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“Só existe dois dias do ano em que nada se pode fazer. 

Um se chama ontem e o outro se chama amanhã. 

Portanto hoje é o dia certo para amar, acreditar, fazer e 

principalmente viver.” 

 

Dalai Lama, 1935
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RESUMO 

 

 

 

 

 



Objetivos: Avaliar o fuso meiótico e a distribuição cromossômica de oócitos maturados in 

vitro obtidos de ciclos estimulados de mulheres inférteis com Síndrome dos Ovários 

Policísticos (SOP) e fatores masculino e/ou tubário de infertilidade.  

Métodos: Vinte e seis pacientes inférteis com SOP e 48 pacientes com fator tubário e/ou 

masculino de infertilidade, submetidas a ciclos estimulados para captação oocitária para 

injeção intracitoplasmática de espermatozóide, foram selecionadas prospectiva e 

consecutivamente e divididas em grupos de estudo e controle, respectivamente. Oócitos 

imaturos (34 e 56 oócitos) foram obtidos de 13 e 27 pacientes, respectivamente, dos grupos 

SOP e controle, sendo submetidos à maturação in vitro (MIV), respectivamente, por 19 horas 

± 1 hora (VG) e 4 horas ± 30 minutos (MI), conforme curva de MIV previamente realizada no 

presente serviço. Oócitos em metáfase II (MII) após MIV, foram fixados, submetidos a 

imunocoloração e microscopia de fluorescência para avaliação morfológica do fuso e da 

distribuição cromossômica.  

Resultados: Não observamos diferença significativa nas taxas de MIV entre os dois grupos 

avaliados (50% e 42,8%, respectivamente, para os grupos SOP e controle). Na análise por 

microscopia de imunofluorescência, detectaram-se 3 e 2 oócitos, respectivamente, no grupo 

de estudo e no grupo controle, em estágio de Telófase I e 3 oócitos ativados 

partenogeneticamente no grupo controle. Ocorreu a impossibilidade de análise de 4 oócitos do 

grupo controle em virtude de dificuldades técnicas durante o processo de imunocoloração. 

Não houve diferença significativa nas proporções de anomalias meióticas entre os grupos 

SOP e controle (57,1 e 46,7%, respectivamente). 

Conclusões: Os dados preliminares do presente estudo, apesar de não demonstrarem aumento 

significativo na incidência de anomalias meióticas nas portadoras de SOP, sugerem uma 

tendência a maior ocorrência de anomalias meióticas nos oócitos deste grupo de pacientes, 

quando comparados aos de portadoras de fator masculino e/ou tubário de infertilidade, o que 



deverá ser mais bem avaliado em estudos com maiores casuísticas. Estes achados têm 

potencial clínico para apontar uma possível explicação para as controversas menores taxas de 

fertilização observadas em pacientes com SOP submetidas às Técnicas de Reprodução 

Assistida.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Síndrome dos Ovários Policísticos, fuso meiótico, qualidade oocitária, 

Maturação In Vitro, ICSI, ciclos estimulados. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

 

 

 



Objectives: To evaluate the meiotic spindle and the chromosome distribution of in vitro 

matured oocytes obtained during stimulated cycles from infertile women with Polycystic 

Ovary Syndrome (PCOS) and with male factor and/or tubal infertility.  

Methods: Twenty six infertile patients with PCOS and 48 patients with infertility due to tubal 

and/or male factor, submitted to stimulated cycles for oocyte retrieval for intracytoplasmic 

sperm injection, were selected prospectively and consecutively and respectively assigned to 

the study group and the control group. Imature oocytes (34 and 56 oocytes) were obtained 

from 13 and 27 patients, respectively, of PCOS and control groups, and submitted to in vitro 

maturation (IVM) for 19 hours ± 1 hour (GV) and 4 hours ± 30 minutes (MI) according to the 

IVM curve previously constructed in the present service. After IVM, oocytes in metaphase II 

(MII) were fixed and submitted to immunostaining and fluorescence microscopy for 

morphological evaluation of the spindle and of chromosome distribution.  

Results: IVM rates were similar between the two analyzed groups (50% e 42.8%, 

respectively, in PCOS e control groups). By immunofluorescence analysis, there were 3 and 2 

oocytes, respectively, in PCOS e control groups, in telophase I stage, and 3 parthenogenetic 

activated oocytes in control group. Because of technical difficulties during the execution of 

the immunofluorescence protocol, 4 oocytes from the control group could not be analyzed. 

The difference in the proportions of meiotic anomalies between the two groups was not 

statistically significant (57.1 e 46.7%, respectively, in PCOS e control groups).  

Conclusions: The present preliminary data, although not showing a significant increase in the 

incidence of meiotic anomalies in women with PCOS, suggest a tendency to a higher 

occurrence of meiotic anomalies in the oocytes of this group of patients compared to women 

with male and/or tubal infertility, a fact to be better evaluated in studies on larger patient 

series. The present findings have the clinical potential to provide a possible explanation for 



the controversial lower fertilization rates observed in patients with PCOS submitted to 

Assisted Reproduction Techniques.  

  

KEYWORDS: Polycystic Ovary Syndrome, meiotic spindle, human oocyte quality, In Vitro 

Maturation, ICSI, stimulated cycles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

 

 



A infertilidade decorrente da anovulação normogonadotrófica pode ser identificada 

em 18 a 25 % dos casais inférteis (HULL et al., 1985), sendo que a Síndrome dos Ovários 

Policísticos (SOP), representa o diagnóstico mais comum neste grupo de pacientes (THE 

ROTTERDAM ESHRE/ASRM SPONSORED PCOS CONSENSUS WORKSHOP GROUP, 

2004). 

Podemos encontrar em pacientes portadoras desta síndrome anormalidades no eixo 

reprodutivo manifestadas por hipersecreção de hormônio luteinizante (LH), hiperatividade 

celular teca-estromal e hipofunção do eixo hormônio folículo estimulante (FSH)-células da 

granulosa, resultando em hiperandrogenismo, hirsutismo, parada do desenvolvimento 

folicular e aciclicidade ovariana (YEN; JAFFE; BARBIERI, 1999). 

Os critérios diagnósticos da SOP têm sofrido diversas modificações ao longo dos 

anos. Na atualidade, o diagnóstico de SOP baseia-se na presença de dois dos três seguintes 

critérios: oligo ou amenorréia, sinais clínicos ou laboratoriais de hiperandrogenismo e ovários 

policísticos a ultrassonografia (THE ROTTERDAM ESHRE/ASRM SPONSORED PCOS 

CONSENSUS WORKSHOP GROUP, 2004). É importante ressaltarmos que este diagnóstico 

implica a exclusão de outras causas de anovulação crônica e de hiperandrogenismo. 

A indução farmacológica da ovulação em pacientes com desejo de gestação constitui 

a opção de escolha no intuito de promover a mono-ovulação para ciclos naturais programados 

ou de inseminação intra-útero. O citrato de clomifeno geralmente é utilizado como droga de 

primeira linha com boas taxas cumulativas de nascidos vivos. Já as gonadotrofinas exógenas, 

por promoverem um risco maior de multiparidade e de ocorrência da Síndrome de 

hiperestimulação Ovariana (SHO), são opções de segunda linha, geralmente sendo prescritas 

nos casos de resistência ao uso do citrato de clomifeno e/ou quando há outro fator de 

infertilidade associado.  Dispomos ainda de outras estratégias visando a promoção de ciclos 

mono-ovulatórios, como a redução de peso e instituição de mudanças no estilo de vida, a 



utilização de agentes sensibilizadores à insulina (LORD et al., 2003) ou inibidores da 

aromatase (MITWALLY; CASPER, 2001) utilizados em associação com o citrato de 

clomifeno ou as gonadotrofinas ou, alternativamente, como drogas de primeira escolha, assim 

como a eletrocauterização laparoscópica dos ovários (FARQUHAR et al.,2001).  

Adicionalmente à indução convencional da ovulação, as técnicas de reprodução 

assistida de alta complexidade, como a Fertilização In Vitro (FIV) e a Injeção 

Intracitoplasmática de Espermatozóides (ICSI) estão sendo aplicadas cada vez mais neste 

grupo de pacientes como tratamento da infertilidade (HEIJNEN et al., 2006). A introdução 

destes procedimentos de reprodução assistida na prática clínica tem nos trazido a 

oportunidade de estudar os efeitos da presente afecção em estágios específicos do processo 

reprodutivo, incluindo a foliculogênese, a fertilização, o desenvolvimento embrionário e a 

implantação. Porém, convém ressaltarmos que os resultados destes procedimentos em 

pacientes portadoras de SOP são bastante conflitantes na literatura, aumentando ainda mais a 

dificuldade de compreensão dos mecanismos envolvidos no etiopatogênese da infertilidade 

relacionada a esta síndrome.  

Desta forma, quando se analisam os dados disponíveis na literatura acerca dos 

resultados de FIV e ICSI em pacientes portadoras de SOP, evidencia-se que alguns autores 

observaram menores taxas de fertilização nas pacientes com esta afecção, comparativamente 

as que foram tratadas por fator tubário (HEIJNEN et al., 2006; URMAN et al., 2004; DOLDI 

et al., 1999; MULDERS et al., 2003), enquanto outros não corroboraram estes resultados 

(HARDY et al., 1995). Por outro lado, a maioria dos autores é concordante em não constatar 

diferença entre as taxas de clivagem, de implantação, de gravidez clínica e de nascidos vivos, 

de pacientes portadoras desta causa de anovulação crônica e de pacientes do grupo controle, 

constituído por pacientes com fator tubário como causa da infertilidade (HEIJNEN et al., 

2006; URMAN et al., 2004; DOLDI et al., 1999; GROCHOWSKI et al., 1997; ASHKENAZI 



et al., 1995; HARDY et al., 1995; HOMBURG et al., 1993; URMAN et al., 1992; DOR et al., 

1990). Discordância ocorreu também quando foram comparadas as taxas de abortamento 

entre as portadoras e as não portadoras de SOP.  Apesar de alguns autores relatarem uma 

maior incidência de abortamento espontâneo (20 a 25%) nas pacientes com SOP 

(HOMBURG; HOWLES, 1999), significativamente superiores as das pacientes sem esta 

afecção (10 a 15%), outros não corroboram este achado, atribuindo as maiores taxas de 

abortamento à presença de obesidade e/ou outras variáveis mais freqüentes no grupo de 

pacientes com SOP (WANG, J. et al., 2001; FRANK et al., 2003). 

