilizacdo entre os grupos que utilizaram metformina e placebo. As taxas de
gestacdo por ciclo (38,5% vs. 16,3%) e por embrido transferido (44,4% vs. 19,1%)
foram maiores no grupo de mulheres que fizeram uso da metformina como
coadjuvante durante a inducdo da ovulagéo. Foi também observada uma importante
reducdo na ocorréncia de sindrome de hiperestimulacdo ovariana no grupo de
mulheres que usou metformina (3,8% vs. 20,4%).

Costello et al. (2006) realizaram a mais recente metandise do uso da
metformina em ciclos de FIV e relataram que 0 uso concomitante da metformina em
ciclos de indugdo para ovulacdo para FIV ndo aumentou nem as taxas de gestacéo,
nem de nascidos vivos, sendo, todavia, efetiva na reducéo do risco de sindrome de
hiperestimulagdo ovariana odds ratio 0,21 (0,11 a 0,41). Todavia permanece a
necessidade de novos estudos prospectivos controlados com maior nimero de
mulheres, para que possamos analisar com maior segurancga o efeito da metformina
no objetivo principal dos tratamentos de reproducdo assistida que € a taxa de

nascidos vivos.



Revisdo bibliogrifica 16

2.6 O uso da metformina durante a gravidez

Um dos principais questionamentos com relacdo ao uso da metformina é
a sua manutencaéo durante a gravidez. Importante ressaltar que gestantes com SOP
apresentam maiores incidéncias de complicacfes obstétricas (Diamant, Rimon et al.,
1982; Radon, Mcmahon et al., 1999; Mikola, Hiilesmaa et al., 2001; Boomsma,
Eijkemans et al., 2006). A obesidade, a resisténcia insulinica e a hiperinsulinemia
compensatéria sdo fatores caracteristicos de grande parte das mulheres com esta
sindrome, sendo estes fatores de risco para o desenvolvimento de diabetes
gestacional e diabetes mellitus tipo Il. Alguns trabalhos tém demonstrado maior
incidéncia de diabetes gestacional nas mulheres com SOP. Mikola et al. (2001)
observaram uma incidéncia de 20% de diabetes gestacional nas mulheres com SOP
versus 8,9% nas mulheres sem SOP e Radon et al. (1999) observaram 41% versus
3%. Anttila (1998) e Kousta (2000) encontraram que entre 44 e 52% das mulheres
com diagnéstico de diabetes gestacional apresentavam SOP.

Boomsma et al. (2006), na mais recente metandlise avaliando gravidez
em mulheres com SOP, observaram que essas mulheres apresentam maiores riscos
para o desenvolvimento de diabetes gestacional, hipertensdo induzida pela gestacéo,
pré-eclampsia e nascimentos pré-termos. Também observaram que 0S recém-
nascidos de mulheres com SOP apresentaram maiores riscos de admissdo em
unidades intensivas de cuidados neonatais e maiores taxas de mortalidade perinatal.
Devido ao maior risco de complicacbes materno-fetais e neonatais, esses autores
enfatizaram a necessidade de condutas pré-concepcionais que visam areduzir o risco

de complicacdes para estas mulheres.



Revisdo bibliogrifica 17

O tratamento com metformina, durante a gestacdo, reduz a prevaléncia
de diabetes gestacional em mulheres com SOP. No estudo de Glueck et al.
(2002), no grupo de gestantes tratadas durante a gravidez com metformina na
dose de 2,55 gramas ao dia, somente 3% desenvolveram diabetes gestacional,
cifra compativel com a populacéo geral, contra 31% do grupo de gestantes ndo
tratadas. Todavia serdo necessarios novos estudos com maior casuistica para
estabelecer a indicagdo sistematica deste tratamento. O tratamento com dieta e
metformina prévios a gestacdo diminui o IMC, a resisténcia insulinica e secre¢éo
pancredtica de insulina, reduzindo as demandas sobre as células betapancredticas.
Hellmuth et al. (2000) utilizaram metformina como tratamento de gestantes
diabéticas pré-concepcionais e observaram maior prevaléncia de pré-eclampsia
neste grupo de mulheres (32%), quando comparadas com as mulheres tratadas
com sulfonilurea (7%) ou insulina (10%). Bem como maior prevaléncia na
mortalidade perinatal 11% contra 1,3%, quando comparadas com as mulheres
tratadas com insulina ou sulfonilurea. E importante levar em consideragdo que se
trata de um estudo ndo randomizado no qual as mulheres tratadas com
metformina eram significativamente mais obesas.

Jakubowicz (2002) e Glueck (2002) observaram uma maior incidéncia de
aborto de primeiro trimestre, 42% e 39% respectivamente nas mulheres com SOP,
quando comparadas com grupos-controle. As mulheres com aborto recorrente, no
primeiro trimestre, apresentam niveis elevados do inibidor de ativador tissular de
plasminogénio (PAl) (Gris, Neveu et al., 1993), 0 que supde um estado de
hipofibrindlise. Ha especulactes se este estado hipofibrinolitico provocaria uma

insuficiéncia placentéria precoce ou limitaria o desenvolvimento adequado do tecido



Revisdo bibliogrifica 18

trofoblastico. Glueck et al. (2001) avaliaram 22 mulheres com SOP que tiveram
aborto e detectaram niveis de PAl aumentados em 52% destas mulheres contra 4%
do grupo-controle. As mulheres com SOP apresentam maior polimorfismo 4G/4G
para o gene do PAI, esta situacdo hipofibrinolitica € reversivel com o tratamento
com metformina. Ao reduzir os niveis de PAI, a metformina poderiareduzir as taxas
de aborto em gestantes tratadas com metformina e com uso continuado durante a
gestacdo. Reducdo nas cifras de aborto a 10% tem sido relatada por Glueck et al.
(2001).

A metformina tem boa tolerabilidade. E uma droga da categoria B do
FDA, o que significa que ndo existem estudos suficientes em humanos, todavia ndo
foram demonstrados efeitos teratogénicos em animais. Coetzee & Jackson (1979)
avaliaram 0 uso da metformina no controle de diabetes mellitus ndo
insulinodependente ou diabetes gestacional em gravidas e ndo houve malformacdes
congénitas maiores nos fetos dessas mulheres. N&o tém sido observadas alteractes
no crescimento, na relacdo peso/estatura do recém-nascido e também ndo
observaram alteracfes do desenvolvimento psicomotor no primeiro ano de vida das
criangas cujas maes tomaram metformina durante a gestacéo (Glueck, Goldenberg et
al., 2004). Recente revisdo do uso da metformina em mulheres com SOP recomenda
gue a metformina deva ser mantida nas mulheres que engravidaram durante o uso da
metformina, devido a diminuicdo do risco de abortos de primeiro trimestre e da
incidéncia de diabetes gestaciona neste grupo de mulheres (Checa, Requena et al.,

2005).
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2.7 Conclusdes do uso da metformina no tratamento da infertilidade

em mulheres com SOP

Apbs a realizacdo dessa revisdo, podemos chegar a algumas conclusbes

com relacdo ao uso da metformina no tratamento da infertilidade em mulheres com

SOP:

O uso da metforminaleva a melhores resultados nas taxas de ovulacéo
guando comparados ao placebo em mulheres com SOP.

N&o h& um consenso se a meftormina deve ser considerada como
primeira linha de tratamento para inducéo da ovulagdo em mulheres
com SOP no lugar do citrato de clomifeno.

Com relagdo ao uso da metformina coadjuvante na estimulacdo
ovariana controlada para ciclos de FIV, a literatura estd em
concordancia nos efeitos de diminuicdo dos riscos de ocorréncia de

sindrome de hiperestimulacéo ovariana.

. A manutencdo da terapéutica com metformina na gravidez na maioria

dos estudos tem se mostrado benéfica na prevencdo de aborto no
primeiro trimestre, no entanto os dados da literatura ndo permitem

uma conclusado definitiva.
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3.1 Resumo

Expressdo génica do receptor de IGF-1 em células da granulosa luteinizadas de
mulheres com sindrome dos ovarios policisticos (SOP), ndo obesas, com
sensibilidade a insulina normal, tratadas e ndo tratadas com metformina.

OBJETIVO: avaliagdo da expressdo génica do receptor do fator de crescimento
semelhante a insulina de IGF-1 em células da granulosa luteinizadas do cumulus de
mulheres ndo obesas, com sensibilidade a insulina normal, com sindrome dos ovarios
policisticos (SOP) tratadas e ndo tratadas com metformina.

MODELO DO ESTUDO: prospectivo, longitudinal, randomizado.

PACIENTES E METODOS: avaliamos 12 mulheres com ciclos ovulatorios, 9
mulheres com SOP e 8 mulheres com SOP e tratadas com metformina, ao menos 8
semanas na dose de 1.700 mg/dia. Todos os grupos foram similares com relagdo ao
peso, ao indice de massa corporal (IMC), a circunferéncia da cintura e com
sensibilidade a insulina normal. Todas as mulheres foram submetidas a estimulagao
ovariana controlada com uso de agonista de GnRH em protocolo longo e
gonadotrofinas para ciclos de FIV/ICSI. As células da granulosa do cumulus foram
obtidas por microdissec¢do dos cinco maiores foliculos pré-ovulatorios. A expressao
génica do receptor de IGF-1 foi determinada RT-PCR semiquantitativa. Foram
avaliadas as concentragdes séricas e foliculares de estradiol, progesterona,
testosterona, FSH, LH, SHBG, glicose, insulina e IGF-1. Para andlise estatistica,
foram utilizados os testes: ANOVA, Newman-Keuls, coeficiente de Pearson e

regressao linear multipla, sendo considerado nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS: nao foram observadas diferencas com relacdo a expressao gé€nica
do receptor de IGF-1 nos trés grupos analisados (P>0,05). O numero de oocitos (20,4
vs. 13,1 vs. 11,5, P= 0,009), os niveis séricos de estradiol (1.896,00 pcg/mL vs.
985,20 pcg/mL vs. 908,10 pcg/mL, P = 0,03) e testosterona (1,43 ng/mL vs. 0,89
ng/mL vs. 0,82 ng/mL pcg/mL, P = 0,02) foram maiores no grupo de mulheres com
SOP nao tratadas com metformina em comparacdo com as mulheres com ciclos
ovulatorios e tratadas com metformina, respectivamente. As mulheres com ciclos
ovulatorios (50.710+42.520 ng/mL) apresentaram maiores concentragdes foliculares
de progesterona quando comparados com as mulheres com SOP tratadas
(13.660+£5.212 ng/mL) e nao tratadas com metformina (17.680+6.644 ng/mL)
(P=0,01). Na avaliagdo da regressao multipla, a testosterona sérica ndo sofreu
influéncia da expressao génica do receptor de IGF-1 ou do IMC.

CONCLUSOES: as altas concentracdes séricas de estradiol e testosterona, maior nimero
de odcitos no grupo de mulheres com SOP nao tratadas com metformina nos levam a
concluir que mulheres com SOP provavelmente tém uma maior sensibilidade a
estimulacdo da esteroidogénese ovariana quando comparadas com mulheres sem essa
doenga, embora nao tenha sido encontrada diferencga na expressao do receptor de IGF-1
nos trés grupos analisados. A similaridade dos resultados deste estudo entre mulheres
com SOP tratadas com metformina e com ciclos ovulatdrios nos levam a “hipotetizar”
que um dos possiveis mecanismos de a¢do da metformina no sistema IGF-1 nas células

da granulosa do cumulus poderia ser por mecanismos pos-receptores.

Palavras-chave: 1. Receptor de IGF-1. 2. SOP. 3. Expressdo génica. 4. Metformina.

5. Células da granulosa 6.Reproducao assistida.
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3.2 Abstract

Gene expression of the IGF-1 receptor in luteinized granulosa cells from non-obese
women with polycystic ovarian syndrome (PCOS) and with normal insulin

sensitivity, treated or not with metformin.

OBJECTIVE: evaluation of the gene expression of the IGF-I receptor in luteinized
cumulus granulosa cells from non-obese women with normal insulin sensitivity and
with polycystic ovarian syndrome (PCOS) treated or nor with metformin.

STUDY MODEL: prospective, longitudinal, randomized.