Apesar da escassez e da falta de uniformidade entre os dados publicados, em uma 

metanálise recentemente publicada, em que foram analisados nove estudos que compararam 

os resultados de FIV em pacientes com SOP e controles (totalizando 793 ciclos de FIV em 

458 pacientes portadoras de SOP e 1116 ciclos no grupo controle), observou-se diferença 

significativa entre os grupos apenas em relação ao maior número de oócitos captados por 

ciclo, às menores taxas de captação e de fertilização nas pacientes com SOP, quando 

comparadas as grupo controle (HEIJNEN et al., 2006). Neste estudo, as taxas comparativas de 

abortamento entre os grupos não foram avaliadas, devido à escassez dos dados disponíveis 

nos estudos incluídos na análise, deixando margem a dúvidas quanto ao real impacto desta 

síndrome na gênese do abortamento espontâneo. 

Assim como não há consenso quanto aos possíveis efeitos detrimentais da SOP sobre 

os resultados dos tratamentos da infertilidade por meio dos procedimentos de reprodução 

assistida, também não existe um fator causal definido para tais repercussões, o que parece ser 

um importante obstáculo para o sucesso da terapia destas pacientes. Temos evidências de que 

a resposta exacerbada às gonadotrofinas exógenas administradas para a indução da ovulação, 

elevando a concentração de estrogênio e androgênio séricos, poderia alterar a receptividade 

uterina (WANG, J. et al., 2001; VALBUENA et al., 1999). Por outro lado, as concentrações 



elevadas de hormônio luteinizante (LH) na fase folicular, interferindo na foliculogênese, 

poderiam resultar em oócitos de má qualidade (STANGER; YOVICH, 1985; HOWLES et al., 

1986; REGAN et al., 1990). Desta forma, questiona-se o papel do comprometimento da 

receptividade endometrial e da qualidade oocitária na gênese dos efeitos deletérios desta 

síndrome sobre a fertilidade feminina (ASHKENAZI et al., 1995; LUDWIG et al., 1999; 

SENGOKU; TAMATE, 1997; MIYARA, 2003). Tanto o comprometimento endometrial, 

como o, da qualidade oocitária poderiam estar envolvidos na gênese das supostas maiores 

taxas de abortamento, relatadas por alguns autores. O comprometimento da qualidade 

oocitária, por sua vez, poderia produzir a redução das taxas de fertilização observadas nestas 

pacientes. 

Dispomos de diferentes metodologias destinadas à avaliação da qualidade oocitária. 

Tal avaliação pode ser realizada fisiologicamente, por meio da análise de marcadores 

biológicos, ou morfologicamente, de forma não-invasiva e invasiva.  

A avaliação da qualidade oocitária por meio da análise da sua fisiologia apenas tem 

sido realizada em estudos experimentais, geralmente utilizando modelos animais e não 

apresentando aplicabilidade clínica até o momento.  

A metodologia mais utilizada na prática clínica consiste na avaliação morfológica 

não-invasiva com microscopia óptica, que, geralmente, utiliza como critérios a análise de 

alterações na forma dos oócitos em metáfase II (M II), a coloração, a presença de granulações 

e homogeneidade do citoplasma, o tamanho do espaço perivitelínico (XIA, 1997), a presença 

de inclusões citoplasmáticas (BEDFORD; KIM, 1993; KIM et al., 1993; SERHAL et al., 

1997) e a morfologia do primeiro corpúsculo polar e da zona pelúcida (EBNER et al., 1999, 

KAHRAMAN et al., 2000, XIA, 1997). Contudo, não há evidências de boa correlação entre a 

avaliação morfológica oocitária por meio da utilização destes critérios e a capacidade 

desenvolvimental oocitária. Recentemente, tem-se utilizado uma outra metodologia 



morfológica não invasiva com a finalidade de avaliar a qualidade oocitária, denominada 

microscopia de polarização (LIU et al., 2000; WANG, W. et al., 2001; MOON et al., 2003; 

NAVARRO et al., 2005). Este método permite a visualização e análise dinâmica de estruturas 

celulares macromoleculares birrefringentes, como o fuso meiótico e a zona pelúcida 

oocitários. Contudo, a escassez de dados disponíveis não permite a larga utilização desta 

metodologia como método generalizado de rastreamento. 

Dispomos de diferentes metodologias invasivas destinadas à avaliação morfológica 

oocitária, que, apesar de permitirem um adequado detalhamento das estruturas analisadas, 

requerem a fixação e a coloração oocitárias para análise, impossibilitando a utilização clínica 

do material estudado. O oócito pode ser avaliado, qualitativamente, por meio da análise 

imunocitoquímica por imunofluorescência, tanto da organização microtubular, como das 

configurações de DNA (MIYARA et al., 2003), usando-se microscópios convencionais ou 

confocais. Também se pode realizar a microinjeção de sondas no interior do oócito com o 

objetivo de se detectar alguns componentes estruturais menos acessíveis, como a gama-

tubulina no centrômero, ou para se realizar a análise da função de proteínas específicas. Na 

investigação de anormalidades cromossômicas numéricas, podemos lançar mão da 

hibridização genômica comparativa (HGC) ou da hibridização por fluorescência in situ 

(FISH) (FRAGOULI et al., 2006; GUTIÉRREZ-MATEO et al., 2004). Associada à análise 

por imunocitoquímica estática, a detecção da dinâmica citoesquelética em oócitos vivos pode 

ser realizada usando-se resgate fluorescente após fotobranqueamento (FRAP) ou citoquímica 

ativada por fluorescência. (FAUSER, 1999). 

A qualidade oocitária é decorrente de fatores correlacionados às competências 

nuclear e citoplasmática. A maturação do oócito é um processo chave para os eventos 

subsequentes do desenvolvimento e envolve mecanismos complexos e distintos, embora 

interligados, denominados maturação nuclear e maturação citoplasmática. A competência 



citoplasmática é responsável pela capacidade do oócito de suportar a fertilização e o 

desenvolvimento embrionário inicial, abrangendo toda a reorganização das organelas, 

acúmulo de RNAm, proteínas e fatores de transcrição que atuam tanto no processo global de 

maturação, quanto na fertilização, ativação do genoma embrionário e embriogênese inicial 

(DUCIBELLA et al., 1990, 1993, 1994; YOSHIDA et al., 1993; SCHULTZ; KOPF, 1995; 

CONNORS et al., 1998; CHAMOW; HEDRICK, 1986; NAVARA et al., 1995). Assim, 

subdividimos, didaticamente, a maturação citoplasmática em: 1) Redistribuição das organelas; 

2) Dinâmica dos filamentos do citoesqueleto; e 3) Maturação molecular. Análises ultra-

estruturais revelam que as mitocôndrias, os ribossomos, o retículo endoplasmático, os 

grânulos corticais e o complexo de Golgi assumem posições diferentes daquelas observadas 

no estádio de vesícula germinativa, ao atingir o estádio de metáfase II.  

A competência nuclear é caracterizada pela qualidade da cromatina e do fuso 

oocitário (MATTSON; ALBERTINI, 1990; ALBERTINI, 1992), que é essencialmente 

regulada pela atividade do Fator Promotor de Metáfase (FPM) (HASHIMOTO; 

KISHIMOTO, 1988; VERDE et al., 1990, 1992) e pela Quinase Ativadora de Mitogênese 

(MAP-K) (SUN et al., 1999). O FPM regula direta ou indiretamente todos os processos 

ligados à entrada na metáfase de células eucarióticas, assim como a quebra do envelope 

nuclear (OOKATA et al., 1992), a fosforilação da histona (COLLAS, 1999) e a polimerização 

de microtúbulos (CHARRASSE et al., 2000). A MAP-K age na regulação dos eventos do 

ciclo celular nos oócitos de mamíferos que não têm relação com o FPM, evitando 

microtúbulos e cromatina de entrar em configuração interfásica, sendo ativado após a quebra 

da vesícula germinal (SUN et al., 1999). 

O fuso meiótico de oócitos humanos em metáfase II (MII) é uma estrutura 

temporária, dinâmica, composta por microtúbulos, que está associada com o córtex oocitário e 

sua rede de microfilamentos subcorticais (WANG; KEEFE, 2002). Os microtúbulos são 



constituídos por unidades heterodiméricas de alfa(α) e beta(ß)-tubulina, capazes de rápida 

polimerização e despolimerização, compondo 13 protofilamentos arranjados lado a lado para 

formar uma parede cilíndrica. A tubulina polimerizada, contudo, está em equilíbrio com a 

reserva de tubulina do ooplasma. Os microtúbulos do fuso estão ligados aos cinetócoros dos 

cromossomos (MANDELBAUM et al., 2004) e, por isso, participam da segregação durante a 

meiose (WANG; KEEFE, 2002).  Os microfilamentos, por sua vez, controlam os movimentos 

do citoplasma, incluindo a divisão celular (KIM et al., 1998). Desta forma, a fecundação 

normal e o desenvolvimento embrionário dependem deste controle.  

Um fuso funcionante, essencial em oócitos sadios em MII, garante a fidelidade da 

segregação cromossômica (DE SANTIS et al., 2005; VOLARCIK et al., 1998; VAN 

BLERKOM; DAVIS, 2001). O fuso celular oocitário é extremamente sensível à ação de 

diversos fatores. O envelhecimento, as mudanças térmicas, o suporte insuficiente de oxigênio 

durante o tempo de cultura (MULLEN et al., 2004; HU et al., 2001), a manipulação oocitária 

(EICHENLAUB-RITTER et al., 2002), a exposição ambiental a diversos agentes tóxicos 

(NAVARRO et al., 2004, 2006), entre outros fatores, podem afetar o fuso, causando uma 

despolimerização da tubulina e o deslocamento de cromossomos do equador metafásico. 

Qualquer alteração no complemento cromossômico, que possa ser originada por uma 

alteração do fuso meiótico, poderia conduzir a um estado de aneuploidia por não-disjunção, 

junção desbalanceada ou disjunção prematura das cromátides e perda de cromossomos, 

(MANDELBAUM et al., 2004; BATTAGLIA et al., 1996; VAN BLERKOM; HENRY, 

1992) comprometendo o desenvolvimento embrionário. 

Os estudos que avaliaram de forma não-invasiva a qualidade oocitária em pacientes 

com SOP, utilizaram a análise de parâmetros como a taxa de oócitos em metáfase II 

(LUDWIG et al., 1999; ABOULGHAR et al., 1997) e a análise da morfologia do complexo 

cumulus-oócitos (TANBO et al., 1990; KODAMA et al., 1995; TARLATZIS et al., 1995). 



Contudo, pela fraca correlação destes parâmetros com o desenvolvimento embrionário 

subseqüente, e, conseqüentemente, com o prognóstico da gestação, supomos que estes 

critérios não sejam adequados preditores da real qualidade oocitária (FAUSER, 1999). 

Entretanto, não dispomos de estudos que tenham avaliado a qualidade oocitária em portadoras 

de SOP por meio da análise de critérios morfológicos mais objetivos e, potencialmente, 

capazes de predizer a real capacidade desenvolvimental oocitária. 