PATIENTS AND METHODS: we evaluated 12 women with ovulatory cycles and 9
women with PCOS who had been treated for at least 8 weeks with a metformin dose
of 1700 mg/day. All groups were similar in terms of weight, body mass index (BMI),
and waist circumference and all had normal insulin sensitivity. All women were
submitted to controlled ovarian stimulation with a GnRH agonist in a long protocol
and with gonadotropins for IVF/ICSI cycles. Cumulus granulosa cells were obtained
by microdissection of the five largest pre-ovulatory follicles. Gene expression of the
IGF-1 receptor was determined by semiquantitative RT-PCR. Serum and follicular
concentrations of estradiol, progesterone, testosterone, glucose, FSH, LH, insulin,
SHBG, and IGF-1 were determined. Data were analyzed statistically by ANOVA and
by the Newman-Keuls test and the Pearson coefficient and linear multiple regression
were calculated, with the level of significance set at 5%.

RESULTS: no difference in gene expression of the IGF-I receptor were observed

between the three groups studied (P>0.05). The number of oocytes (20.4 vs. 13.1 vs.
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11.5, P= 0.009) and the serum levels of estradiol (1,896.00 pcg/mL vs. 985.20
pcg/mL vs. 908.10 pcg/mL, P = 0.03) and testosterone (1.43 ng/mL vs. 0.89 ng/mL
vs. 0.82 ng/mL pcg/mL, P = 0.02) were higher in the group of women with PCOS
not treated with metformin than in women with ovulatory cycles and in women
treated with metformin, respectively. The women with ovulatory cycles
(50.710+42.520 ng/mL) presented higher follicular concentrations of progesterone
compared with women with PCOS treated (13.660+£5.212 ng/mL) or not with
metformin (17.680+6.644 ng/mL) (P=0.01). Multiple regression revealed that serum
testosterone was not affected by the gene expression of the IGF-1 receptor or by
BMI.

CONCLUSIONS: the high serum concentrations of estradiol and testosterone and the
larger number of oocytes in the group of women with PCOS not treated with
metformin lead us to conclude that women with PCOS probably have greater
sensitivity to stimulation of ovarian steroidogenesis than women without the disease,
although no difference was detected in the expression of the IGF-I receptor between
the three groups studied. The similarity of the present results for the women with
PCOS treated with metformin and for the women with ovulatory cycles leads us to
hypothesize that one of the possible mechanisms of action of metformin on the IGF-1

system in cumulus granulosa cells may be of the post-receptor type.

Key-words: 1. IGF-1 receptor. 2. PCOS 3. Gene expression 4. metformin5.

granulosa cells. 6. assisted reproduction .
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3.3 Introducao

A sindrome dos ovdrios policisticos representa a principal endocrinopatia
ginecologica na idade reprodutiva, com incidéncia de 6-10% das mulheres no
menacme (1). E considerada a causa mais comum de infertilidade por anovulagio,
podendo em alguns paises, como nos EUA, representar a principal causa de
infertilidade feminina (2). Atualmente, acredita-se que sua etiopatogenia seja
ocasionada pelos fatores de origem genética desencadeados por fatores ambientais.
O tipo de herenga genética provavelmente ¢ poligénica, sendo que os genes mais
freqiientemente associados com a SOP sdo os relacionados com a biossintese, acao e
regulacao de androgénios, genes envolvidos na resisténcia insulinica € no processo
inflamatério cronico e aterosclerose (3).

Dos fatores ambientais podemos citar, o estilo de vida sendo a obesidade
tanto um desencadeador como um complicador da SOP, cerca de 50% das mulheres
com SOP s3o portadoras de obesidade (4). O Consenso de Rotterdam sugere
realizagao de rastreamento para sindrome metabolica em todas as mulheres com
SOP e portadoras de obesidade. (5).

A resisténcia insulinica e a hiperinsulinemia compensatoria permanecem
como os elementos mais importantes na etiopatogenia da SOP (6), e estes fatores
fazem com que a SOP seja vista como uma doenca de carater metabolico com
importantes repercussoes a longo prazo, como o maior risco de desenvolvimento de
diabetes mellitus, sindrome metabdlica e doenga cardiovascular, associados a maior

risco de doenca coronariana nestas mulheres (7).
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Ao mesmo tempo se cria um paradoxo, pois, enquanto na maioria dos
orgdos de acdo da insulina ¢ observado um estado de resisténcia, no ovario ocorre
um aumento de sensibilidade (8, 9), com um maior estimulo na esteroidogénese com
potencializagdo na produgdo androgénica e maior risco de desenvolvimento de
sindrome de hiperestimulacdo ovariana (SHO), quando essas mulheres sao
submetidas a estimulacao ovariana controlada (10).

Os efeitos da insulina na fungdo reprodutiva repercutem em todos os
passos da fun¢ao ovariana, atuando tanto na foliculogénese, esteroidogénese, como
na qualidade oocitaria e embrionaria (6).

Para tentar entender esse paradoxo, torna-se necessario compreender os
mecanismos moleculares envolvidos na SOP, com atencdo especial aos fatores
paracrinos e autocrinos envolvidos na auto-regulacdo da fungao ovariana.

Alguns mecanismos moleculares envolvidos na SOP estdo descritos
como o estudo de Dunaif que, ao estudar cultura de fibroblastos de mulheres com
SOP, detectou alteragdes na fosforilagdo da serina em 50% dos casos (11). Um
ponto importante na etiopatogénese da SOP ¢ a evidéncia de que a fosforilacdo da
serina poderia modular a atividade da enzima p450cl70, uma das enzimas
responsavel pela regulacao da biossintese de androgénios (12). Nas células da teca, a
insulina estimula diretamente a p450c17a com conseqiiente aumento de atividade
das enzimas 17 o hydroxilase e 17,20 liase, com aumento na producdo de
androstenediona e conseqiiente aumento na producgdo de testosterona (13).

Outro ponto que merece destaque na compreensdo da acdo da insulina no
tecido ovariano ¢ sua interagdo com sistema IGF. Em nosso grupo, avaliamos

previamente a participacdo do sistema IGF -1 na fisiologia da SOP e observamos



Artigo cientifico 37

maior resposta ao teste da L-Dopa em mulheres com SOP nao obesas (14). Tanto a
insulina como o IGF-1 atuam como fatores potencializadores da acdo das
gonadotrofinas em mulheres com SOP. Atengdo especial deve ser dada ao receptor
IGF-1, devido ndo so6 a sua grande similaridade com o receptor de insulina (15), mas
também por ser um importante fator regulador da funcdo ovariana. Tanto o receptor
de insulina como o receptor de IGF-1 s@o compostos por duas subunidades alfa e
duas subunidades beta, sdo ativados por agdo tirosina cinase, podendo inclusive se
formar com dimeros e constituir receptores hibridos (16) e, desta maneira, ser alvo
de acdo tanto do IGF-1, IGF-2 como da insulina (17).

A participagdo da resisténcia insulinica e da hiperinsulinemia
compensatdria na SOP tem levado ao uso de agentes insulinossensibilizantes como
parte da terapéutica, sendo a metformina uma das drogas mais utilizadas e estudadas
neste tratamento. Os efeitos benéficos da metformina, no tratamento das mulheres
com SOP, foram observados em estudo prévio, em nosso grupo, como regularizagao
de ciclos menstruais, redistribuicdo de gordura corporal com diminuicao da
circunferéncia da cintura, diminuicao dos niveis séricos de testosterona e melhora no
perfil lipidico com o uso da metformina, corroborando com outros autores (18, 19).

As mais recentes publicagdes tém levado a metformina a ser considerada
como primeira ou segunda opg¢do no tratamento de mulheres com SOP e desejo de
gestagdo (20). Embora, o estudo de Legro et al. traga evidéncias de que os efeitos
metabolicos da metformina ndo sdo traduzidos para as taxas de nascidos vivos, com
piores resultados quando comparados com o uso do citrato de clomifeno (21).

No uso coadjuvante em ciclos de FIV, ha um consenso com relagdo ao

uso da metformina apenas na prevengdo da SHO, uma das principais complicagdes
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das técnicas de reprodugdo assistida para mulheres com SOP (22). A metformina
também tem se mostrado benéfica durante a gestagdo, ao diminuir as taxas de aborto
(23) e a ocorréncia de diabetes gestacional em mulheres com SOP (24).

Com uso cada vez mais atuante na pratica clinica diaria, mesmo em
mulheres com sensibilidade normal a insulina (25, 26), pouco se tem descrito com
relacdo aos mecanismos moleculares da metformina na funcdo ovariana e aos
mecanismos envolvidos na regulacao do sistema IGF. Em um dos mais recentes
estudos publicados, Seibel et al. (27)avaliaram os niveis séricos de IGF-1 ¢ IGFBP-
1, em mulheres obesas com SOP, tratadas e ndo tratadas com metformina e ndo
encontraram diferencas entre os dois grupos, dados condizentes com estudos prévios
do nosso grupo (18).

No intuito de entender a participagdo do sistema IGF-1 na fungao
ovariana, neste estudo avaliamos a expressao do receptor de IGF-1, utilizando células
da granulosa do cumulus odcitos de mulheres com SOP tratadas ¢ ndo tratadas com
metformina, comparadas com mulheres com ciclos ovulatérios, bem como
analisamos os niveis foliculares e séricos dos principais hormonios e fatores

envolvidos na funcao ovariana.

3.4 Pacientes e M é&odos

3.4.1 Pacientes

Os dados deste estudo foram coletados no Instituto Valenciano de

Infertilidade (IVI-Sevilha - Espanha), e a avaliacdo de RT-PCR foi realizada em
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parceria com a Universidade de Sevilha-Espanha. O estudo foi aprovado pelo comité
de ética da instituicdo e todas as mulheres assinaram o termo de consentimento
informado, antes do seu inicio.

Os critérios gerais de inclusdo para todas as participantes do estudo
foram: idade entre 20 e 37 anos, IMC menor que 30 kg/m’, auséncia de utilizacdo de
qualquer medicagcdo hormonal no periodo de 60 dias, anteriormente a inclusdo no
estudo, niveis normais de prolactina, funcao tireoidiana normal, auséncia de cirurgias
prévias ovarianas, endometriomas ou cistos ovarianos maiores que 10 mm.

Todas as mulheres com SOP cumpriram os critérios diagnosticos de SOP
definidos no Consenso de Rotterdan de 2003 das Sociedades Européia e Americana
de Reproducdo Humana (28). Apresentavam dois de trés dos seguintes critérios:
intervalos intermenstruais maiores que 35 dias, hirsutismo (Indice de Ferriman-
Gallwey > 8) e/ou niveis séricos de testosterona total > 1,2 ng/mL e critérios ultra-
sonograficos caracteristicos de SOP, definidos com a presenga de 12 ou mais
foliculos entre 2-9 mm e/ou volume ovariano superior a 10 cm’, sendo alteracio em
apenas um ovario suficiente para o diagnostico. Em nenhuma mulher com SOP
foram detectadas alteragdes da funcdo hepatica ou renal, hiperplasia adrenal classica
ou nao classica e tumores virilizantes.

Todas as mulheres com ciclos ovulatérios tinham ciclos menstruais
regulares a cada 21-35 dias, auséncia de hirsutismo (indice de Ferriman-Gallwey <
8) e morfologia ovariana a ultra-sonografia normal, caridtipos normais e estavam
incluidas no programa de doagao de 6vulos.

Foram incluidas nesta pesquisa nove mulheres com SOP (idade

32,5042,62 anos) que foram submetidas a estimulacdo ovariana controlada com o
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uso de gonadotrofinas; oito mulheres com SOP e tratadas com meformina Dianben®
(Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), na dose de 1.700 mg, por pelo menos 8
semanas prévias e durante a estimulacdo ovariana controlada até a presenga de
batimentos cardiofetais observados no exame ultra-sonografico no caso de gravidez
(idade 25,56+5,29 anos) e 12 mulheres, com ciclos ovulatérios (idade 25,33+4,01
anos). No momento de inclusao no estudo, todas as mulheres foram submetidas a
avaliacdo clinica e pun¢do venosa para completa andlise hormonal.

A avaliagdo clinica inicial foi constituida de medidas antropométricas
(peso, IMC, medidas da circunferéncia da cintura ¢ do quadril) e indice de Ferriman-
Gallwey (29). O IMC foi calculado com a férmula peso dividido pela estatura ao
quadrado. A medida da cintura foi considerada a menor medida entre o ultimo
rebordo costal e a crista iliaca. A medida do quadril foi considerada a medida entre
os trocanteres. Essas medidas foram realizadas com a paciente em posi¢do supina,
com o abdomen relaxado, bragos ao longo do corpo. Na mesma consulta foi
realizado ultra-sonografia transvaginal.

As mulheres com ciclos ovulatorios, com SOP e com SOP tratadas com
metformina foram homogéneas, respectivamente com relagdo ao peso (58,82+8,50
kg vs 59,43+8,56 kg vs 64,7+12,8 kg P=0,40), IMC (22,54+2,88 kg/m® vs
23,394+2.99 kg/m2 Vs 23,22+4.25 kg/m2 P=0,82), circunferéncia da cintura
(74,00+6,88 cm Vs 75,22+5,26 cm VS 76,6+£10,2 cm P=0,86), relacdo cintura-quadril
(0,74+0,03 vs 0,78+0,05 vs 0,77+0,04 P= 0,08) e avaliacao da resisténcia insulinica
pelo Quantitative Insulin-Sensitivity Check Index (QUICKI) (0,44+0.03 vs 0,41 +

0,04 vs 0,43+0,03 P= 0,19).
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3.4.2 Uso de metformina e avaliacéo daresisténcia ainsulina

O uso da metformina para as mulheres com SOP foi definido mediante

randomizagdo através da pagina WEB http://www.randomization. Para uma melhor

adaptacdo a mettormina, o seu uso foi realizado com doses progressivas, sendo
orientado o uso de 425 mg na primeira semana, 850 mg na segunda semana e 1.700
mg nas demais semanas. A utilizacdo da metformina ocorreu independente da
presenca ou nao de resisténcia insulinica avaliada através do QUICKI =
1/[log(insulina jejum) + log(glicemia jejum)], com as seguintes unidades: insulina

em pUI/mL; glicemia em mg/dL, sendo considerado valor normal > 0,34 (30).

3.4.3 Estimulacéo ovariana controlada e captacéao oocitaria

Para a programacdo do inicio da estimulacdo ovariana controlada, foi
utilizado anticoncepcional oral composto por 0,03 mg de etinil estradiol e 0,15 mg de
levonorgetrel (Microgynona ®, Schering Berlim, Germany) iniciado entre o primeiro
e terceiros dias do ciclo anterior, por um periodo minimo de 15 dias e maximo de 30
dias, sendo suspenso cinco dias prévios a data de inicio da estimuala¢do ovariana
controlada. Para o bloqueio hipofisario, foi utilizado acetato de leuprorelina (Procrin
® , Abbott Laboratories AS, Madrid, Spain) frasco com 2,8 mL subcutaneo na dose
de 0,1 mL iniciado dez dias antes do inicio da estimulagdo ovariana controlada. Uma
vez confirmado o bloqueio hipofisario com auséncia de foliculos ovarianos maiores
que 10 mm, a dose de acetato de leuprorelina foi reduzida a 0,05 mL a partir do

inicio da estimulagao e mantida até o dia de administragao do HCG.
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Na estimulagdo ovariana controlada, utilizaram-se hormoénio foliculo
estimulante recombinante (FSH ® Gonal-F, Serono Laboratories, Madrid, Spain) e
gonadotrofina humana de mulher menopausada (HMG Lepori®, Fama Lepori,
Barcelona, Spain) nas doses de 150 UI e 75 Ul, respectivamente, ajustando a partir do
terceiro dia de estimulagdo, de acordo com os niveis de estradiol e com o crescimento
folicular avaliado por ultra-sonografia bidimensional. Na presenca de dois ou mais
foliculos maiores ou iguais a 18 mm, foi indicado gonadotrofina corionica humana
(HCG-Lepori ® Fama Lepori, Barcelona, Spain) via subcutaneo, na dose de 10.000 UI.

A puncgdo oocitaria foi realizada 36 horas apds o uso do HCG-Lepori ®,
sendo guiada por ultra-sonografia transvaginal, realizada com agulha Swemed tipo
"IVI” de 16 G, com bisel de 60° fixada ao transdutor por meio de uma guia de
pungdo. Para aspiracdo, utilizou-se o aspirador modelo Labotec Aspirator 4014 que
proporciona uma pressao negativa de 140 mm Hg. Utilizou-se o “bloque térmico”
modelo COOK [VF a temperatura constante de 37 °C, para manter os tubos
aquecidos durante a aspiracao oocitaria. Foram puncionados isoladamente os cinco
maiores foliculos dos dois ovarios até a obtencdo de cinco oocitos. Os foliculos
foram selecionados de acordo com o tamanho (maiores ou iguais a 17 mm de

diametro médio) e acessibilidade.

3.4.4 Preparacao das células da granulosa do cumulus e do fluido

folicular

Os oo6citos foram colocados em placas de petri (Nunc 150288)

previamente aquecidas em uma superficie a 37 °C, para evitar mudangas de
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temperatura. O meio de lavado utilizado foi Wash (HTF-HEPES). As células da
granulosa foram obtidas com a realizagdo de cortes dos cumulus de cada odcito, a
partir de técnicas de microdissecc¢do, utilizando agulhas de 25 G acopladas a seringas
de insulina de 1 mL. Foram realizados véarios cortes longitudinais, paralelos a
superficie de trabalho, em movimentos suaves, evitando tocar a placa para com isso
nao liberar particulas plésticas que poderiam ser toxicas ao odcito. Uma seringa ¢
utilizada para fixar o cumulus oocitario, e com o bisel da outra cortam-se as células
da granulosa. As células da granulosa obtidas a partir dos cumulus dos cinco odcitos
foram lavadas em separado com meio de lavado wash em uma placa limpa de wash.
As células da granulosa do pool de cinco odcitos foram depositadas em criotubos,
com a menor quantidade possivel de meio de lavado, e os criotubos foram colocados
imediatamente em nitrogénio liquido para congelamento e armazenados a — 80 °C até
o momento da extracao do RNA.

O pool de fluido folicular resultante dos cinco oodcitos de onde foram
retiradas as células da granulosa foi depositado em dois tubos de Falcon com um
volume maximo de 6 mL. Os tubos foram imediatamente centrifugados a 600 G
durante 10 minutos, sendo o sobrenadante pipetado e armazenado em trés tubos

Gobelet e armazenados a -80 °C até o momento de avaliagdo hormonal.

3.4.5 Padronizacao de extracdo de RNA total de células da granulosa

Foi realizada extragdo de RNA total do pool de células da granulosa do
cumulus dos cinco odcitos obtidos por microdisse¢ao de cada paciente. A quantidade

de células da granulosa obtidas, bem como a contaminagdao de sangue ¢ muito
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variavel. Para minimizar os problemas derivados para a extracdo de RNA, foi
utilizado o kit Tripure Isolation Reagent (Roche, Mannheim, Germany). Este kit nos
permite obter aproximadamente 1-1,5 microgramas de RNA por mg de cada amostra
pura de células, com pureza aceitavel independentemente de ser ou ndo escassa a
quantidade de células ou que possa ou nao ter contaminagdo sangiiinea. Para manter
a integridade do RNA, ¢ muito importante que as cé¢lulas da granulosa sejam
congeladas imediatamente apds sua extragdo. Para isso, durante a fase de
padronizagdo da técnica, ndo obtivemos resultados adequados ¢ RNA degradado ou
nao amplificdvel em amostras que permaneceram mais de 30 minutos sem serem
congeladas.

Para a quantificagdo do RNA total, foi utilizado o espectrofotometro
(Shimadzu UV 160-A). Com a absor¢ao a 260 nm que nos deu a quantidade de RNA
(1 unidade de D.O. corresponde 40 pg/mL de RNA), e a 280 nm que nos
proporcionou a quantidade de proteina, a relacdo entre D.0.260/D.0.280 foi

compreendida entre 1,7 e 2.

3.4.6 RT-PCR qualitativa e RT-PCR semiquantitativa

Para este passo, usamos O kit Titan one tube RT-PCR kit (Roche,
Mannheim, Germany) na versdo ramdom primers. Este método utiliza um s6 passo
para as duas fases: retrotranscri¢ao e amplificacao.

Primeiro passo: 55° durante 60 minutos.

Segundo passo: Primers especificos para amplificar o cDNA com 40 ciclos
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Para comprovar a validez das amostras de RNA, foi amplificado o gene
da B-actina humana, naquelas amostras de prova, utilizadas no periodo de
padronizagdo da técnica de extragdo. As amostras, em que ndo foi possivel a
amplificagdo, foram descartadas do estudo. Todos os primers utilizados neste estudo
foram desenhados no Departamento de Citologia e Histologia Normal e Patologica
da Universidade de Sevilha e adquiridos da TIB MOLBIOL Berlim - Germany.
Foram utilizados os seguintes primers:

Primer forward: 5'-TTGTAACCAACTGGGACGATATGG-3"
Primer reverse: 5 -GATCTTGATCTTCATGGTGCTAGG-3"
O produto de amplificagdo previsto ¢ de 746 pb.

Os produtos de todas RT-PCR foram separados em um gel de agarose a
3% e tintos com bromuro de etidio. Para confirmar a qualidade do RNA total, obtido
das células da granulosa do cumulus, em um primeiro momento, avaliamos
qualitativamente a expressdo do gene de referéncia da B-actina humana e dos genes
dos receptores de IGF-1, FSH e LH mediante os seguintes primer Sets.

IGF-IR
5’-ACC CGG AGT ACT TCA GCG CT-3’
5’-CAC AGA AGC TTC GTT GAG AA-3’

O produto de amplificagdo previsto ¢ de 246 pb.
FSH-R
5’"GAGAGCAAGGTGACAGAGATTCC-3’
5’CCTTTGGAGAGAATGAATCTT-3’

O produto de amplificagdo previsto ¢ de 342 pb
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LH receptor

Outer

5’"GCATCTGTAACACAGGCATC 3’
S’CATCTGGTTCAGGAGCACAT 3’

Nested

5’"GCAGAAGATGCACAATGGAG 3’
5’CTCTCAGCAAGCATGGAAGA 3°

O produto de amplificagdo previsto ¢ de 342 pb.

ApOs esse passo, optamos por avaliar de maneira semiquantitativa cada
um dos genes inicialmente avalidados qualitativamente, sendo o gene do receptor de
IGF-1 o primeiro a ser estudado, a avaliagdo de todos os demais genes sera motivo
de estudos subseqiientes a este.

Precedendo o estudo semiquantitativo do receptor de IGF-1, com o
objetivo de avaliar a qualidade do RNA foi realizado RT-PCR de 40 ciclos (31) com
analise qualitativa, utilizando-se 100 ng de RNA, de todas as amostras do pool de
células da granulosa de cada mulher incluida no estudo. Em todos os géis analisados
foi possivel constatar a presen¢a das bandas dos genes da P-actina humana e do
receptor de IGF-1.