Apesar de controversos, os dados existentes sugerem a ocorrência de menores taxas 

de fertilização e maiores taxas de abortamento após a realização de procedimentos de 

reprodução assistida em pacientes com SOP, o que poderia ser decorrente, entre outros 

fatores, da inadequada qualidade oocitária e, consequetemente, embrionária em mulheres 

portadoras desta síndrome. Sabe-se que para o oócito maduro estar preparado para a 

fertilização, é necessário que o fuso meiótico, estrutura fundamental no processo de 

desenvolvimento oocitário, mantenha a sua integridade e funcionabilidade. Desta forma, 

anomalias no fuso celular e/ou configuração cromossômica oocitária poderiam cursar com 

falha ou redução das taxas de fertilização e aumento da ocorrência de abortamento 

espontâneo, passíveis de estarem relacionadas a este suposto comprometimento da qualidade 

oocitária em portadoras de SOP. Contudo, até o presente momento, não dispomos de estudos 

que tenham avaliado o fuso meiótico e a distribuição cromossômica de oócitos de mulheres 

inférteis com SOP, comparando-os aos de grupos controle, nos quais a qualidade oocitária 

supostamente preservada, não sendo uma variável relacionada ao comprometimento da 

fertilidade (como o caso dos fatores masculino e/ou tubário de infertilidade). 

A utilização de oócitos humanos maduros para pesquisa provenientes de ciclos 

estimulados para ICSI, acarretaria custos e riscos para a paciente e se depararia com a grande 

dificuldade de doação e a conseqüente escassez de material. Por isso, optamos por utilizar 

oócitos imaturos obtidos após captação ovariana em ciclos estimulados com gonadotrofinas 



endógenas, não utilizados na prática clínica, e maturá-los in vitro previamente à análise 

morfológica do fuso celular e distribuição cromossômica. 

 

 

JUSTIFICATIVA DA PROPOSIÇÃO E HIPÓTESE 

 

 

Sabe-se que a SOMP acomete cerca de 22% da população geral (ADAMS et al., 

1985) e que a infertilidade observada nestas mulheres decorre, sobretudo, da anovulação 

crônica. Apesar de controverso, alguns autores relatam menores taxas de fertilização e maior 

incidência de abortamentos após a realização de TRA neste grupo de pacientes. Questionam-

se os papéis do comprometimento da receptividade endometrial e da qualidade oocitária na 

gênese dos efeitos deletérios da SOP sobre a fertilidade feminina. Postula-se que as 

concentrações elevadas de hormônio luteinizante (LH) na fase folicular, ao interferir na 

foliculogênese, poderiam resultar em oócitos de má qualidade. É possível que outras 

alterações endócrinas e metabólicas proporcionadas por esta síndrome, também possam estar 

relacionadas ao comprometimento da qualidade oocitária, o que precisa ser elucidado. Desta 

forma, há evidências de que a qualidade oocitária e, conseqüentemente, a qualidade 

embrionária, potencialmente atingida pela gama de alterações endócrinas e metabólicas 

proporcionadas por esta síndrome, seriam importantes responsáveis por esses índices de 

insucesso.  

Sabe-se que para o oócito maduro estar preparado para a fertilização, é necessário 

que o fuso meiótico, estrutura fundamental no processo de maturação e ativação oocitárias, 

mantenha a sua integridade e funcionabilidade. A avaliação da qualidade oocitária por meio 

do estudo morfológico da organização e distribuição estrutural do fuso meiótico, responsável 



pela organização do conteúdo nuclear e também pela divisão celular oocitária, é um método 

simples e com boa reprodutibilidade. Assim, hipotetizamos que um dos possíveis fatores 

relacionados à sugerida piora da qualidade oocitária em pacientes com SOP possa ser a maior 

incidência de anomalias meióticas, o que, se confirmado, ajudaria a esclarecer os possíveis 

fatores responsáveis por uma menor taxa de fertilização e uma maior freqüência de 

abortamentos entre as portadoras de SOP.  

A utilização de oócitos humanos maduros para pesquisa, provenientes de ciclos 

estimulados para ICSI, acarretaria custos e riscos para a paciente e se depararia com a grande 

dificuldade de doação e a conseqüente escassez de material. Por isso, optamos por utilizar 

oócitos imaturos obtidos após captação ovariana em ciclos estimulados com gonadotrofinas 

endógenas, não utilizados na prática clínica, e maturá-los in vitro previamente à análise 

morfológica do fuso celular e distribuição cromossômica. 

Assim, no presente estudo-piloto, nós propomos avaliar o fuso meiótico e a 

distribuição cromossômica de oócitos maturados in vitro obtidos de ciclos estimulados de 

mulheres inférteis com SOP e fatores masculino e/ou tubário de infertilidade, apresentando os 

dados preliminares obtidos e o cálculo do número amostral necessário para suportar os dados 

obtidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

 

 

 

 

 

2 OBJETIVOS 

 

 

 

 



2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Analisar a associação potencial entre Síndrome dos Ovários Policísticos e anomalias 

morfológicas do fuso meiótico e da distribuição cromossômica de oócitos humanos. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

2.2.1 Avaliar o fuso meiótico e a distribuição cromossômica de oócitos maturados in vitro, 

obtidos de ciclos estimulados, de mulheres inférteis com SOP e com fatores de 

infertilidade masculina e/ou tubário (grupo controle).  

 

 

2.2.2 Calcular o número de amostras necessário para que os resultados obtidos no presente 

estudo possam ter significância estatística, considerando-se um poder de 80% e um 

nível de significância (β) de 5%. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

 



3.1 Material e pacientes 

 

 

Este estudo foi conduzido prospectivamente no laboratório do Departamento de 

Ginecologia e Obstetrícia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto (FMRP)-USP no período de abril de 2006 a agosto de 2007 aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa do Hospital das Clinicas. 74 mulheres inférteis que concordaram em 

participar da pesquisa através da assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE) (ANEXO A) foram submetidas a ciclos estimulados para captação de oócitos 

inseminados por Injeção Intracitoplasmática de Espermatozóides (ICSI). Estas pacientes 

foram selecionadas prospectivamente e consecutivamente e divididas em:  

 Grupo de estudo (portadoras de SOP) onde foram incluídas pacientes com idade 

inferior a 38 anos, índice de massa corpórea (IMC) menor que 30 kg/m
2
, valor de 

FSH basal menor que 10mUI/ml e sem resistência insulínica avaliada pelo índice de 

QUICKI (análise logarítimica da razão entre glicemia em mg/dl e insulinemia em 

pmol/l, sendo valores superiores a 0,34 considerados normais). O diagnóstico de 

SOP foi baseado nos critérios utilizados pelo consenso revisto de Rotterdam (2003) 

(dois dentre os três seguintes critérios: oligo ou amenorréia, sinais clínicos ou 

laboratoriais de hiperandrogenismo e ovários policísticos a ultrassonografia que 

seriam 12 ou mais folículos com até 9mm e/ou volume de pelo menos um ovário 

superior a 10 cm
3
, excluindo-se outras causas de hiperandrogenismo); 

 Grupo controle (portadores de fator masculino e/ou tubário, excluindo 

hidrossalpinge), onde foram incluídas pacientes com idade inferior a 38 anos, índice 

de massa corpórea (IMC) menor que 30 kg/m
2
 e valor de FSH basal menor que 



10mUI/ml, que tenham realizado laparoscopia diagnóstica para a exclusão de demais 

causas de infertilidade.  

A seleção das pacientes e do material de estudo das mesmas está representada no 

diagrama abaixo (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Fluxograma de pacientes participantes e do respectivo material utilizado no projeto de pesquisa 
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A caracterização das pacientes dos grupos de estudo (SOP) e controle quanto à 

idade, índice de massa corporal e FSH basal está representada na Tabela 1. Os grupos foram 

considerados homogêneos segundo estas variáveis. 

 

Tabela 1 - Caracterização das pacientes, que apresentaram oócitos analisados, dos grupos de 

estudo (SOP) e controle quanto à idade, índice de massa corporal e FSH basal. 

Variável 
Grupo SOP Grupo controle 

Número de pacientes 8 12 

Mediana da Idade (anos) 33 (28 a 37) 35 (24 a 38) 

Índice de Massa Corporal (Kg/m
2
)* 24,5 ± 3,9 23,6 ± 3,1 

FSH basal (mUI/ml)* 
5,4 ± 2,5 4,75 ± 2,0 

NOTA - * Valores expressos em média + Desvio-Padrão 

SOP – Síndrome dos Ovários Policísticos. 

 

 

3.2 Métodos 

 

 

Os oócitos macroscopicamente MII (caracterizados pela extrusão do primeiro 

corpúsculo polar por microscopia ótica) após MIV tiveram seu fuso meiótico e sua 

distribuição cromossômica analisadas por microscopia de imunofluorescência conforme 

protocolo descrito a seguir: 

 

 

3.2.1 Protocolo de Estimulação: 

 

 



A programação da menstruação para o início do ciclo de estimulação ovariana 

controlada foi realizada pela administração de anticoncepcionais orais combinados 

diariamente, iniciada no período menstrual do ciclo precedente até cinco dias antes do 

previsto para o início da estimulação ovariana, suspendendo esta administração de tal forma 

que o início do sangramento menstrual coincida com a realização da ultrassonografia 

transvaginal (USTV) basal para se observar o padrão endometrial e afastar a presença de 

cistos ovarianos que possam interferir na resposta à administração das gonadotrofinas 

exógenas e na monitorização ultrassonográfica do crescimento folicular. 

O bloqueio hipofisário com análogo do hormônio liberador de gonadotrofinas 

(GnRHa) foi iniciado 10 dias antes do dia de realização da USTV basal (protocolo longo), no 

período vespertino, por meio da  administração de acetato de leuprolide (Lupron®, Abott, 

Brasil) na dose de 0,5mg/dia (10 UI), por via subcutânea, mantida durante todo o período de 

estimulação ovariana controlada até o dia da administração da gonadotrofina coriônica 

humana (hCG) (Ovidrel®, Serono, Brasil). 

A hiperestimulação ovariana controlada foi iniciada, entre o segundo e o quarto dia 

do ciclo menstrual. As pacientes receberam 150 a 300 UI por dia de FSH recombinante 

(FSHr) (Gonal-F®, Serono, Brasil; Puregon®, Organon, Brasil), via intramuscular (IM), nos 

primeiros 6 dias da indução. A partir do sétimo dia da indução da ovulação, a dose foi 

ajustada ou introduziu-se HMG purificada (Menopur®, Serono, Brasil) na dose de 150 UI/dia 

de acordo com o crescimento folicular e a espessura endometrial, monitorados com USTV 

diariamente ou em dias alternados. Quando pelo menos dois folículos atingiram 18 mm de 

diâmetro médio, foi administrada 250 µg de hCG recombinante (Ovidrel®, Serono, Brasil) às 

22:00. A captação dos oócitos foi realizada 34 a 36h após a administração do hCG 

recombinante.  