A analise semiquantitativa da RT-PCR foi realizada em duplicata, usando
100 ng de RNA total e dilui¢des a 10 ng e 1 ng, respectivamente, de cada amostra
com avaliagdo em paralelo entre o gene da B-actina humana e do receptor de IGF-1.
A digitaliza¢ao das imagens foi realizada mediante o software TDI’s lane manager
2.2 para PC. Para analise das imagens digitalizadas, foi utilizado o programa Scion

Image Software (ScionCorp., Frederick, MD).
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3.4.7 Dosagens das concentracbes hormonais no soro e fluido
folicular de glicose, insulina, SHBG, |GF-1, testosterona, estradiol,

LH, FSH e progesterona

Para as dosagens das concentragdes hormonais, as coletas sangiiineas
foram realizadas entre as 8:00 e 9:00 horas apds 12 horas de jejum e repouso,
sendo coletado um total de 20 mL de sangue total, o sangue foi centrifugado a
600 G durante 10 minutos e o soro armazenado a -80 °C até o momento das
avaliacdes hormonais. As concentragdes no soro e no fluido folicular de glicose
foram determinadas pelo método ultravioleta enzimatico (método hexoquinasa),
Olympus AUS400, as concentracdes de insulina, SHBG e IGF-1 foram
determinadas pelo método quimiluminescéncia, Immulite 2000 (DPC, Dipesa AS,
Madrid, Spain), as concentra¢des de testosterona, estradiol, LH ¢ FSH foram
determinadas por quimiluminescéncia pelo aparelho, ACCESS, Beckman Coulter
com kits proprios CA, USA e as concentragdes de progesterona foram mensuradas
pela Técnica ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay), teste quantitativo
automatizado no sistema VIDAS, BioMérieux AS, Marcy-I’Etoile, France. Todos
os coeficientes de variacdo intra-ensaio neste estudo foram menores que 10. Para
as dosagens das concentragdes foliculares de estradiol e progesterona foi
necessaria a realizagdo de diluigdes com diluente dos proprios kits até a obtengao

dos valores observados.
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3.4.8 Andlise estatistica

Para verificar a normalidade ou nao da distruibuicdo dos valores
amostrais, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Kolmogorov-Smirnov, nao
sendo rejeitada a hipdtese de normalidade de nenhuma das varidveis. A
comparagdo entre idade, peso, IMC, circunferéncia da cintura, circunferéncia do
quadril e relagdo circunferéncia da cintura/circunferéncia do quadril, duracdo do
tratamento em dias, dose de FSH em UlI, dose de hMG em UI, niumero de odcitos,
concentracdes séricas e foliculares de estradiol, progesterona, FSH, LH,
testosterona, SHBG, insulina, glicemia e IGF-1 e expressao génica do receptor de
IGF-1 foi realizada com o teste ANOVA e pos-teste de Newman-keuls. Para a
comparagao entre o numero de casos de SHO, foi utilizado o teste do Qui-
quadrado. A correlagdo entre as concentragdes séricas e foliculares de estradiol,
progesterona, FSH, LH, testosterona, SHBG, insulina, glicemia e IGF-1 foi
realizada com o coeficiente de correlacdo Pearson. Foi calculado o modelo de
regressao multipla para avaliar a relagdo da concentragdo sérica de testosterona
como varidvel dependente e a expressdo génica do receptor de IGF-1, IMC,
numero de oocitos, concentracdes foliculares de testosterona e concentragdes
séricas de insulina como variaveis independentes. O nivel de significancia
adotado neste estudo foi de 5%, com o resultado das varidveis expresso em média
e desvio-padrdao. Os procedimentos estatisticos foram realizados utilizando os
seguintes programas estatisticos: software GraphPad Prism version 3.00 for

Windows (GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com e

Satistical Package for Social Sciences (SPSS, Chicago, IL, USA)
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3.5 Resultados

3.5.1 Avaliacdo da expressao génica do receptor de | GF-1 nas células

da granulosa do cumulus

A preparagdo de células da granulosa do cumulus realizada por
microdissec¢do manual permitiu a obtencdo de RNA e DNA em quantidade e
qualidade suficientes para realizacdo de RT-PCR qualitativa dos genes do receptor de
IGF-1, LH, FSH e B-actina de mulheres com ciclos ovulatorios (Figura 1). Essa
técnica apresentou boa reprodutividade, sendo possivel a obtencdo de RNA com
quantidade e qualidade suficientes para a realizagdo de RT-PCR qualitativa do gene
do receptor de IGF -1 em todas as mulheres dos trés grupos de estudo. (Figuras 2, 3).

Nao foram detectadas diferengas estatisticamente significativas com
relagdo a expressao génica do receptor de IGF-1 nas células do cumulus entre os trés

grupos analisados (P = 0,18) (Figura 3).

3.5.2 Avaliacao das concentragdes hormonais séricas e foliculares

As mulheres com SOP ndo tratadas com metformina apresentaram
maiores concentracdes séricas de estradiol no dia da puncdo oocitaria, quando
comparadas com os grupos de mulheres com ciclos ovulatorios e mulheres com SOP
tratadas com metformina, com valores respectivamente de 1.896,00+1.300 pcg/mL,
985,20+£396,70 pcg/mL e 908,10+£497,40 pcg/mL (P = 0,03). Ao analisarmos

concentragdes foliculares de estradiol, ndo houve diferenca estatistica nos trés grupos
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avaliados (P = 0,63) (Tabela 1). As concentragdes séricas de progesterona foram
menores no grupo de mulheres com SOP tratadas com metformina, quando
comparadas com as mulheres com ciclos ovulatérios € com SOP ndo tratadas com
metformina, com valores respectivamente de 4,74+1,92 ng/mL, 9,01£5,45 ng/mL e
11,55+6,92 ng/mL (P = 0,04) (Tabela 1). O grupo de mulheres com ciclos
ovulatorios apresentou maiores concentragdes foliculares de progesterona, que as
mulheres com SOP tratadas e ndo tratadas com metformina, com valores
respectivamente de 50.710+42.520 ng/mL, 13.660+5.212 ng/mL e 17.680+6.644
ng/mL (P = 0,01). As concentracdes séricas de testosterona foram maiores no grupo
de mulheres com SOP ndo tratadas com metformina, quando comparadas com as
mulheres com ciclos ovulatérios ¢ com SOP tratadas com metformina, com valores
respectivamente de 1,43+0,75 ng/mL, 0,90+0,22 ng/mL ¢ 0,83+0,19 ng/mL (P =
0,04) (P = 0,02) (Tabela 1). Na comparagdo das concentragdes s€ricas e foliculares
de insulina, glicemia, IGF-1 ¢ SHBG entre os trés grupos avaliados nao foram
encontradas diferencas estatisticas (P>0,05) (Tabela 1).

A tabela 2 mostra a avaliagao das correlagdes entre as concentragdes
séricas ¢ foliculares de estradiol, progesterona, testosterona, SHBG, insulina,
glicemia, IGF-1, FSH e LH nas mulheres incluidas neste estudo e em cada grupo.
Nos trés grupos, foram observadas correlagdes positivas entre os niveis séricos e
foliculares de FSH (P<0,05) (Tabela 2). Foram positivas as correlagdes entre as
concentragdes séricas e foliculares de SHBG, nos grupos de mulheres com ciclos
ovulatérios (r = 0,80; P = 0,002) e com SOP tratadas com metformina (r = 0,98;

P<0,0001). As concentracdes séricas ¢ foliculares de IGF-1 se correlacionaram
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positivamente nas mulheres com SOP, independentemente se tratadas (r = 0,90; P =
0,005) ou nao com metformina (r = 0,71; P = 0,04) (Tabela 2).

Foram observadas correlagdes positivas no grupo de mulheres com SOP
nao tratadas com metformina entre as concentragdes séricas e foliculares de
testosterona (r =0,67; P = 0,04) (Tabela 2, Figura 4) e entre as concentragdes séricas
e foliculares de insulina (r = 0,70; P = 0,04) (Tabela 2).

Ao considerarmos a hipotese de que os niveis séricos de testosterona
podem ser influenciados pelas concentragdes séricas de insulina e outros fatores
como IMC, no modelo de regressao multipla observamos, neste estudo, que as
concentragdes séricas de testosterona podem ser influenciadas positivamente pelo
numero de oocitos, concentragdes foliculares de testosterona, niveis séricos de
insulina e independem da expressao génica do receptor de IGF-1 e do IMC (Tabela

3).

3.5.3 Avaliacdo da resposta a indugéo da ovulacéo controlada

A resposta a inducao da ovulacdo nos trés grupos foi similar com relagao
a duracao do tratamento, a dose de hMG, as concentragdes séricas de estradiol e
progesterona no dia do HCG e ao numero de casos de SHO (P>0,05). O grupo de
mulheres com SOP ndo tratadas com metformina foi o que obteve o maior numero de
odcitos na captagdao oocitaria, quando comparadas com as mulheres com ciclos
ovulatorios e tratadas com metformina (P=0,009). O grupo de mulheres com ciclos
ovulatorios foi o que utilizou a maior dose de FSH recombinante quando comparado

com os demais grupos (P=0,02) (Tabela 4).
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Tabela 1 — Resultados relativos as médias das concentragoes séricas ¢ foliculares de
estradiol (E2), progesterona (P4), testosterona (T), SHBG, insulina,
glicemia, IGF-1, FSH e LH de mulheres ovulatorias e com SOP tratadas
e ndo tratadas com metformina, no dia da pung¢do oocitéria

Ovulatodrias SOPpP SOP - Metformina P
(N=12) (N=9) (N=8)
Sérico Folicular Sérico Folicular Sérico Folicular ~ Sérico Folicular

E2 985,204396,70  650000£376200  1896£1300° 8137004448600 908,10+497,40 730700£196200 0,026 0,60
pcg/mL
P4 9,01+5,45 50710i42520b 11,55+6,92 17680+6644 4,74:!:1,92° 13660+5212 0,04 0,01
ng/mL
T 0,90+0,22 6,8143,22 1,43£0,75° 6,80+3,24 0,83+0,19 5024107 0016 033
ng/mL

SHBG 171,60+£94,15 115,10£55,69 181,60+93,62 125,70£73,62 120,80+48,65  92,89+36,71 0,30 0,50
nmol/L

Insulina 2,60+0,97 3,12+1,70 3,64+1,92 3,42+1,35 2,77+1,53 2,65+0,87 0,26 0,54
mcU/mL

Glicemia  82,6748,82 69,75£11,77 79,75+7,63 74,67+13,21 84,00+2,98 80,75+10,31 0,50 0,15
ng/dL

IGF-1 156,30+28,84 127,70+36,16 181,30+47,45  129,30£23,60  161,90+24,41  118,00£16,20 0,29 0,67

ng/mL

FSH 6,23+1,82 4,72+2,05 4,52+1,80 2,89+1,36 4,68+1,72 3,60+1,27 0,07 0,06
mUI/mL

LH 0,17+0,14 0,09+0,14 0,12+0,08 0,03+0,07 0,21+0,09 0,03+0,04 0,23 0,29
mUI/mL

a Comparacao entre as concentragdes séricas de estradiol SOP vs. Ovulatérias e SOP-Metformina.

® Comparagdo entre as concentragdes foliculares de progesterona Ovulatérias vs. SOP e SOP-Metformina
¢ Comparagio entre as concentragdes séricas de progesterona Ovulatérias vs. SOP e SOP-Metformina

d Comparagado entre as concentragdes séricas de testosterona SOP vs Ovulatérias e SOP-Metformina
Todas as comparagdes foram realizadas com ANOVA e pos-teste: Newman-Keuls.
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Tabela 2 — Resultados referentes a avaliacdo dos coeficientes de correlagdo
entre as concentracdes séricas e foliculares de estradiol (E2),
progesterona (P4), testosterona (T), SHBG, insulina, glicemia,
IGF-1, FSH e LH das mulheres incluidas neste estudo e dos
grupos de mulheres ovulatorias, com sindrome dos ovarios
policisticos (SOP) tratadas e nao tratadas com metformina, no dia
da puncao oocitéria

Variavel N Total P Ovulatorias P SOP P SOP-Met P
(N=29) (N=12) (N=9) (N=8)

E2 r=029 0,15 =-0,12 0,72 r=040 0,29 r=0,11 0,81

pcg/mL

P4 r=023 0725 r=0,32 0,33 r=0,09 0,82 r=0,30 0,51

ng/mL

T r=043  0,02" r=0,15 0,65 r=067 0,04 r=0,19 0,64

ng/mL

SHBG r=0,69 <0000 r=0,81 0,002° r=046 0,20 r=0,98  <0,000

nmol/L 1 1

Insulina r=033 0,08 r=-0,16 0,63 r=0,70  0,04" r=0,54 0,17

mcU/mL

Glicemia  r=0,37 0,04 r=0,39 0,22 r=045 0,26 r=0,74 0,04"

ng/dL

IGF-1 r=055 0,003 r=047 0,13 r=0,71 0,04 r=09 0,005

ng/mL

FSH r=0,84 <0,000 r=0,84 0,0007°  r=0,69 0,04 r=093  0,0009°

mUI/mL 1"

LH r=0,66 0,0001° r=0,74" 0,006 r=0,92 0,0005 r=0,59 0,13

mUI/mL

Nota: todas as correlagdes foram realizadas com o coeficente de correlagdo de Pearson; P <0,05
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Tabela 3 - Resultados referentes ao modelo de regressdo multipla, considerando
concentracdo sérica de testosterona como variavel dependente e a
expressao génica do receptor de IGF-1, IMC, nimero de odcitos,
concentragoes foliculares de testosterona e as concentragdes séricas de
insulina como variaveis independentes, nas mulheres incluidas neste

estudo

Variavel dependente: testosterona sérica

Variaveis independentes Coeficientes: beta P
Expressao génica receptor

IGF-1 0,238 0,108
IMC -0,277 0,065
Numero de odcitos 0,350 0,021
T folicular 0,474 0,003
Insulina sérica 0,335 0,027
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Tabela 4 - Resultados referentes a comparagdo da resposta a estimulagdo ovariana
controlada entre mulheres com ciclos ovulatorios e mulheres com SOP
tratadas e nao tratadas com metformina