A suplementação da fase lútea foi feita com progesterona natural micronizada 

(Utrogestan®, Enila, Brasil) por via oral na dose de 200mg, três vezes ao dia, a partir do dia 

da captação oocitária e mantida até a décima segunda semana da gestação, nas pacientes que 

engravidaram. 

 

 

3.2.2 Captação Oocitária: 

 

  

A captação dos oócitos foi realizada mediante prévia anestesia geral endovenosa com 

propofol (Diprivan®, Astra-Zeneca, Brasil), associado ao citrato de fentanil (Fentanil®, 

Janssen-Cilag, Brasil). A aspiração dos folículos por via endovaginal guiada por transdutor 

ultrassonográfico transvaginal, foi realizada utilizando-se uma agulha de lúmen simples 

padrão, com 300mm de comprimento, 1,1 mm de diâmetro interno, duplo bizel cortante, 

ranhurado nos dois centímetros terminais para uma maior ecogenicidade (Laboratório CCD, 

França), com pressão aspirativa artificial constante de 100 mmHg, por meio de bomba de 

sucção com controle eletrônico (Craft® Suction Pump, Rocket Medical, Inglaterra). 

Todo o manuseio dos oócitos foi realizado sob capela de fluxo laminar (Veco 

Modelo HLFS 12), com a finalidade de manter o meio estéril. 

Para a identificação e o isolamento dos complexos oócito-cumulus, o material 

aspirado foi transferido para placas de Petri com 10 cm de diâmetro, previamente aquecidas 

em platina térmica a 37°C. Depois de identificados, os complexos oócito-cumulus foram 

isolados do fluido folicular (FF) e lavados cuidadosamente em meio de cultura Human Tubal 

Fluid-HEPES (HTF, Irvine Scientific) suplementado com 10% Soro Sintético Substituto 

(SSS) previamente equilibrado à 37ºC, para a remoção de sangue e debris. A seguir foram 



colocados em placas NUNC (Multidish 4 wells Nuclon, Delta SI), preenchidas com o  meio 

de cultura HTF-SSS e cobertas com óleo mineral (Sigma-Aldrich), e levados à incubadora em 

mistura gasosa de CO2 a 5%, sob condições ideais de temperatura (37ºC) e umidade (95%) 

por um período de 2 a 4 horas. Após este período, para realizarmos a remoção do cumulus 

oophorus e da corona radiata, os complexos oócito-cumulus foram colocados em micro-gotas 

de 25µL de hialuronidase (H4272 tipo IV-S, Sigma), na diluição de 80 UI/mL de 

HTF/HEPES (Irvine Scientific), por 30 segundos e, então, lavados 2 ou 3 vezes com o meio 

HTF-SSS. A remoção mecânica das células da granulosa foi feita com o auxílio de uma pipeta 

Stripper (130µm - Denuding Pipette, Cook). 

Imediatamente após a realização do desnudamento oocitário, realizamos a análise 

morfológica para identificação do grau de maturidade dos oócitos, sob visualização ao 

microscópio de luz. 

Os oócitos que atingiram a Metáfase II (MII - caracterizada morfologicamente pela 

presença de 1 corpúsculo polar (CP) extruso) foram considerados maduros e incubados em 

gotas de 25 µL de HTF + SSS 10% por 1 a 2 horas, para, então, serem inseminados por meio 

da realização da ICSI.   

Os oócitos que estavam em estágio de Vesícula Germinativa (VG) (ausência de CP 

extruso e presença de VG) ou de Metáfase I (MI) (ausência do CP e da VG) foram 

considerados imaturos, e, portanto, sem utilidade clínica para a realização de ICSI, sendo 

submetidos à Maturação In Vitro (MIV), para utilização no presente estudo, conforme 

descrito a seguir. 

Os oócitos que apresentaram sinais de danos mecânicos ou sinais de atresia 

(citoplasma irregular, escuro ou granulado) foram descartados. 

 

 

 



 

 

3.2.3 Maturação in vitro: 

 

Os oócitos imaturos são, então, imediatamente transferidos para as placas de cultivo, 

colocados em micro-gotas de 50 µL do meio HTF + SSS 10%, e levados à incubadora em 

mistura gasosa de CO2 a 5%, sob condições ideais de temperatura (37ºC) e umidade (95%), 

por período previamente definido. Os oócitos no estágio de vesícula germinativa são mantidos 

nestas condições de cultivo por um período de 19 horas + ou – 1 hora e aqueles em metáfase 

I, por 4 horas + ou – 30 minutos de acordo com curva de maturação previamente estabelecida 

neste serviço, utilizando os meios e condições de cultura descritos previamente, onde 36 

oócitos em Metáfase I foram submetidos a MIV após ciclo estimulado com taxa de maturação 

de 83% e tempo de maturação entre 210 e 420 minutos com mediana de 240 minutos (4 

horas) e 28 oócitos em VG com taxa de maturação de 71% e tempo de maturação entre 18 e 

24 horas com mediana de 19 horas (APÊNDICE A). Após este período pré-estabelecido de 

cultivo, foi realizada novamente a análise do grau de maturação oocitária, sendo que os 

oócitos que atingiram MII são fixados para a análise por microscopia de imunofluorescência 

para identificação do fuso celular e distribuição cromossômica. Os oócitos que não atingiram 

a metáfase II após o período descrito, assim como os que degeneraram, foram descartados. 

 

 

3.2.4 Microscopia de imunofluorescência para visualização do fuso meiótico e da 

distribuição cromossômica: 

 

 



Os oócitos maturados in vitro são fixados e corados para microscopia de 

fluorescência, conforme previamente descrito (ALLWORTH; ALBERTINI, 1993). Na 

preparação para a imunofluorescência, o fixador MTSB XF, composto por 1X de Tampão 

Estabilizador (0,1M de Pipes, 5mM de Cloreto de Magnésio Hexahidratado e 2,5mM de 

EGTA), 50% de Óxido de Deutério, 0,01% de Apronitina de pulmão bovino, 1 mM de DTT, 

1 μM de Taxol, 0,5% de Triton-X, 2% de Formaldeído e água de MilliQ) foi aquecido a 37C 

por 30 minutos. Em seguida, os oócitos foram fixados a 37C por 30 minutos e lavados 4 

vezes em solução tampão de lavagem (15 minutos cada) composta por 0,02% de NaN3, 0,01% 

de Triton-X, 0,2% de leite desnatado, 2% de Soro Normal de Cabra, 0,1M de Glicina, 2% de 

BSA(V) e PBS, onde ficaram por 2 horas a 37C. Após esse período, os oócitos foram 

lavados 1 vez na solução tampão de lavagem para incubação com o anticorpo primário (beta-

tubulina de camundongo, diluição 1:1000 em solução de PBS com 0,02% de NaN3 e 0,1% de 

BSA(V)) por 4 h a 37C. Em seguida, foram lavados mais 3 vezes (15 min cada) e incubados 

com o anticorpo secundário (Imunoglobulina de cabra anti-camundongo FITC-conjugada, 

Zymed Laboratories, Invitrogen Corporation, Calsbad, CA, USA, diluição 1:200 na mesma 

solução de diluição acima descrita) por 2 horas a 37C. Após mais três lavagens de 15 min 

cada, os oócitos foram corados com Hoechst 33342 em meio suporte por 10 min a 

temperatura ambiente, montados entre lâmina e lamínula, estocados a 4C e mantidos no 

escuro até observação em Microscópio de Imunofluorescência (Zeiss Axiovert 100TV), 

realizada dentro de 1 semana do preparo da lâmina. 

 

 

 

 

 



 

3.2.5 Análise morfológica do fuso meiótico e da distribuição cromossômica do oócito 

em Metáfase II: 

 

 

O fuso meiótico foi considerado normal quando apresentou a forma de barril e estava 

disposto em posição centrípeta em relação ao corpúsculo polar. Os cromossomos 

apresentaram distribuição normal quando estavam reunidos na placa metafásica e bem 

alinhados no equador do fuso celular oocitário (Figuras 2a e 2b). 

Consideramos como telófase I, os oócitos que apresentaram fuso celular alongado e 

perpendicular à membrana oocitária, com cromossomos distribuídos nas suas extremidades. 

Foi considerada ativação partenogenética aqueles que apresentavam extrusão do segundo 

corpúsculo polar (Figura 2d).  

Se os cromossomos apresentavam-se dispersos, desalinhados ou fragmentados, se a 

cromatina feminina encontrava-se aglomerada com microtúbulos interfásicos, se o formato do 

fuso não estava normal (forma de barril), ou se o mesmo apresentava ruptura, este foi 

considerado anormal (Figura 2c). 

 

 



 

Figura 2 - Imagens representativas de fusos e cromossomos de oócitos de portadoras de SOP e controle por 

microscopia de imunofluorescência. Fusos meióticos em metáfase II foram corados por anticorpo anti-

b-tubulina e cromossomos corados por Hoechst 33342. a e b) Oócitos de pacientes controle com fusos 

meióticos normais e cromossomos alinhados na placa metafásica do fuso; c) Oócito de paciente 

portadora de SOP com ruptura de fuso meiótico e istribuição cromossômica anormal; d) Oócito de 

paciente controle que sofreu ativação partenogenética. 
 

 

 

3.3 Análise estatística: 

 

 

A comparação entre a proporção de anormalidades do fuso celular e distribuição 

cromossômica oocitários entre os dois grupos estudados foi realizada pelo teste exato de 

Fisher. O grau de significância (alpha) foi definido em 0,05 (bicaudal), sendo o valor de 

p<0,05 considerado estatisticamente significativo.  

Para a determinação do tamanho do número de amostras necessário para que a 

diferença obtida entre as proporções de anormalidades meióticas no grupo de estudo e no 

grupo controle seja estatisticamente comprovada utilizamos teste de hipótese bicaudal para 2 

proporções com um poder de teste de 80% e um nível de significância (β) de 5%, preconizado 

pela Organização Mundial de Saúde (LWANGA; LEMESHOW, 1991). 

  

a b 

c d 

http://www.lee.dante.br/pesquisa/amostragem/refer_bibliog.html#lwanga


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

         

 4 RESULTADOS 

 

 

 

 



4.1 Taxas de Maturação In Vitro (MIV) entre as pacientes dos grupos SOP e controle 

 

 

Segundo classificação de maturidade oocitária realizada por microscopia óptica, no 

grupo de estudo, dos 34 oócitos imaturos submetidos a MIV, 17 oócitos atingiram a metáfase 

II (taxa de MIV de 50%). Dos 56 oócitos imaturos submetidos a MIV no grupo controle, 24 

oócitos atingiram a MII (taxa de MIV de 42,8%).  