Parametro Ovulatorias SOP SOP-Metformina P
(N=12) (N=9) (N=23)
Duragio (dias) * 11,17+1,59 10,00+1,32 11,50+2,51 0,21

FSH recombinante (U)*  1363,00+335,20° 937,50+396,40  939,50+344,00 0,02
hMG (UD) * 850,00+273,90  625,00+£163,50  665,6+181,20 0,06

E2 no dia hCG (pg/mL)*  1646,00+640,20 2328,0£911,60 1619,00+863,60 0,12

P4 no dia hCG (ng/mL) * 1,51+0,85 1,37+0,59 0,86+0,19 0,11

N° odcitos * 13,08+4,17 20,44+9,36" 11,50+2,33 0,009
N° casos de SHO leve ou 1 1 2 0,55

moderada °

* Comparagdes realizadas com ANOVA e pos-teste: Newman-Keuls

® Comparagio realizada com o teste Qui-quadrado

¢ Comparagio entre as doses de FSH recombinante Ovulatdrias vs. SOP ¢ SOP-
Metformina

4 Comparacio entre o numero de odcitos SOP vs. Ovulatorias ¢ SOP-Metformina.
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Figura 1 - Avaliagdo qualitativa da RT-PCR da expressdo génica dos receptores de
IGF-1, FSH, LH-N, LH-O e do gene de referéncia da B-actina humana
em células da granulosa do cumulus de mulheres ovulatorias realizada
com eletroforese em gel de agarose a 3% e bomuro de etidio
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Figura 2 - RT-PCR qualitativa da expressdo génica do receptor de IGF-1 ¢ do
gene de referéncia da B-actina, com 100 ng, 10 ng ¢ 1 ng de RNA em

células da granulosa do cumulus de mulheres ovulatérias, com SOP
tratadas e ndo tratadas com metformina. Eletroforese em gel de agarose

a 3% e bomuro de etidio
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Figura 3 - Semiquantificacdo da expressdo génica do receptor de IGF-1 em
células da granulosa do cumulus de mulheres ndo obesas
ovulatorias, com SOP tratadas e ndo tratadas com metformina. A
linha que cruza o meio de cada quadro representa a média
(P=0,18)
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Figura 4 — Correlagdo entre as concentragcdes séricas e foliculares de
testosterona, no grupo de mulheres com sindrome dos ovarios
policisticos ndo tratadas com metformina (A) (P = 0,04) ¢ nas

mulheres incluidas neste estudo (B) (P = 0,02)
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3.6 Discussao e conclusdes

A participacdo da resisténcia insulinica/hiperinsulinemia compensatoria
na etiopatogenia da SOP (6) tem levado ao uso freqliente da metformina na pratica
clinica didria (18). A maioria dos trabalhos denota que o tratamento com metformina
repercute na diminui¢do das concentragdes séricas de testosterona e regularizacdo de
ciclos menstruais (18).

Em estudos prévios, nds demonstramos que o sistema IGF atua como
importante fator na fisiopatologia do hiperandrogenismo em mulheres com SOP,
sem obesidade (14), e ndo encontramos diferencas, quando avaliamos as
concentragdes s€ricas de IGF-1 com o tratamento com metformina (18),
corroborando com outros autores (27). Nao ha um consenso na literatura com
relagdo aos efeitos da meformina nas concentragdes séricas de IGF-1. Kolodziejczyk
et al. (2000) utilizaram 1,5 grama de metformina ao dia por 12 semanas e
observaram aumento nos niveis séricos de IGF-1, apenas nas mulheres que
apresentavam niveis elevados de S-DHEA (32). No mesmo ano, De Leo et al.
avaliaram o uso de metformina na mesma dose por 32 dias e ndo encontraram
aumento significativo nos niveis séricos de IGF-1, porém observaram aumento nos
niveis de IGFBP-1 e conseqliente diminui¢do da relagao IGF-1/IGFBP-1 ¢ menor
biodisponibilidade de IGF-1 associada a terapéutica com a metformina (33).

Na busca de uma maior compreensao da participagdo do sistema IGF na
SOP El-Roeiy et al. (34), utilizaram técnicas de hibridizacdo in Situ para avaliar o
RNA mensageiro e imunoistoquimica para andlise de proteinas. Estudaram a

expressao e localizacao dos genes e proteinas: IGFs, receptores de IGF e de insulina,
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IGFBPs 1-6, nas diferentes células ovarianas de mulheres com ovarios normais e
com SOP. A presenca de receptor de IGF-1 foi detectada apenas nas células da
granulosa, tanto em foliculos antrais como em foliculos dominantes em ovarios
normais ¢ com SOP, ja o receptor de insulina foi expresso em todos os
compartimentos celulares estudados. Nao foram detectadas expressdo génica e a
protéica de IGF-1 e IGF 2 nas células da granulosa. Apenas nas células da teca
foram detectadas a presenca de RNA mensageiro e a proteina de IGF-2 e somente
expressao génica de IGF-1. A acdo do IGF-1 ocorre via receptor de IGF-1, até o
presente momento ndo ha descri¢do da avaliagdo da expressao do receptor de IGF-1
nas células de granulosa de mulheres com SOP tratadas com metformina. Assim
para a realiza¢do deste trabalho nds “hipotetizamos” que a metformina poderia ter
papel na modulacdo do sistema IGF, para tanto avaliamos a expressao génica do
receptor de IGF-1 em mulheres com SOP tratadas e ndo tratadas com metformina,
comparadas com mulheres ovulatérias, bem como avaliamos as concentragdes
séricas e foliculares dos principais hormoénios envolvidos no desenvolvimento
folicular e oocitario, sendo este o primeiro trabalho na literatura a avaliar a
expressao do receptor de IGF-1 em células da granulosa de mulheres tratadas com
metformina.

Neste estudo, optamos por avaliar a expressao das células da granulosa
do cumulus oocitario, pois, na formag¢ao do antrofolicular, as células da granulosa
sdo divididas em duas populagdes celulares com caracteristicas morfologicas e
moleculares distintas (35). As células da granulosa do mural estdo mais relacionadas
com a parede folicular enquanto as células do cumulus estdo mais associadas com o

odcito. Estas células sdo diferentes ndo apenas quanto a localizagdo, mas também na
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expressdo e regulacdo génica (36). Provavelmente fatores derivados da interagdo
entre o oocito e as c€lulas da granulosa sejam responsaveis por essa diferenciacao
celular. O odcito que durante muito tempo foi considerado como passivo neste
processo, atualmente ¢ conhecido como um elemento ativo capaz de secretar
inimeros fatores que contribuem para o adequado desenvolvimento oocitario e
folicular (37). Os principais fatores secretados pelo o6cito que representam
importante papel nesta comunicagao bidirecional sdo o growth differentiation factor-
9 (GDF-9) (37) e o bone morphogenetic factor-15 (BMP-15) (38). Provavelmente a
comunicac¢do entre o odcito e as células da granulosa seja importante em todas as
etapas da foliculogénese, esteroidogénese e desenvolvimento oocitario (39). Esses
fatores atuam sobre as cé€lulas da granulosa e provavelmente influenciam na
proliferagdo, funcdo e diferenciacdo dessas células. Teixeira Filho et al. (40)
avaliaram a expressao de GDF-9 e BPM-15 em od6citos de mulheres com SOP e
observaram uma menor expressao de GDF-9 em todas as etapas da foliculogénese
em oocitos de mulheres com SOP, provavelmente essa alteragdo na expressao de
GDF-9 possa interferir no desenvolvimento folicular e qualidade oocitaria nessas
mulheres, contribuindo para anovulagao e infertilidade, associadas a essa doenca.

As gonadotrofinas dirigem este processo, ¢ a insulina, IGFs, androgénios
e inimeros receptores supostamente interferem ou contribuem com a regulagao deste
processo tanto oocitario como folicular (39). Estudos moleculares in vitro e in vivo
com células da granulosa buscam uma melhor compreensdo deste complexo
processo. Das principais criticas com relacdo aos estudos moleculares com células
da granulosa, podemos citar a realizacdo de culturas celulares. A obtencdo de

resultados provenientes de culturas celulares nem sempre representa o estado
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fisiologico das cé€lulas e, provavelmente com importantes diferencas na expressao
dos diferentes genes. A maioria dos estudos utiliza células provenientes de fluido
folicular, sendo que estas muitas vezes apresentam contaminagdo com elementos do
sangue como leucdcitos, trazendo uma falsa interpretacdo dos resultados. A
utilizagao de pool de células de todos os foliculos é outro fator que pode trazer
dificuldades na interpretagdo dos resultados, uma vez que foliculos de diferentes
tamanhos e estagios de desenvolvimento expressam genes de maneira distinta (41).
Dessa maneira, buscando uma melhor homogeneidade na interpretacdo dos
resultados, neste estudo optamos por utilizar as células do cumulus de foliculos
maiores que 18 mm, obtidas por microdissec¢ao mecanica. Com essa técnica, foi
possivel obter RNA em quantidade e qualidades suficientes para avaliacdo em RT-
PCR qualitativa dos genes dos receptores de IGF-1, FSH ¢ LH e de maneira
semiquantitativa avaliar a expressao génica do receptor de IGF-1. Assim essa técnica
cria uma importante ferramenta para o estudo da expressao dos diferentes genes
envolvidos no processo reprodutivo nas diversas doengas envolvidas com a
infertilidade, com boa reprodutividade e facilidade de execugao.

A escolha do estudo, expressao do receptor de IGF-1, foi ocasionada por
dois principais fatores. Primeiro devido a importancia do sistema IGF na regulacao
da funcdo ovariana, a nivel celular, molecular e clinico, atuando como fator
regulador tanto em situagdes fisioldgicas como em situacdes de doenga como a SOP,
obesidade, diabetes mellitus e sindromes associadas com resisténcia insulinica (13,
15). Trata-se de um sistema complexo composto por: insulina, IGF-1 e IGF-2,
receptores de insulina, de IGF tipo 1 e tipo 2, receptor hibrido, IGFBPs ¢ IGFBP

proteases (15). E segundo, embora os receptores de insulina e IGF-1 sejam
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codificados em cromossomos distintos, 19 (42) e 15 (17, 43, 44) respectivamente,
apresentam grande similaridade, ambos sdo receptores com ativagao do tipo tirosina
cinase, compostos por duas subunidades alfa e duas subunidades beta e apresentam
areas de homogeneidade em cerca de 60% (43, 44). Estes dados conferem ao
receptor de IGF-1 importante sitio de acao tanto do IGF-1, como do IGF-2 ¢ insulina
(17, 44). A real compreensdao do funcionamento da regulagao da fungdo ovariana
pela insulina e pelo IGF-1, nos diferentes componentes do tecido ovariano, faz parte
das possiveis explicacdes para o paradoxo de por que o ovario permanece sensivel a
acdo da insulina enquanto os demais 6rgdos de acdo da insulina permanecem
resistentes na SOP (8, 9, 45-47). O receptor de insulina no ovario tem a mesma
estrutura heterotetramica a2B2 que nos outros o0rgaos classicos de agdo insulinica
(48). Talbot et al. (49) avaliaram os receptores de insulina em mulheres com SOP e
ndo detectaram muta¢des ou alteragdes estruturais. Phy et al. (50) estudaram as
isoformas A e B do receptor de insulina em células da granulosa do cumulus e da
parede folicular provenientes de foliculos de ciclos estimulados de mulheres com
SOP e mulheres ovulatorias ndo hirsutas. Esses autores observaram maiores
expressoes de RNA mensageiro da isoforma A do receptor de insulina, isoforma
responsavel pela agdo mitogénica, quando comparadas com a expressao da isoforma
B, responsavel pela ag¢do metabolica da insulina, nas células da granulosa
independente se proveniente do cumulus ou da parede folicular. Nas mulheres com
SOP foi detectada maior expressdo dos receptores de insulina A e B, porém,
somente nas mulheres com intolerancia a glicose foram observados maiores valores
de insulina folicular, que ndo se correlacionaram com a expressao génica dos

receptores de insulina. Os niveis foliculares de insulina se correlacionaram
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positivamente com o IMC e com os niveis séricos de insulina e ndo com a presenga
de SOP. Em nosso estudo, nao foram detectadas diferencas nas concentragdes de
insulina sérica e folicular nos trés grupos analisados. Apenas no grupo de mulheres
com SOP nao tratadas com metformina, observamos correlagdes positivas das
concentragodes séricas e foliculares de insulina. No estudo de Phy (50) nas mulheres
com SOP foram observdos menores valores da relacao insulina folicular/insulina
sérica, sugerindo uma menor a¢ao da insulina intrafolicular.