Não observamos diferença significativa nas taxas de MIV (utilizando como critério a 

extrusão do primeiro corpúsculo polar, observada por microscopia óptica) entre os dois 

grupos avaliados (50% e 42,8%, respectivamente, para os grupos SOP e controle) (Tabela 2).  

Na análise por microscopia de imunofluorescência, detectaram-se 3 e 2 oócitos, 

respectivamente, no grupo de estudo e no grupo controle, em estágio de Telófase I e 3 oócitos 

ativados partenogeneticamente no grupo controle (Figura 3), ou seja, não em metáfase II, 

como classificado pela microscopia óptica. Ocorreu a impossibilidade de análise de 4 oócitos 

do grupo controle em virtude de dificuldades técnicas durante o processo de imunocoloração, 

o que impossibilita o cálculo adequado da taxa de MIV neste grupo, segundo a classificação 

pela microscopia de imunofluorescência. Desta forma, foram analisados por microscopia de 

imunofluorescência, respectivamente, 14 oócitos em MII de 8 pacientes do grupo de estudo 

(taxa de MIV de 41,2%; 14 MII/34 oócitos imaturos) e 15 oócitos MII de 12 pacientes do 

grupo controle (Figura 3). A respectiva análise de cada oócito está descrita no APÊNDICE B 

e APÊNDICE C. 

 

 

 

 



 

 

Tabela 2 – Taxa de maturação in vitro, segundo análise por microscopia óptica, nos grupos 

SOP e Controle. 

Oócitos Grupo SOP 

    Número       %                 

Grupo Controle 

      Número          % 

Imaturos submetidos a MIV  34 100 56 100 

MII provenientes de MIV 17 50,0* 24 42,9* 

NOTA: MII – Oócito em estágio de metáfase II; MIV – Maturação In Vitro; SOP – Síndrome dos Ovários 

Policísticos (grupo de estudo). * Valor de p = 0,522  (sem significância estatística) 

 

 

 

 

 

 
Figura 3 - Distribuição dos oócitos em metáfase II,segundo classificação por  microscopia óptica, após 

Maturação In Vitro, analisados por microscopia de imunofluorescência, entre portadoras de SOP e 

controle. 

Nota - MII – Oócito em estágio de metáfase II; TI – Telófase I; SOP – Síndrome dos Ovários 

Policísticos (grupo de estudo). *Valor de p = 0,70 (sem significância estatística) 

 

 

 

4.2 Análise do fuso meiótico e distribuição cromossômica dos oócitos em metáfase II, 

após MIV, nos grupos SOP e controle. 

 

 

No grupo de estudo, dos 14 oócitos MII analisados, foram observados 6 oócitos em 

metáfase II (MII) normais (42,9%) e 8 MII anormais (57,1%). No grupo controle, dos 15 
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oócitos MII analisados, foram observados 8 MII normais (53,3%) e 7 MII anormais (46,7%)  

(Tabela 4). Não houve diferença significativa nas proporções de anomalias meióticas entre os 

grupos SOP e controle (57,1 e 46,7%, respectivamente). 

 

 

Tabela 4 – Distribuição dos oócitos em metáfase II após Maturação In Vitro entre portadoras 

de SOP e controle quanto à normalidade meiótica. 

                        Oócitos    Grupo SOP 

 Número         %                 

Grupo Controle 

 Número      % 

MII analisáveis após MIV 14 100 15 100 

MII normais 6 42,9* 8 53,3* 

 MII anormais 8 57,1* 7 46,7* 

NOTA: MII – Oócito em estágio de metáfase II; MIV – Maturação In Vitro; SOP – Síndrome dos Ovários 

Policísticos (grupo de estudo).   *Valor de p = 0,71 (sem significância estatística) 

 

 
 

 

4.3 Cálculo do tamanho amostral 

 

 

 

 

O tamanho de amostras necessário para que a diferença de 10,4% obtida entre as 

proporções de anormalidades meióticas do grupo de estudo (pacientes portadoras de SOP) e 

do grupo controle, respectivamente 57,1% e 46,7%, seja estatisticamente significativa, 

baseado em um teste de hipótese bicaudal, com um poder de 80% e um nível de significância 

(β) de 5%, é de 322 para cada grupo.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 5 DISCUSSÃO 

 

 

 



   O presente estudo foi o primeiro na literatura que avaliou as proporções de anomalias 

meióticas nos oócitos maturados in vitro provenientes de ciclos estimulados de pacientes com 

SOP, comparando-as aos de mulheres com fatores tubário e/ou feminino de infertilidade. Os 

dados preliminares do presente estudo não evidenciaram diferença significativa nas 

freqüências de anomalias meióticas entre estes dois grupos estudados. Contudo, sugerem uma 

tendência a maior ocorrência de anomalias meióticas nos oócitos de mulheres com SOP, o que 

poderá ser elucidado ampliando-se a presente casuística. Se confirmados, os referidos achados 

poderão contribuir para a elucidação de um dos mecanismos envolvidos na sugerida piora da 

qualidade oocitária em portadoras desta afecção, quando submetidas à estimulação ovariana 

para a realização de TRA de alta complexidade. Um estudo publicado recentemente (WOOD 

et al., 2007), utilizando análise comparativa da expressão gênica oocitária (microarrays 

analysis), de portadoras de SOP e mulheres normo-ovulatórias, evidenciou diferenças nos 

perfis de expressão gênica entre estes dois grupos avaliados. Estes autores sugeriram que esta 

expressão gênica alterada poderia culminar com defeitos na meiose ou desenvolvimento 

embrionário inicial, contribuindo para a reduzida competência desenvolvimental observada 

em oócitos de mulheres com SOP. Se confirmada a tendência observada no nosso estudo de 

maior proporção de anomalias meióticas nos oócitos de mulheres com SOP, poderemos 

elaborar uma relação entre a expressão gênica alterada descrita por Wood et al. (2007) e os 

potenciais danos meióticos oocitários em fuso celular e/ou distribuição cromossômica neste 

grupo.  

A imensa escassez de oócitos humanos maduros disponíveis e passíveis de serem 

doados para a realização de pesquisas utilizando metodologias invasivas, que inviabilizam o 

uso clínico do referido material, como é o caso da microscopia de imunofluorescência, 

justificou a utilização, no presente estudo, de oócitos imaturos, obtidos em ciclos estimulados 

por gonadotrofinas para a realização de ICSI, que atingissem a metáfase II após a realização 



de maturação in vitro. Todavia, as baixas proporções de oócitos imaturos obtidos em ciclos 

estimulados, bem como a necessidade de que sofressem MIV (taxas de MIV de 50% e 42,9%, 

respectivamente, nos grupos SOP e controle), dificultou a obtenção de oócitos maturados in 

vitro, justificando a pequena casuística obtida após dezessete meses de inclusão de pacientes 

elegíveis para participarem do presente estudo. Não encontramos na literatura estudos que 

tenham utilizado o mesmo meio de cultivo usado no presente estudo. Contudo, Ebner et al. 

(2006), avaliaram a maturação in vitro em meio de cultura BM1 (Biomedical Medium stage 

one, NMS Biomedical, Praroman, Suíça), com condições de cultivo similares às empregadas 

no nosso estudo, de 75 oócitos em ciclos estimulados, demonstrando taxa de maturação de 

44,7%, semelhante à taxa observada no nosso grupo controle. É importante ressaltar que a 

heterogeneidade nos resultados das taxas de maturação não depende unicamente do meio e 

das condições de cultivo utilizadas, mas também, das diferenças intrínsicas entre oócitos 

captados de folículos de tamanhos diferentes, que podem variar a sua capacidade evolutiva 

devido ao crescimento anormal ou incompleto (COMBELLES et al., 2002).  

Existem evidências na literatura que suportam que não só a resistência insulínica 

(PALOMBA et al., 2005; STADTMAUER et al., 2001) como a obesidade (WANG, J. et al., 

2001; FEDORCSÁK et al., 2001), quando presentes nas pacientes portadoras de SOP, 

poderiam afetar a qualidade do oócito e, conseqüentemente, influenciar os resultados das 

TRA, reduzindo as taxas de fertilização e elevando os índices de abortamento (HEIJNEN et 

al., 2006; LUDWIG et al., 1999). Todavia o hiperandrogenismo intra-ovariano, principal 

suspeito da captura e excesso foliculares (JONARD; DEWAILLY, 2004), característico da 

SOP, parece ser também decorrente da produção androgênica pelas células da teca por uma 

via independente de insulina (DIAMANTI-KANDARAKIS; PAPAVASSILIOU, 2006). 

Ainda não existe uma hipótese formada de como tais alterações endócrinas e metabólicas 

poderiam interferirir no processo de maturação e qualidade oocitárias, mas um microambiente 



folicular composto por substâncias como Hormônio Anti-Mulleriano (AMH), insulina, IGF-1, 

fatores de crescimento, citocinas, agentes oxidantes entre outros, em quantidades sub ou 

supra-fisiológicas poderiam, hipoteticamente, agir via interações folículo-folículo (JONARD; 

DEWAILLY, 2004) e granulosa-oócito (GOSDEN, 2002), afetando a dinâmica microtubular 

e o aparelho meiótico (LAROSA; DOWNS, 2006; ZHANG et al., 2006; LUBERDA, 2005). 

Sabe-se que o fuso celular oocitário é uma estrutura celular altamente dinâmica e 

extremamente sensível à ação de diversos fatores, como o envelhecimento, as mudanças 

térmicas, o suporte insuficiente de oxigênio durante o tempo de cultura, a manipulação 

oocitária, a exposição ambiental a diversos agentes tóxicos, entre outros (MULLEN et al., 

2004; HU et al., 2001; NAVARRO et al., 2004; EICHENLAUB-RITTER et al., 2002). Tais 

fatores podem afetar o fuso, causando uma despolimerização da tubulina e o deslocamento de 

cromossomos do equador metafásico, gerando anomalias meióticas. Alguns autores 

evidenciaram que o tempo de cultivo, após a maturação nuclear estar completa, poderia 

promover o envelhecimento oocitário metafásico, que também seria um dos fatores 

relacionados ao aumento da incidência de anormalidades meióticas (LIU; KEEFE, 2002), o 

que justificou a realização de uma curva-padrão de MIV (APÊNDICE A), no sentido de 

estabelecermos o tempo médio de cultivo, nas condições e meio de cultura utilizados no 

presente estudo, no qual a maioria dos oócitos atingiria a metáfase II. Desta forma, apenas os 

oócitos imaturos que atingiram a metáfase II após o tempo de cultivo pré-definido (19 +/- 1 

hora e 4 +/- 0,5 hora, respectivamente para oócitos em estágio de vesícula germinativa e 

metáfase I), foram utilizados e analisados no presente estudo. 

Ressaltamos que os nossos dados evidenciaram um elevado percentual de anomalias 

meióticas, caracterizadas por anormalidades do fuso e/ou distribuição cromossômica oocitárias, 

tanto no grupo controle (46,7%), como no grupo de estudo (57,1%). Não dispomos de dados na 



literatura avaliando a incidência de anomalias meióticas em oócitos humanos, maturados in 

vitro, obtidos de ciclos estimulados com gonadotrofinas.  

Alguns autores realizando análise citogenética de oócitos em metáfase II, não 

fertilizados após a realização de fertilização in vitro convencional (FIV), não observaram 

diferença entre a incidência de aneuploidias, diploidias e cromossomos prematuramente 

condensados quando compararam pacientes com SOP (24,6 % de anormalidades) e com 

infertilidade secundária a fator tubário
 
(27% de anomalias cromossômicas) (SENGOKU; 

TAMATE, 1997). Apesar da incidência de anomalias cromossômicas oocitárias nas portadoras 

de SOP encontrada por Sengoku e Tamate (1997) (24,6 %) ser inferior à observada no nosso 

estudo (57,1%), ressaltamos que, tanto o material utilizado quanto a metodologia empregada 

foram distintos, impossibilitando a adequada comparação dos dados obtidos. A não realização 

da análise do fuso meiótico oocitário pode ter resultado na subestimativa da proporção de 

anomalias meióticas, o que precisa ser avaliado melhor. 

Encontramos um único estudo publicado avaliando a incidência de anomalias do fuso 

meiótico e configuração cromossômica em oócitos humanos maturados in vitro, obtidos em 

ciclos não estimulados com gonadotrofinas, evidenciando, respectivamente, 43,7% e 33,3% 

de anormalidades (LI et al., 2006). Todavia, estes oócitos analisados foram obtidos em ciclos 

não estimulados com gonadotrofinas. Como se postula um potencial papel deletério da 

estimulação ovariana com gonadotrofinas, na dinâmica do citoesqueleto e competência 

oocitária (LEE et al., 2007), é possível que a incidência de anomalias meióticas seja maior em 

oócitos maturados in vitro em ciclos estimulados do que naqueles não estimulados, o que 

precisa ser mais bem avaliado por meio de estudos utilizando metodologia pertinente. Este 

mesmo estudo comparou a incidência de anormalidades meióticas entre os oócitos maturados 

in vitro, oriundos de ciclos não estimulados, com os maturados in vivo, obtidos em ciclos 

estimulados, objetivando determinar a possível influência da MIV no fuso meiótico e 



distribuição cromossômica oocitária de pacientes com SOP.  Detectou-se uma proporção 

significativamente maior de anomalias meióticas nos oócitos maturados in vitro, sugerindo 

que a MIV tenha um efeito deletério sobre a organização do fuso celular e o alinhamento 

cromossômico oocitário. Desta forma, é provável que a incidência de anomalias meióticas 

obtidas no presente estudo (57,1%), no qual analisamos oócitos maturados in vitro, obtidos de 

ciclos estimulados com gonadotrofinas, seja superior tanto à observada nos oócitos maturados 

in vitro, utilizados rotineiramente nas TRA, como à evidenciada em oócitos maturados in 

vitro, porém provenientes de ciclos não estimulados (LI et al., 2006). Todavia, como 

comparamos oócitos de pacientes com SOP com os de pacientes com fator tubário e/ou 

masculino de infertilidade (grupo controle), ambos maturados in vitro, e encontramos uma 

tendência a maior incidência de anomalias meióticas nas portadoras de SOP, estes achados 

sugerem um possível comprometimento da qualidade oocitária ralacionada à SOP, e não 

apenas à MIV, o que deverá ser mais bem analisado aumentando a presente casuística. Neste 

sentido, o cálculo do número amostral necessário para suportar ou afastar a referida tendência 

a aumento da freqüência de anomalias meióticas nos oócitos maturados in vitro, obtidos em 

ciclos estimulados de portadoras de SOP, definido a partir da realização do presente estudo 

piloto, assume importância no sentido de podermos elucidar esta importante questão.  

 Os dados do presente estudo piloto não evidenciaram diferença significativa nas 

freqüências de anomalias meióticas entre estes os oócitos maturados in vitro provenientes de 

ciclos estimulados de pacientes com SOP, quando comparados aos de mulheres com fator 

tubário e/ou masculino de infertilidade. Contudo, sugerem uma tendência a maior ocorrência 

de anomalias meióticas, caracterizadas por anormalidades do fuso e/ou distribuição 

cromossômica oocitárias, nos oócitos de pacientes com SOP, o que poderá ser elucidado 

ampliando-se a presente casuística. Se forem confirmados, estes achados podem apontar um 

possível papel destas anormalidades relacionadas à maturação nuclear oocitária, nas 



controversas menores taxas de fertilização observadas em pacientes com SOP submetidas às 

Técnicas de Reprodução Assistida. Se não confirmados, sugerirão o possível envolvimento de 

fatores relacionados à maturação citoplasmática em detrimento da nuclear na etiopatogênese 

da piora da qualidade oocitária em portadoras de SOP. 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 CONCLUSÕES 

 

 

 



Os dados do presente estudo piloto não evidenciaram diferença significativa nas freqüências 

de anomalias meióticas, caracterizadas por anormalidades no fuso meiótico e/ou distribuição 

cromossômica, entre estes os oócitos maturados in vitro provenientes de ciclos estimulados de 

pacientes com SOP, quando comparados aos de mulheres com fator tubário e/ou masculino de 

infertilidade.  

Contudo, nossos achados sugerem uma tendência a maior ocorrência de anomalias 

meióticas, nos oócitos de pacientes com SOP, o que poderá ser elucidado ampliando-se a 

presente casuística, conforme cálculo amostral elaborado a partir dos dados do presente 

estudo piloto. Se forem confirmados, estes achados podem apontar um possível papel destas 

anormalidades relacionadas à maturação nuclear oocitária, nas controversas menores taxas de 

fertilização observadas em pacientes com SOP submetidas às Técnicas de Reprodução 

Assistida. Se não confirmados, sugerirão o possível envolvimento de fatores relacionados à 

maturação citoplasmática em detrimento da nuclear na etiopatogênese da piora da qualidade 

oocitária em portadoras de SOP. 
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 APÊNDICE A - Curva de maturação In Vitro 
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APÊNDICE B - Descrição dos oócitos incluídos na pesquisa do grupo SOP 
 

  

Oócitos Grupo 

SOP 

paciente procedência 

Após MIV p/ 

microscopia 

óptica 

Após MIV p/ 

imunofluorescência 

Fuso/ 

distribuição 

cromossômica 

01 I VG MII MII anormal 

02 II MI MII MII normal 

03 II MI MII MII anormal 

04 II MI MII MII anormal 

05 III MI MII MII anormal 

06 III VG MII MII anormal 

07 III VG MII TI normal 

08 IV VG MII MII normal 

09 V MI MII MII normal 

10 V MI MII MII anormal 

11 VI MI MII MII anormal 

12 VI VG MII MII normal 

13 VI VG MII MII normal 

14 VII MI MII MII normal 

15 VIII MI MII MII anormal 

16 VIII VG MII TI normal 

17 IX MI MII TI normal 

Nota: VG – Oócito em estágio de Vesícula Germinativa; MI – oócito em estágio de metáfase I; MII –Oócito em 

Metáfase II; TI – Oócito em Telófase I; SOP – Síndrome dos Ovários Policísticos (grupo de estudo). 

 

 

 



 

APÊNDICE C - Descrição dos oócitos incluídos na pesquisa do grupo controle 
 

Oócitos 

Grupo 

controle 

paciente procedência Após MIV p/ 

microscopia 

óptica 

Após MIV p/ 

imunofluorescência 

Fuso/ 

distribuição 

cromossômica 

01 I VG MII NV NV 

02 II MI MII MII normal 

03 II MI MII NV NV 

04 II VG MII MII normal 

05 II VG MII TII AP 

06 III VG MII MII anormal 

07 IV MI MII MII normal 

08 IV VG MII TI normal 

09 V MI MII MII normal 

10 V MI MII MII normal 

11 VI VG MII MII normal 

12 VII VG MII MII anormal 

13 VIII VG MII TII AP 

14 IX MI MII NV NV 

15 IX MI MII NV NV 

16 XI MI MII MII normal 

17 X MI MII MII anormal 

18 XI MI MII MII anormal 

19 XII MI MII TII AP 

20 XIII MI MII MII normal 



21 XIV VG MII TI normal 

22 XV VG MII MII anormal 

23 XVI VG MII MII anormal 

24 XVII VG MII MII anormal 

Nota: VG – Oócito em estágio de Vesícula Germinativa; MI – oócito em estágio de metáfase I; MII –Oócito em 

Metáfase II; TI – Oócito em Telófase I; TII – Oócito em Telófase II; AP – Ativação Partenogenética; SOP – 

Síndrome dos Ovários Policísticos (grupo de estudo).
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ANEXO A -Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRÃO 
PRETO-USP 

DEPARTAMENTO DE GINECOLOGIA E OBSTETRÍCIA 

Av. Bandeirantes, 3900 - 1º andar - Ribeirão Preto-SP - CEP 14049- 900 

Fone (016) 3602-2231 - Fax (016)3633-0946 
 Setor de Reprodução Humana 

  

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
(Para oócitos imaturos) 

1. NOME DA PESQUISA: “Efeitos da Síndrome dos Ovários Policísticos sobre o fuso meiótico 

oocitário: estudo piloto” 
 

2. PESQUISADOR RESPONSÁVEL: Prof. Dra. Paula Andrea de A. Salles Navarro  

  

 Você e o seu marido estão sendo convidados a participar da pesquisa “Efeitos da Síndrome dos Ovários 

Policísticos sobre o fuso meiótico oocitário”; 

 

3. ESCLARECIMENTOS: A Síndrome dos Ovários Policísticos é uma causa bastante comum de 

irregularidade menstrual e de dificuldade para engravidar (denominada infertilidade). Questiona-se se um dos 

motivos responsáveis tanto pela maior dificuldade em engravidar, como pela chance aumentada de abortamento 

nas mulheres portadoras desta síndrome, seja a inadequada qualidade de seus óvulos (oócitos), que poderão 

produzir embriões também de má qualidade e, conseqüentemente, gerar uma gestação menos viável. Contudo, na 

atualidade, não se realiza a avaliação adequada da qualidade oocitária nestas e em outras pacientes, devido à 

ausência de métodos bem estabelecidos capazes de predizer se os óvulos são bons ou não. A identificação da 

presença de alterações nos óvulos de pacientes portadoras desta síndrome e de outras causas de infertilidade, não 

somente ajudaria a elucidar o mecanismo causador da infertilidade e da maior chance de abortamento, como 

também abriria perspectivas futuras de tratamento para este grupo de pacientes. 