Uma provavel explicacao da a¢do da insulina no ovario seria via receptor
de IGF-1 (17, 47). Em nosso estudo, ao avaliar a expressdo do receptor de IGF-1,
ndo foram observadas diferengas na sua expressao entre as mulheres com ciclos
ovulatorios e com SOP tratadas e ndo tratadas com metformina. Segundo a literatura,
as provaveis ac¢des da insulina, ao ativar o receptor de IGF-1, seriam upregulation no
numero de receptores de IGF-1 e de receptores hibridos insulina/IGF-1 (15, 51), ou
ainda na inibicdo da produgdo de IGFBP-1 (52), aumentando assim a
biodisponibilidade do IGF-1 e amplificando sua agdo com aumento dos receptores.
Sonntag et al. avaliaram o efeito metformina em culturas de células da granulosa
provenientes de mulheres sem SOP com diferentes concentragcdes de insulina e de
IGF-1 e observaram um aumento na viabilidade das células da granulosa pré-
incubadas com metformina, sugerindo que a metformina levaria a uma menor
suscetibilidade a apoptose das células da granulosa (53).

Outra provavel razdo para o paradoxo da agdo da insulina no ovario,
comparado com os outros 6rgaos, seria que as células ovarianas de mulheres com
SOP produzem maior quantidade de androgénios em resposta a estimulacdo com

insulina que células ovarianas de mulheres sem SOP (54). Em nosso estudo, os altos
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valores das concentragdes séricas de estradiol observadas no grupo de mulheres com
SOP nao tratadas com metformina, associadas a maiores concentragdes séricas de
testosterona, maior numero de odcitos obtidos neste grupo, poderiam sugerir uma
maior sensibilidade a estimulacdo ovariana no grupo de mulheres com SOP,
repercutindo assim em uma maior estimulagdo na esteroidogénese. Na analise da
regressao multipla, constatamos que as concentragoes séricas de testosterona ndo se
correlacionaram com a expressao génica do receptor de IGF-1 ou com o IMC, mas
foram associadas ao numero de odcitos, as concentragoes séricas de insulina e
foliculares de testosterona. Como na andlise da comparagdo entre os grupos, nao
observamos diferencas com relagdo aos niveis de testosterona folicular e insulina
nos trés grupos analisados, provavelmente as maiores concentragdes séricas de
testosterona ocorreram em decorréncia do maior niimero de odcitos.

Na avaliagdo da resposta ovariana, o grupo de mulheres com SOP
tratadas com metformina foi muito semelhante ao grupo de mulheres ovulatérias, no
que diz respeito as concentragdes séricas de estradiol e testosterona e numero de
odcitos obtidos, sugerindo que a metformina poderia modular a resposta ovariana em
ciclos estimulados. Inimeros estudos tém demonstrado que o uso da metformina esta
associado com presenga de ciclos regulares e redug¢do dos niveis de testosterona
plasmatica, sugerindo que a metformina poderia ter efeito direto na esteroidogénese
ovariana, todavia os mecanismos envolvidos neste processo nao estdo totalmente
esclarecidos.

Na avaliagdo do microambiente hormonal intrafolicular, observamos
maiores concentragdes de progesterona no grupo de mulheres com ciclos

ovulatérios, quando comparadas com as mulheres com SOP tratadas e ndo tratadas
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com metformina, repercutindo em menores valores séricos de progesterona no grupo
de mulheres com SOP tratadas com metformina. La Marca et al. (55) observaram
diminui¢do da atividade da 17 hidroxiprogesterona apos teste com hCG em mulheres
com SOP tratadas com metformina . Mansfield et al. (56) avaliaram o efeito da
metformina na producdo de estradiol e progesterona em células da teca e da
granulosa. Nas células da teca, observaram uma diminui¢do da produgdo de
androstenediona com a presenca da metformina e, nas células da granulosa,
observaram diminui¢cdo na producdo de estradiol e progesterona com adicao da
metformina, sugerindo que uma provavel acao da metformina seria inibir a agcdo da 3
B desidrogenase na estimula¢do da producdo de progesterona. Recente estudo de
Legro et al. (57) concluiu que o uso do citrato de clomifeno foi mais efetivo que a
metformina na indu¢do da ovulacdo e na taxa de nascidos vivos. Uma provavel
explicagdo para este fato poderia ser a diminui¢do na producdo de progesterona nas
mulheres com SOP tratadas com metformina conforme estudos in vitro de Mansfield
et al. (56) e in vivo como nosso trabalho. Outro dado importante a ser discutido é o
fato de que as mulheres tratadas com citrato de clomifeno ou metformina
apresentarem altas taxas de ovulacdo comparadas com baixos resultados de gravidez
e nascidos vivos. Essas terapéuticas sao muito mais eficazes, no que diz respeito a
ovulagdo do que a ocorréncia de gravidez. Com relacao ao citrato de clomifeno, uma
provavel razdo para este fato seria acdo anti-estrogénica endometrial. Com os
achados deste trabalho, podemos sugerir que problemas decorrentes da qualidade
oocitaria com menores niveis de progesterona em associacdo com dados da

literatura, como diminui¢do de GDF-9 na SOP, seriam explicacdes plausiveis para as
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menores taxas de gravidez comparadas com as altas taxas de ovulacdo observadas
nessas mulheres com a indug¢ao da ovulagao.

Além das hipoteses da acdo da insulina via receptor de IGF-1, maior
sensibilidade das células ovarianas na produc¢do de androgénios por estimulo da
insulina, outra hipotese para explicar o paradoxo da a¢do insulinica no ovario seria
ativacdo de diferentes vias metabdlicas na ligagdo da insulina ou do IGF-1 nos
receptores de insulina, IGF-1 ou hibrido (58, 59).

Uma explicacdo para a diferenca na esteroidogénese observada nas
maiores concentragdes séricas de testosterona no grupo de mulheres com SOP nao
tratadas com metformina, além do maior numero de oocitos, poderia ser
conseqiiéncia de maior ativacao enzimatica ou devido a alteragdes nos receptores de
insulina ou no equilibrio dos substratos dos receptores de insulina, ou mesmo a
diferentes caminhos enzimaticos ativados, uma vez que nao foram observadas
diferencas nas concentragdes séricas de insulina, no microambiente folicular de
estradiol, testosterona, SHBG, insulina e IGF-1 nem na expressao génica do receptor
de IGF-1, nos trés grupos avaliados. Com relagao ao papel dos substratos de insulina
na regulagdo da fun¢do ovariana, podemos citar o estudo de Wu et al. que avaliou a
expressdo de receptor de insulina e de IGF-1 em células da granulosa in vitro de
mulheres com SOP comparadas com mulheres com ciclos ovulatérios e ndo
observou nenhuma diferenca entre os dois grupos, porém a expressio do RNA
mensageiro ¢ os niveis de proteina de insulin receptor substrate (IRS-1) foram
significativamente maiores nas células da granulosa de mulheres com SOP
comparadas com o grupo-controle, ¢ o inverso foi observado com relagdao ao IRS-2,

sugerindo que, para adequada fungdo ovariana, ¢ necessario equilibrio entre os
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substratos do receptor de insulina. (46). Com relagao as diferentes vias de agcdo da
insulina no ovario ¢ importante destacar que a agao metabolica permite aporte de
glicose intracelular, a acdo mitogénica estimula a proliferacao celular observada no
desenvolvimento folicular, e a insulina ainda atua como co-gonadotrofina
estimulando a esteroidogénese. As trés principais vias ativadas com a ligacao da
insulina no receptor de insulina sdo: ativagdo da via fosfatidilinositol (PI--3 Kinase)
que depende de ativagdo tirosina cinase, esta via ¢ responsavel pela entrada de
glicose para dentro das células por proteinas transportadoras de glicose (glucose
transporter proteins - GLUTSs), em especial GLUT-4 (15), outra via seria a ativagao
da proteina cinase ativadora mitose (Mmitogen-activated protein kinase - MAPK),
provavelmente responsavel pela agdo mitogénica da insulina (60) e a terceira seria
via ativagdo inositol-glican, supostamente responsavel pela esteroidogénese (59). A
ativacdo desta ultima via provavelmente ndo depende de ativagdo tirosina cinase,
i1sso explicaria em parte por que as células ovarianas permanecem com capacidade
de producao androgénica, mesmo nos estados de resisténcia insulinica. Quando o
receptor de IGF-1 ¢ ativado, apresenta respostas muito mais potentes com menores
concentragdes de IGF-1 ou insulina na estimulagdo da esteroidogénese, sendo que
provavelmente a via ativada nesse caso poderia ser a MAPK (58).

Analisando os resultados deste trabalho e buscando esclarecimentos na
literatura, para compreender os principais mecanismos “hipotetizados” para explicar
a possivel participacdo do sistema IGF na acdo da insulina ovariana e tentando
entender como a metformina atuaria na regulagdo do sistema IGF no

hipeandrogenismo na SOP, podemos chegar a algumas importantes conclusoes.
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Em primeiro lugar, a padronizagdo da técnica descrita neste estudo nos
permitiu avaliar semiquantitativamente a expressao génica do receptor de IGF-1 com
éxito tanto em mulheres ovulatoérias como anovulatorias com e sem tratamento com
metformina, acreditamos que novos trabalhos poderao ser realizados com a mesma
técnica, avaliando ndo s6 outros genes, como outras doencas e opgdes terapéuticas.
Sendo esta técnica uma importante ferramenta para os novos estudos de biologia
molecular das células da granulosa. Uma das principais limitagcdes dessa técnica,
neste estudo, foi a utilizacdo de pool de células e fluido folicular ¢ ndo de um so
foliculo, uma vez que individualmente cada oocito e cada foliculo expressam e
secretam de maneira distinta. Para minimizar esta limitacdo, optamos por utilizar
odcitos provenientes de foliculos maiores ou iguais a 18 mm de diametro médio.
Outra limitagdo importante a ser citada foi a ndo-realizagdo de técnicas para avaliar a
proteina decorrente da expressao génica do receptor de IGF-1, por ser um estudo
preliminar optamos incialmente por avaliar o RNA por RT-PCR. O fato de
utilizarmos células provenientes de ciclos estimulados ndo nos permite extrapolar
nossos resultados para situagdes fisiologicas de ovulacdo, bem como impossibilita a
avaliacdo das células da granulosa dos diferentes estdgios de desenvolvimento
folicular.

As altas concentragdes de estradiol plasmatico, associadas a maiores
niveis de testosterona sérica e nimero de oocitos obtidos no grupo de mulheres com
SOP, nos permitem concluir que essas mulheres apresentam uma maior
sensibilidade a estimulagdo da esteroidogénese ovariana. Valores reduzidos destas

variaveis e similares, entre as mulheres com ciclos ovulatorios ¢ com SOP tratadas
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com metformina, nos levam a sugerir que provavelmente a metformina teria um
papel na regulacao da esteroidogénese ovariana.

As maiores concentragdes foliculares de progesterona, no grupo de
mulheres com ciclos ovulatérios quando comparadas com mulheres com SOP
tratadas e ndo tratadas com metformina, em associagdo com as menores
concentragdes séricas de progesterona, no grupo de mulheres com SOP tratadas com
metformina nos levam a concluir que o desequilibrio na producdo de progesterona
com o uso da metformina poderia ser um fator limitante na qualidade oocitaria.

Embora as ferramentas utilizadas na deteccao da resisténcia insulinica
ainda sejam controversas, o fato de nao termos encontrado resisténcia insulinica nas
mulheres deste estudo nos permite concluir que a insulina provavelmente apresenta
uma a¢ao no ovario, independente da deteccao periférica de hiperinsulinemia.