 Uma forma indireta de avaliarmos a qualidade dos seus óvulos, sem lhe causar qualquer risco adicional 

ou prejuízo do sucesso de você engravidar durante este procedimento de reprodução assistida, seria utilizar os 

óvulos que não amadureceram o suficiente para serem inseminados (denominados óvulos imaturos) e que, 

portanto, serão descartados, não sendo úteis para o seu tratamento. Estes óvulos imaturos serão amadurecidos „in 

vitro’ (ou seja, no laboratório), para que seja estudada uma estrutura microscópica em seu interior chamada de 

“fuso celular”, um dos possíveis responsáveis pela qualidade dos seus oócitos. Devemos, portanto, ressaltar que 

este estudo e a doação dos seus oócitos que não amadureceram não vão interferir no seu tratamento para 

engravidar, assim como não causarão prejuízo algum para a sua saúde, nem para a do futuro bebê. 

 Sua colaboração, portanto, na doação de seus óvulos imaturos será imprescindível para um melhor 

conhecimento da qualidade dos oócitos de pacientes com dificuldade para engravidar e para levar uma gravidez 

adiante devido a Síndrome dos Ovários Policísticos. Este conhecimento no futuro poderá ser usado no sentido de 

propiciar um tratamento mais eficaz da infertilidade associada à Síndrome dos Ovários Policísticos. É importante 

ressaltarmos que este estudo não trará nenhuma despesa para você e seu companheiro. Todos os oócitos imaturos 

doados serão utilizados exclusivamente para a avaliação de seus fusos celulares (não poderão ser utilizados para 

outros fins que não os desta pesquisa). 

 

4. INFORMAÇÕES ADICIONAIS: Todos as dúvidas com relação ao estudo que, porventura, possam 

ocorrer durante o seu tratamento para engravidar, serão prontamente esclarecidas pelos pesquisadores 

responsáveis pelo presente estudo. Você e seu companheiro têm a liberdade de retirarem o vosso consentimento 

e de deixarem de participar do estudo, a qualquer momento, sem que isto traga qualquer prejuízo à continuidade 

do seu tratamento.  Asseguramos o total sigilo em relação aos nomes dos integrantes deste estudo, bem como 

garantimos que será mantido o caráter confidencial de toda informação relacionada a vossa privacidade. Temos o 

compromisso de que serão prestadas informações atualizadas durante todo o estudo, ainda que isto possa afetar a 

vossa vontade de continuar dele participando. Asseguramos o compromisso de que você será devidamente 

acompanhada e assistida durante todo o período de participação neste projeto, bem como de que será garantida a 

continuidade do seu tratamento, após a conclusão dos trabalhos da pesquisa. 

 



 

Eu, _____________________________________________, RG nº:___________ e meu 

marido,_______________________________________, RG nº:___________, abaixo assinados, declaramos que 

fomos informados e estamos inteiramente de acordo com o exposto acima e aceitamos livremente participar do 

estudo em questão, doando os oócitos imaturos que não serão utilizados em nosso tratamento de infertilidade e 

autorizamos os pesquisadores abaixo mencionados a utilizá-los para a pesquisa : “Efeitos da Síndrome dos 

Ovários Policísticos sobre o fuso meiótico oocitário: estudo piloto”, estando cientes que teremos a liberdade de 

retirar o nosso consentimento e de deixar de participar do estudo a qualquer momento, sem que isto traga 

qualquer prejuízo à continuidade do nosso tratamento. 

 

Ribeirão Preto _______ / _______ / _________ 

 

 

_______________________________           ___________________________ 

Assinatura- Paciente    Assinatura- Marido 

 

 

__________________________ 

Assinatura do Pesquisador 

 

PESQUISADORES RESPONSÁVEIS:  

 Prof. Dra. Paula Andrea de A. Salles Navarro – CRM: 84930 – SP  

  

 PG Rodolpho Cruz Vieira – CRM: 107054 - SP 

 

Telefone de contato: 16-36022231 

Endereço: Av. Bandeirantes, 3900 - 1º andar (Hospital das Clínicas- Setor de Reprodução 

Humana), Ribeirão Preto – SP. CEP: 14049-900. 

 



ANEXO B - Protocolo de pesquisa 

F:__________ R:_______      ____/____/_______ 

Protocolo de pesquisa: “Efeitos da Síndrome dos Ovários Policísticos sobre o 

fuso meiótico oocitário: estudo piloto” 

Nome: ______________________________________    Registro: _________________ 

Marido: _____________________________________   Registro: _________________ 

Dados Clínicos e Laboratoriais 

Infertilidade:   Primária  Secundária 

SOMP  Fator tubário                  

Fator masculino: Leve   Outro  

Laparoscopia                 Sim                                   Não  

Idade: _________ FSH Basal:_________ 

Peso:______________ Estatura:__________ IMC:_________ 

Glicemia:__________ Insulinemia:_______ QUICK:________ 

Terapia de Reprodução Assistida prévia:  Sim    Não   N
o
 de ciclos:________ 

    IUI ____________  FIV- ICSI: _________ 

Em uso de Metformina:  Sim    Não    

   Dose:____________   Tempo de uso:__________________ 

Dados da indução 

FSH-r (total UI): __________(dose diária):_________Nº dias de indução:________ 

hMG-hp (total UI): ___________(dose diária):_________Nº dias de indução:_________  

Nº total de dias de indução: __________ 

Total folículos ≥ 14mm no dia hCG: ________ 

          OD: ______                            OE: ______ 

Total folículos ≥ 18mm no dia hCG: ________ 

          OD: ______  OE: ______ 

 

Dados da captação, fertilização e MIV 

Nº de oócitos captados: _______  Nº de folículos puncionados: _______ 

Taxa de captação (em relação ao nº de folículos puncionados): ________% 

   (em relação ao nº de folículos >ou= 14mm no dia do hCG): ____% 

No de oócitos degenerados: 

Maturidade oocitária GV: ________ MI: ________ MII: _________ 

Nº oócitos inseminados:________ N° de oócitos MII doados:__________ 

Nº de oócitos fertilizados:_______  Taxa de fertilização:_________% 

Nº de oócitos MII após MIV: de GV: _____t:       (         %) de MI: ______t:      (          %) 

Taxa de Maturação total: _______% 

Nº de embriões formados:_________       No embriões clivados:________ 



Taxa de Clivagem: _______% 

 

Qualidade dos embriões  

    DII       DIII 

 

Dados de Transferência 

Dia da transferência: DII  □                        DIII □  

No embriões transferidos: ________  Numeração dos embriões transferidos:__________ 

Qualidade dos embriões transferidos 

Dados da Gestação:  

βHCG □  Positivo □  Negativo Valor:__________ 

Gravidez clínica:  Sim □    Não  □ 

Taxa de implantação: ______% 

Nº de sacos gestacionais:______ 

Perdas gestacionais:  Sim:≤ 22 semanas ou ≤ 500g: 1 □ 2 □ 3 □ 4 ou + □      Não□  

Nº de Nascidos vivos: 1 □ 2 □ 3 □ Não □ 

 

Anomalia de fuso celular 

□  Sim  □ Não 

Lesão de fuso celular  completa □ parcial □ 

 

Anomalia de distribuição cromossômica:   

Sim □   Não □ 

 No 

Céls 

Simetria 

Sim 

Simetria 

Não 

< 

20% 

20%-

50% 

> 

50% 

Tipo No 

Céls 

Simetria 

Sim 

Simetria 

Não 

< 

20% 

20%-

50% 

> 

50% 

Tipo 

1               

2               

3               

4               

5               

6               

7               

8               

9               

 No 

Céls 

Simetria 

Sim 

Simetria 

Não 

< 

20% 

20%-

50% 

> 

50% 

Tipo No 

Céls 

Simetria 

Sim 

Simetria 

Não 

< 

20% 

20%-

50% 

> 

50% 

Tipo 

1               

2               

3               



□ Desalinhamento        □ Condensação □ Espalhamento 
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RESUMO 

Objetivos: Avaliar o fuso meiótico e a distribuição cromossômica de oócitos maturados in 

vitro obtidos de ciclos estimulados de mulheres inférteis com Síndrome dos Ovários 

Policísticos (SOP) e fator masculino e/ou tubário de infertilidade. Métodos: Cinco pacientes 

inférteis com SOP e 8 pacientes com fator tubário e/ou masculino de infertilidade, submetidas 

a ciclos estimulados para captação oocitária para injeção intracitoplasmática de 

espermatozóide, foram selecionadas prospectiva e consecutivamente e divididas em grupos de 

estudo e controle, respectivamente. Oócitos em estágio de vesícula germinativa (VG) e em 

metáfase I (MI) foram submetidos à maturação in vitro (MIV), respectivamente, por 19 horas 

± 1 hora (VG) e 4 horas ± 30 minutos (MI), conforme curva de MIV previamente realizada no 

presente serviço. Oócitos em metáfase II (MII) após MIV foram fixados, submetidos a 

imunocoloração e microscopia de fluorescência para avaliação morfológica do fuso e da 

distribuição cromossômica. Resultados: Respectivamente 6 dos 10 oócitos (60%) em MII 

analisados do grupo de estudo e 4 dos 12 oócitos(33.3%)  MII analisados do grupo controle 

apresentaram anomalias meióticas, caracterizadas por anomalias do fuso e/ou distribuição 

cromossômica oocitárias. Observou-se ausência de diferença significativa entre as proporções 

de anomalias meióticas entre os dois grupos analisados. Conclusões: Os dados preliminares 

do presente estudo, apesar de não demonstrarem aumento significativo na incidência de 

anomalias meióticas nas portadoras de SOP, sugerem uma tendência a maior ocorrência de 



anomalias meióticas nos oócitos deste grupo de pacientes, quando comparados aos de 

portadoras de fator masculino e/ou tubário de infertilidade, o que deverá ser melhor avaliado 

em estudos com maiores casuísticas. Estes achados têm potencial clínico para apontar uma 

possível explicação para as controversas menores taxas de fertilização observadas em 

pacientes com SOP submetidas às Técnicas de Reprodução Assistida.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Síndrome dos Ovários Policísticos, fuso meiótico, qualidade oocitária, 

Maturação In Vitro, ICSI, ciclos estimulados. 