E finalmente o fato de ndo observamos diferencas entre os niveis séricos
e foliculares de IGF-1, insulina e expressdao génica do receptor de IGF-1, nos trés
grupos, nos leva a “hipotetizar” que os efeitos da metformina, na regulagao do
sistema IGF na modulagdo da estereidogénese ovariana, devem ser provavelmente
por outros receptores, e€/ou por mecanismos pés-receptores. Assim, novos estudos
sd0 necessarios para melhor compreender os complexos mecanismos envolvidos no
processo de regulacdo das células da granulosa em mulheres com SOP tratadas com

metformina.
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Anexo 1 — Caracteristicas clinicas das mulheres incluidas neste

estudo

A. Caracteristicas clinicas das mulheres com ciclos ovulatorios com
relacdo a idade, peso, IMC, circunferéncia da cintura, circunferéncia
do quadril, relagao C/Q e QUICKI

Mulheres Idade Peso IMC Cintura Quadril Relacdo QUICKI
ko) (kgm) (m)  (m)  CRQ
VIJF 20,00 46,50 19,86 70,00 90,00 0,78 0,45
MRG 23,00 72,00 28,12 84,00 118,00 0,71 0,41
ALG 25,00 50,30 19,17 69,00 94,00 0,73 0,45
ABR 21,00 50,00 20,55 67,00 87,00 0,77 0,47
NPM 20,00 62,00 21,45 74,00 102,00 0,73 0,46
RGG 28,00 60,00 21,01 74,00 104,00 0,71 0,45
MBMF 29,00 67,00 25,22 79,00 106,00 0,75 0,46
MIMB 30,00 58,00 21,83 68,00 95,00 0,72 0,45
TBL 28,00 49,00 20,13 64,00 87,00 0,74 0,41
NDO 22,00 63,00 23,14 79,00 115,00 0,69 0,37
AlJC 27,00 58,00 22,94 74,00 94,00 0,79 0,44
FEM 31,00 70,00 27,01 86,00 110,00 0,78 0,41
Mediana 26,00 59,00 21,64 74,00 98,50 0,74 0,45
Média 2533 58,82 22,54 74,00 100,20 0,74 0,44

Desvio Padrdo 4,01 8,50 2,88 6,88 10,62 0,03 0,03
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Caracteristicas clinicas das mulheres com sindrome dos ovarios
policisticos com relagdo a idade, peso, IMC, circunferéncia da cintura,
circunferéncia do quadril, relacdo C/Q e QUICKI

Mulheres Idade  Peso IMC  Cintura Quadril Reagdo QUICKI
ko) (kgm) (m)  (em)  CRQ
INC 19,00 48,00 18,52 70,00 90 0,78 0,36
AGSP 23,00 55,00 20,96 73,00 97 0,75 0,41
MDMV 24,00 71,00 24,86 78,00 100 0,78 0,38
FGA 38,00 59,00 23,05 79,00 90 0,88 0,38
VCM 25,00 58,00 22,94 78,00 99 0,79 0,43
RFG 27,00 56,50 23,22 72,00 95 0,76 0,45
VCP 25,00 63,50 26,43 74,00 102 0,73 0,47
CRG 22,00 50,50 21,86 68,00 94 0,72 0,43
IRC 27,00 73,40 28,67 85,00 106 0,80 0,38
Mediana 2500 58,00 23,05 74,00 97,00 0,78 0,41
Média 2556 5943 23,39 75,22 97,00 0,78 0,41
Desvio Padrdo 5,29 8,56 2,99 5,26 5,36 0,05 0,04
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Caracteristicas clinicas das mulheres com sindrome dos ovarios
policisticos tratadas com metformina com relacdo a idade, peso, IMC,
circunferéncia da cintura, circunferéncia do quadril, relacio C/Q e

QUICKI
Mulheres Idade  Peso IMC  Cintura Quadril Relagdo QUICKI
(kg)  (kg/m’)  (cm) (cm) CIQ
STS 35,00 77,00 29,34 90,50 105,00 0,86 0,37
MGC 32,00 60,00 19,37 65,00 93,00 0,70 0,45
MITA 31,00 72,00 23,24 86,00 107,00 0,80 0,40
MBSR 31,00 62,80 2335 73,00 97,00 0,75 0,45
KFG 29,00 58,80 20,35 71,00 90,00 0,79 0,45
MIMJ 31,00 84,90 29,73 89,00 114,00 0,78 0,44
RLB 34,00 44,00 18,55 68,00 88,00 0,77 0,45
TOM 37,00 58,00 21,83 70,00 90,00 0,78 0,45
Mediana 31,50 61,40 22,54 72,00 95,00 0,78 0,45
Média 32,50 64,69 23,22 76,56 98,00 0,78 0,43
Desvio-Padrdo 2,62 12,80 4,25 10,22 9,56 0,05 0,03
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Anexo 2 — Comparacdo das caracteristicas clinicas entre as
mulheres com ciclos ovulatérios e com SOP tratadas e nao
tratadas com metfor mina

Caracteristicas Ovulatorias SOP SOP - Metormina P
(N=12)  (N=9) (N =8)

Idade (anos) 25,33+4,01  25,56+5,29 32,50+2,62 0,001
Peso (Kg) 58,8248,50  59,43+8,56 64,69+12,80 0,40
ICM (Kg/m?) 22,54+2.88  23,39+2.99 23,22+4,25 0,82
Cintura (cm) 74,00+6,88  75,22+5,26 76,56+10,22 0,76
Quadril (cm) 100,20£10,62 97,00+5,36 98,00+9,56 0,71
Relagao C/Q 0,74+0,03 0,78+0,05 0,78+0,05 0,08
QUICKI 0,44+0,03 0,41+0,04 0,43+0,03 0,19

Nota: a comparacao das caracteristicas clinicas foi realizada utilizando-se os

teste One-way analysis of variance ANOVA e pos-teste Newman-Keuls

Multiple
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Anexo 3 —Avaliacado dos dadosr eferentes a estimulacdo ovariana
controlada das mulheresincluidas neste estudo

A.

Resultados referentes a estimula¢do ovariana controlada com relagdo as
mulheres com ciclos ovulatorios

Mulheres Duracéo Dose FSH Dose HMG Ne total de oécitos
(dias) (ur) (ur)

VIJF 9,00 825,00 600,00 14,00
MRG 10,00 1350,00 675,00 10,00
ALG 13,00 1650,00 900,00 20,00
ABR 11,00 1500,00 750,00 5,00
NPM 11,00 1500,00 750,00 12,00
RGG 12,00 825,00 825,00 13,00
MBMF 12,00 1650,00 1350,00 8,00
MIMB 13,00 1725,00 900,00 13,00
TBL 8,00 1050,00 525,00 13,00
NDO 11,00 1200,00 750,00 14,00
AlC 11,00 1275,00 750,00 17,00
FEM 13,00 1800,00 1425,00 18,00
Mediana 11,00 1425 750,00 13,00
Média 11,17 1363 850,00 13,08
Desvio-Padr&o 1,59 335,20 273,90 4,17
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B.

\

Resultados referentes a estimulagdo ovariana controlada com relagao as
mulheres com sindrome dos ovarios policisticos

Mulheres Duracao Dose FSH Dose HMG N° total de oécitos
(dias) (un) (un
INC 8,00 450,00 375,00 17,00
AGSP 8,00 450,00 375,00 40,00
MDMV 10,00 862,50 675,00 22,00
FGA 10,00 712,50 750,00 21,00
VCM 11,00 637,50 525,00 10,00
RFG 10,00 1275,00 675,00 29,00
VCP 10,00 1350,00 675,00 19,00
CRG 11,00 1425,00 750,00 15,00
IRC 12,00 1275,00 825,00 11,00
Mediana 10,00 862,50 675,00 19,00
Média 10,00 937,50 625,00 20,44
Desvio-Padr &o 1,32 396,40 163,50 9,36
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C. Resultados referentes a estimulagdo ovariana controlada com relagao as
mulheres com sindrome dos ovarios policisticos e tratadas com metformina
durante 8 semanas

Mulheres Duracéo Dose FSH DoseHMG N° total de odcitos
(dias) (un (un

STS 9,00 822,00 600,00 7,00
MGC 15,00 975,00 525,00 11,00
MITA 10,00 1350,00 675,00 12,00
MBSR 14,00 975,00 975,00 13,00
KFG 13,00 1496,00 900,00 14,00
MIMJ 9,00 700,00 600,00 10,00
RLB 13,00 450,00 450,00 11,00
TOM 9,00 748,00 600,00 14,00
Mediana 11,50 898,50 600,00 11,50
Média 11,50 939,50 665,60 11,50

Desvio-Padré&o 2,51 344,00 181,20 2,33
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Anexo 4 — Avaliacdo das concentracdes séricas de estradiol e
progester ona das mulheresincluidas neste estudo no diado HCG

A. Avaliacao das concentracdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4) das
mulheres com ciclos ovulatorios, no dia do HCG

Mulheres E2 P4
(pcg/mL) (ng/mL)

VIF 1685,00 2,91
MRG 1012,00 0,83
ALG 2729,00 1,42
ABR 767,00 2,62
NPM 1614,00 2,84
RGG 1391,00 0,98
MBMF 1260,00 1,32
MIMB 1792,00 0,95
TBL 1119,00 0,72
NDO 2681,00 1,12
AJC 2052,00 0,87
FME - ——-

Mediana 1614,00 1,12
Média 1646,00 151

Desvio-Padrao 640,20 0,85
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B. Avaliacao das concentragdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (E2) das
mulheres com sindrome dos ovarios policisticos, no dia do HCG

Mulheres E2 P4
(pcg/mL) (ng/mL)

INC 1679,00 1,28
AGSP 2893,00 —-

MDMV 2743,00 1,02
FGA 3481,00 0,91
VCM 1959,00 1,25
RFG 2995,00 2,62
VCP 1795,00 1,37
CRG 2876,00 1,71
IRC 528,00 0,77
Mediana 2743,00 1,27
Média 2328,00 1,37

Desvio-Padrao 911,60 0,59
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C. Avaliagao das concentracdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4) das
mulheres com sindrome dos ovéarios policisticos tratadas com metformina
durante 8 semanas, no dia do HCG

Mulheres E2 P4
(pcg/mL) (ng/mL)
STS 694,00 0,74
MGC 907,00 0,75
MITA 1331,00 0,88
MBSR 1298,00 0,92
KFG 3421,00 1,12
MIMJ 1425,00 0,72
RLB 1636,00 0,63
TOM 2241,00 1,15
Mediana 1378,00 0,82
Média 1619,00 0,86

Desvio-Padrao 863,60 0,19
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Anexo 5 - Avaliagcdo das concentragdes sericas de estradiol (E2),
progesterona (P4), FSH, LH, testosterona (T), SHBG, insulina,
glicemia e IGF-1 das mulheres incluidas neste estudo, no dia da
puncao oocitaria

A. Avaliagao das concentragdes séricas de estradiol (E2), progesterona (P4),
FSH, LH, testosterona (T), SHBG, insulina, glicemia e IGF-1 das mulheres
com ciclos ovulatorios, realizadas, no dia da pung¢do oocitaria

Mulheres E2 P4 FSH LH T SHBG Insulina Glicemia IGF-1

pcg/mL ng/mL muUI/mL mUl/mL ng/mL nmol/L mcU/mL ng/dL ng/mL
VIJF 674,00 15,33 6,60 0,08 0,66 165,00 2,00 83,00 151,00
MRG 384,00 535 5,54 0,00 0,78 74,70 2,96 91,00 201,00
ALG 1393,00 12,43 5,83 0,11 0,94 223,00 2,00 81,00 108,00
ABR 703,00 19 9,11 0,32 0,93 52,80 2,00 69,00 185,00
NPM 625,00 15,98 3,57 0,21 1,17 132,00 2,00 73,00 166,00
RGG 1154,00 6,6 3,61 0,11 1,19 315,00 2,00 88,00 167,00

MBMF 622,00 10,15 9,22 0,11 0,47 98,20 2,00 77,00 162,00

MJMB 998,00 3,72 5,24 0,11 0,66 241,00 2,00 83,00 159,00

TBL 1630,00 3,79 7,69 0,18 1,13 167,00 3,03 92,00 183,00
NDO 1540,00 5,46 7,48 0,51 0,97 354,00 5,27 92,00 157,00
AlC 1096,00 7,21 4,70 0,08 0,90 113,00 2,82 70,00 110,00
FME 1003,00 3,08 6,11 0,17 0,97 124,00 3,07 93,00 127,00

Mediana 1001,00 6,91 5,97 0,11 0,94 148,50 2,00 83,00 160,50
Média 98520 9,01 6,23 0,17 0,90 171,60 2,60 82,67 156,30

DP 396,70 545 1,88 0,14 0,22 94,15 0,97 8,82 28,84

Nota: desvio-padré&o (DP)
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B. Avaliagao das concentragdes séricas de estradiol (E2), progesterona (P4),
FSH, LH, testosterona (T), SHBG, insulina, glicemia e IGF-1 das mulheres
com sindrome dos ovarios policisticos, realizadas no dia da puncao oocitaria

Mulheres E2 P4 FSH LH T SHBG Insulina Glicemia |IGF-1
pcg/mL ng/mL muUI/mL mUlI/mL ng/mL nmol/lL mcU/mL ng/dL  ng/mL
INC 1994,00 5,06 3,63 0,30 2,59 160,00 7,63 78,00 194,00
AGSP 4902,00 24,49 3,44 0,08 2,11 146,00 3,32 80,00 248,00
MDMV 1538,00 9,67 4,49 0,04 0,76 285,00 5,16 81,00 113,00
FGA 1324,00 15,79 2,91 0,14 0,59 328,00 4,95 93,00 121,00
VCM 1102,00 5,39 2,33 0,15 2,18 289,00 2,88 - -
RFG 2412,00 10,82 523 0,07 1,47 14200 2,00 7500 160,00
VCP 1329,00 9,12 7,98 0,11 0,82 102,00 2,00 87,00 227,00
CRG 2211,00 19,16 6,23 0,11 1,67 108,00 2,84 68,00 196,00
IRC 251,00 4,48 4,41 0,09 0,69 74,80 2,00 76,00 191,00

Mediana 1538,00 9,67 4,41 0,11 1,47 146,00 2,88 79,00 192,50
Média 1896,00 11,55 4,52 0,12 1,43 181,60 3,64 79,75 181,30

DP 1300,00 6,92 1,76 0,08 0,75 93,62 1,92 7,630 47,45

Nota: desvio-padréo (DP)
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C. Avaliacdo das concentracdes séricas de estradiol (E2), progesterona (P4),
FSH, LH, testosterona (T), SHBG, insulina, glicemia ¢ IGF-1 das mulheres
com sindrome dos ovarios policisticos tratadas com metformina durante 8
semanas, realizadas, no dia da pungao oocitéria
Mulheres E2 P4 FSH LH T SHBG Insulina Glicemia I1GF-1
pcg/mL ng/mL muUI/mL mUI/mL ng/mL nmol/lL mcU/mL ng/dL  ng/mL
STS 365,00 4,24 3,72 0,21 0,47 71,40 6,23 84,00 177,00
MGC 349,00 2,77 3,81 0,07 0,82 116,00 2,00 86,00 146,00
MITA 770,00 5,17 3,84 0,23 0,88 111,00 3,78 84,00 ---
MBSR 689,00 3,66 5,87 0,13 0,69 105,00 2,00 82,00 201,00
KFG 1412,00 9,09 8,45 0,38 0,77 216,00 2,00 81,00 182,00
MIMJ 867,00 5,1 3,58 0,17 0,88 75,90 2,17 89,00 142,00
RLB 1016,00 3,84 3,45 0,27 1,07 169,00 2,00 86,00 145,00
TOM 1797,00 4,03 4,73 0,25 1,03 102,00 2,00 80,00 140,00
Mediana 818,50 4,14 3,83 0,22 0,85 108,00 2,00 84,00 146,00
Média 908,10 4,74 4,68 0,21 0,83 120,80 2,77 84,00 161,90
DP 497,40 1,92 1,72 0,09 0,19 48,65 1,52 2,98 24,41

Nota: desvio-padréao (DP)
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Anexo 6 —Valoresdereferéncia adotados no L aboratorio Geral do
VI Sevilha Espanha, para as concentr acfes séricas avaliadas neste
estudo

Concentracdes Séricas Valoresde Referéncia
Glicose 70-110 mg/dL

Insulina 6-27 mcU/mL

Testosterona 0,2 -1,2 ng/mL

Estradiol Fase Folicular: 39-189 pcg/mL

Pico Ovulatorio: 94-508 pcg/mL
Fase Lutea: 48-308 pcg/mL 1298

Progesterona Fase Folicular: 0,1-0,54 ng/mL
Pico Ovulatoério: 0,12-6,22 ng/mL
Fase Lutea: 1,5-20 ng/mL

FSH Fase Folicular: 4-13 mUI/mL
Pico Ovulatoério: 5-22 mUI/mL
Fase Lutea: 2-13 mUI/mL

LH Fase Folicular: 1-18 mUI/mL
Pico Ovulatorio: 24-105 mUI/mL
Fase Lutea: 0,4-20 mUI/mL

SHBG 16-120 nmol/mL

IGF-1 55-358 ng/mL
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Anexo 7 — Avaliacdo das concentragbes foliculares de estradial,
progesterona, FSH, LH, testosterona, SHBG, insulina, glicemia e
| GF-1 das mulheresincluidas neste estudo

A. Avaliacdo das concentracdes foliculares de estradiol (E2), progesterona (P4),
FSH, LH, testosterona (T), SHBG, insulina, glicemia ¢ IGF-1 das mulheres
com ciclos ovulatorios

Mulheres E2 P4 FSH LH T SHBG Insulina Glicemia IGF-1

pcg/mL ng/mL mUI/mL mUI/mL ng/mL nmol/lL mcU/mL ng/dL  ng/mL
VIF 962000 44180 4,73 0,06 8,28 135,00 2,00 85,00 183,00
MRG 301000 83100 3,41 0,00 4,72 53,20 2,000 72,00 165,00
ALG 466000 52240 3,50 0,05 4,80 199,00 2,00 66,00 83,70
ABR 320000 110000 9,97 0,47 7,91 44,40 7,04 74,00 165,00
NPM 904000 18500 3,77 0,16 16,00 112,00 5,18 64,00 182,00
RGG 211000 5580 3,23 0,00 5,64 143,00 2,00 70,00 108,00

MBMF 1026000 120260 7,35 0,00 6,40 68,70 4,86 40,00 118,00

MJMB 1361000 14740 3,28 0,00 7,37 206,00 2,00 64,00 121,00

TBL 772000 14860 4,99 0,11 3,52 84,80 2,00 83,00 90,80
NDO 520000 85600 4,89 0,24 5,10 172,00 3,33 69,00 106,00
AJC 307000 8770 2,97 0,00 5,23 70,80 3,07 69,00 116,00
FEM - - 4,51 0,00 6,75 92,00 2,00 81,00 93,60

Mediana 520000 44180 4,14 0,03 6,02 102,00 2,00 69,50 117,00
Média 650000 50710 4,72 0,09 6,81 115,10 3,12 69,75 127,70

DP 376200 42520 2,05 0,14 3,22 55,69 1,69 11,77 36,16

Nota: desvio-padré&o (DP)
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B. Avaliagao das concentracdes foliculares de estradiol (E2), progesterona (P4),
FSH, LH, testosterona (T), SHBG, insulina, glicemia e IGF-1 das mulheres
com sindrome dos ovarios policisticos

Mulheres E2 P4 FSH LH T SHBG Insulina Glicemia IGF-1
pcg/mL ng/mL muUI/mL mUlI/mL ng/mL nmol/L mcU/mL ng/dL  ng/mL
IJNC 952000 7020 2,23 0,20 10,15 95,10 3,85 82,00 155,00

AGSP 1330000 16770 1,85 0,00 7,88 283,00 3,78 93,00 157,00
MDMV 386000 13730 2,84 0,00 4,66 156,00 5,76 69,00 131,00
FGA 436000 14140 2,28 0,03 3,62 157,00 5,14 90,00 77,40

VCM 1662000 27200 0,92 0,01 12,89 163,00 2,56 52,00 125,00

RFG 603000 21870 4,39 0,01 4,79 102,00 2,00 67,00 115,00
VCP 436000 11880 3,09 0,00 4,03 58,40 2,00 70,00 138,00
CRG 966000 25060 5,49 0,00 4,57 69,80 3,22 66,00 130,00
IRC 552000 21460 2,92 0,00 8,58 47,10 2,43 83,00 135,00

Mediana 603000 16770 2,84 0,00 4,79 102,00 3,22 70,00 131,00
M édia 813700 17680 2,89 0,03 6,80 125,70 342 74,67 129,30

DP 448600 6644 1,36 0,07 3,24 73,62 1,35 13,21 23,60

Nota: desvio-padré&o (DP)
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C. Avaliagao das concentracdes foliculares de estradiol (E2), progesterona (P4),
FSH, LH, testosterona (T), SHBG, insulina, glicemia e IGF-1 das mulheres
com sindrome dos ovarios policisticos tratadas com metformina durante 8
semanas

Mulheres E2 P4 FSH LH T SHBG Insulina Glicemia IGF-1
pcg/mL ng/mL muUI/mL mUl/mL ng/mL nmol/L mcU/mL ng/dL  ng/mL

STS - - 3,10 0,10 4,17 44,30 3,14 88,00 122,00
MGC 614000 20460 2,36 0,00 4,36 94,60 3,24 79,00 108,00
MIJTA 1082000 17950 2,95 0,00 4,81 83,90 4,38 76,00 119,00
MBSR 643000 9200 4,58 0,01 5,02 73,60 2,00 71,00 143,00
KFG 494000 18440 5,88 0,10 6,59 159,00 2,44 67,00 136,00
MIMIJ 688000 10790 2,99 0,00 4,43 64,70 2,00 100,00 118,00
RLB 698000 11750 2,29 0,03 4,00 131,00 2,00 84,00 104,00
TOM 896000 7050 4,51 0,00 6,75 92,00 2,00 81,00 93,60

Mediana 688000 11750 3,05 0,01 4,62 87,95 2,22 80,00 118,50
Média 730700 13660 3,58 0,03 5,02 92,89 2,60 80,75 118,00

DP 196200 5212 1,27 0,04 1,07 36,71 0,87 10,31 16,29

Nota: desvio-padréo (DP)
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Anexo 8 — Resultadosr eferentes a semiquantificacdo da expressao
génica do receptor de | GF-1 das células da granulosa do cumulus
odcitos das mulheresincluidas neste estudo

A. Resultados referentes a semiquantificagdo da expressdo génica do receptor de
IGF-1 das células da granulosa do cumulus odcitos das mulheres com ciclos
ovulatorios, realizada através da relagdo entre expressdo do gene de referéncia
da B-actina com a expressao do receptor de IGF-1

Mulheres Expressio semiquantitativa do receptor de | GF-1
VIJF 6,60%
MRG 24,14%
ALG 18,60%
ABR 25,89%
NPM 26,10%
RGG 15,51%
MBMF 21,77%
MIMB 38,68%
TBL 27,64%
NDO 21,93%
AlC 39,44%
FEM 21,92%
Mediana 23,04%
Média 24,02%

Desvio-Padrao 9,01%
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Resultados referentes a semiquantificagdo da expressao génica do receptor de
IGF-1 das células da granulosa do cumulus odcitos das mulheres com
sindrome dos ovarios policisticos (SOP), realizada através da relagdo entre
expressdo do gene de referéncia da B-actina com a expressdo do receptor de

IGF-1
Mulheres Expressio semiquantitativa do receptor de | GF-1
INC 20,35%
AGSP 21,15%
MDMV 22,40%
FGA 34,57%
VCM 29,98%
RFG 26,07%
VCP 52,37%
CRG 66,52%
IRC 31,51%
Mediana 29,98%
Média 33,88%
Desvio-Padré&o 15,68%
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Resultados referentes a semiquantificagdo da expressdo génica do receptor de
IGF-1 das células da granulosa do cumulus odcitos das mulheres com
sindrome dos ovérios policisticos (SOP) e tratadas com metformina durante 8
semanas, realizada através da relagdo entre expressdo do gene de referéncia da
B-actina com a expressdo do receptor de IGF-1

Mulheres Expressao semiquantitativa do receptor de IGF-1
STS 20,14%
MGC 21,80%
MITA 15,80%
MBSR 27,74%
KFG 27,19%
MIMIJ 25,19%
RLB 50,53%
TOM 31,99%
Mediana 26,19%
Média 27,55%

Desvio-Padr ao 10,55%