 

ABSTRACT 

Objectives: To evaluate the meiotic spindle and the chromosome distribution of in vitro 

matured oocytes obtained during stimulated cycles from infertile women with Polycystic 

Ovary Syndrome (PCOS) and with male factor and/or tubal infertility. Methods: Five 

infertile patients with PCOS and 8 patients with infertility due to tubal and/or male factor, 

submitted to stimulated cycles for oocyte retrieval for intracytoplasmic sperm injection, were 

selected prospectively and consecutively and respectively assigned to the study group and the 

control group. Oocytes in the germinative vesicle (GV) and metaphase I (MI) stages were 

submitted to in vitro maturation (IVM) for 19 hours ± 1 hour (GV) and 4 hours ± 30 minutes 

(MI) according to the IVM curve previously constructed in the present service. After IVM, 

oocytes in metaphase II (MII) were fixed and submitted to immunostaining and fluorescence 

microscopy for morphological evaluation of the spindle and of chromosome distribution. 

Results: Six of the 10 MII oocytes (60%) from the study group and 4 of the 12 MII oocytes 

(33.3%) from the control group presented meiotic anomalies of the spindle and/or anomalous 

chromosome distribution. The difference in the proportions of meiotic anomalies between the 

two groups was not statistically significant. Conclusions: The present preliminary data, 



although not showing a significant increase in the incidence of meiotic anomalies in women 

with PCOS, suggest a tendency to a higher occurrence of meiotic anomalies in the oocytes of 

this group of patients compared to women with male and/or tubal infertility, a fact to be better 

evaluated in studies on larger patient series. The present findings have the clinical potential to 

provide a possible explanation for the controversial lower fertilization rates observed in 

patients with PCOS submitted to Assisted Reproduction Techniques.  

  

KEYWORDS: Polycystic Ovary Syndrome, meiotic spindle, human oocyte quality, In Vitro 

Maturation, ICSI, stimulated cycles. 

 

 

INTRODUÇÃO 

A despeito do uso cada vez mais freqüente das técnicas de reprodução assistida (TRA) 

para o tratamento da infertilidade relacionada à Síndrome dos Ovários Policísticos (SOP), 

permanece incerto se o sucesso destes procedimentos difere entre as pacientes com e sem esta 

síndrome. Apesar de controverso, alguns autores relatam menores taxas de fertilização e 

maior incidência de abortamentos após a realização de TRA neste grupo de pacientes
1,2

. 

Questionam-se os papéis do comprometimento da receptividade endometrial e da qualidade 

oocitária na gênese dos efeitos deletérios da SOP sobre a fertilidade feminina
3,4

. Postula-se 

que as concentrações elevadas de hormônio luteinizante (LH) na fase folicular, ao interferir na 

foliculogênese, poderiam resultar em oócitos de má qualidade
5
. É possível que outras 

alterações endócrinas e metabólicas proporcionadas por esta síndrome, também possam estar 

relacionadas ao comprometimento da qualidade oocitária, o que precisa ser elucidado. O 

comprometimento da qualidade oocitária, por sua vez, poderia contribuir para a redução das 

taxas de fertilização relatada por alguns autores nestas pacientes.  



Os estudos que avaliaram de forma não-invasiva a qualidade oocitária em pacientes 

com SOP, utilizaram a análise de parâmetros como a taxa de oócitos em metáfase II
3,6

 e a 

análise da morfologia do complexo cumulus-oócito
7,8,9

. Contudo, pela fraca correlação destes 

parâmetros com o desenvolvimento embrionário subseqüente, e, conseqüentemente, com o 

prognóstico da gestação
10

, supõe-se que estes critérios não sejam adequados preditores da real 

qualidade oocitária. Entretanto, não dispomos de estudos que tenham avaliado a qualidade 

oocitária em portadoras de SOP por meio da análise de critérios morfológicos mais objetivos 

e, potencialmente, capazes de predizer a real capacidade desenvolvimental oocitária.  

A qualidade oocitária é decorrente de fatores correlacionados às competências nuclear 

e citoplasmática. A competência citoplasmática é responsável pela capacidade do oócito de 

suportar a fertilização e o desenvolvimento embrionário inicial. A competência nuclear é 

caracterizada pela qualidade da cromatina e do fuso meiótico oocitário, estrutura temporária e 

dinâmica, constituída por microtúbulos polimerizados, importante na segregação 

cromossômica e na divisão celular
11,12,13

. Qualquer alteração no complemento cromossômico, 

que possa ser originada por uma alteração do fuso meiótico, poderia conduzir a um estado de 

aneuploidia por não-disjunção, junção desbalanceada ou disjunção prematura das cromátides 

e perda de cromossomos, comprometendo a fertilização e o subseqüente desenvolvimento 

embrionário
14,15

. Desta forma, para que o oócito maduro esteja preparado para a fertilização, é 

necessário que o fuso meiótico, estrutura fundamental no processo de maturação e ativação 

oocitárias, mantenha a sua integridade e funcionabilidade. Até o presente momento, não 

dispomos de estudos que tenham avaliado a morfologia do fuso celular e distribuição 

cromossômica oocitária de pacientes com SOP, comparadas a mulheres inférteis sem esta 

síndrome. Ressaltamos que a avaliação da qualidade oocitária por meio do estudo 

morfológico da organização e distribuição estrutural do fuso meiótico, responsável pela 

organização do conteúdo nuclear e também pela divisão celular oocitária, é um método 



simples, com boa reprodutibilidade e que ajudaria a esclarecer uma das potenciais variáveis 

relacionadas a piora da qualidade oocitária em portadoras de SOP. 

A utilização de oócitos humanos maduros para pesquisa, provenientes de ciclos 

estimulados para ICSI, acarretaria custos e riscos para a paciente e se depararia com a grande 

dificuldade de doação e a conseqüente escassez de material. Por isso, optamos por utilizar 

oócitos imaturos obtidos após captação ovariana em ciclos estimulados com gonadotrofinas 

endógenas, não utilizados na prática clínica, e maturá-los in vitro previamente à análise 

morfológica do fuso celular e distribuição cromossômica. 

Assim, no presente estudo propomos avaliar o fuso meiótico e a distribuição 

cromossômica de oócitos maturados in vitro obtidos de ciclos estimulados de mulheres 

inférteis com SOP e fatores masculino e/ou tubário de infertilidade, apresentando os dados 

preliminares obtidos. 

 

 MÉTODOS 

  Material e Método 

Escolha da amostra 

Foram incluídos no presente estudo, consecutivamente, todos os casais submetidos à 

indução da ovulação para a realização de ICSI, junto ao Setor de Reprodução Humana do 

Departamento de Ginecologia e Obstetrícia da FMRP-USP, no período de abril de 2006 a 

abril de 2007, que preencheram os critérios de inclusão abaixo descritos e manifestaram o 

desejo de participar do projeto, mediante a assinatura do termo de consentimento pós-

informado.  

Como critérios de inclusão para ambos os grupos: (a) pacientes com idade ≤ 38 anos, 

Índice de Massa Corpórea (IMC) < 30kg/m2, FSH basal ≤ 10mUI/ml e índice de QUICKI 

para a avaliação de resistência insulínica > 0,34, que foram submetidas a indução de ovulação 



para realização de injeção intracitoplasmática de espermatozóide e que não utilizaram 

medicamentos que pudessem interferir na foliculogênese ovariana nos dois meses que 

antecederam o início da estimulação ovariana (como anti-inflamatórios não esteroidais e 

corticosteróides); (b) presença de oócitos imaturos doados, que após maturação in vitro, 

tornaram-se maduros (atingiram a metáfase da segunda divisão meiótica, morfologicamente 

identificada pela presença da extrusão do primeiro corpúsculo polar). 

Como critérios de inclusão para o grupo controle: 23 pacientes que preencheram os 

critérios acima, cujo procedimento (ICSI) foi indicado devido à presença exclusiva de fator 

masculino e/ou fator tubário (excluindo-se a presença de hidrossalpinge). 

 Para o grupo de estudo (Síndrome dos Ovários Policísticos - SOP) foram admitidas 12 

pacientes que preencheram os critérios de inclusão descritos acima, cujo procedimento de 

reprodução assistida foi indicado pela presença exclusivamente de SOP, diagnosticada 

segundo os critérios definidos pelo Consenso de Rotterdam (dois dentre os três seguintes 

critérios: oligo ou amenorréia, sinais clínicos ou laboratoriais de hiperandrogenismo e ovários 

policísticos a ultrassonografia que seriam 12 ou mais folículos com até 9mm e/ou volume de 

pelo menos um ovário superior a 10 cm3, excluindo-se outras causas de 

hiperandrogenismo)
16

. 

 

Desenho do estudo 

Dos 50 oócitos imaturos, colhidos após estimulação ovariana controlada com 

gonadotrofinas, como descrito a seguir, sendo 29 oócitos provenientes do grupo controle e 21, 

do grupo de estudo, maturaram, respectivamente, 13 (oriundos de 8 pacientes) e 10 oócitos 

(oriundos de 5 pacientes), analisados no presente estudo. Os fusos meióticos e a distribuição 

cromossômica dos oócitos imaturos que, após o processo de maturação in vitro, atingiram a 

metáfase da segunda divisão meiótica (extrusão do primeiro corpúsculo polar visualizada ao 



estéreo-microscópio), foram avaliados morfologicamente por imuno-fluorescência, conforme 

descrito a seguir, e as taxas de normalidade e anormalidade foram comparadas entre os 

grupos. 

 

Protocolo de Estimulação 

Com o objetivo de sincronizar e programar o início do ciclo de estimulação ovariana 

controlada, foi realizada a programação da menstruação, que consiste em se administrar 

anticoncepcionais orais combinados diariamente, iniciados no período menstrual do ciclo 

precedente até cinco dias antes do previsto para o início da estimulação ovariana, 

suspendendo sua administração de tal forma que o início do sangramento menstrual coincida 

com a realização da ultrassonografia transvaginal (USTV) basal para se observar o padrão 

endometrial e afastar a presença de cistos ovarianos que possam interferir na resposta à 

administração das gonadotrofinas exógenas e na monitorização ultrassonográfica do 

crescimento folicular. 

O bloqueio hipofisário com análogo do hormônio liberador de gonadotrofinas 

(GnRHa) foi iniciado 10 dias antes do dia de realização da USTV basal (protocolo longo), no 

período vespertino, por meio da  administração de acetato de leuprolide (Lupron®, Abott, 

Brasil) na dose de 0,5mg/dia (10 UI), por via subcutânea, que foi mantida durante todo o 

período de estimulação ovariana controlada até o dia da administração da gonadotrofina 

coriônica humana (hCG) (Ovidrel®, Serono, Brasil). 

A hiperestimulação ovariana controlada foi iniciada, preferencialmente, entre o 

segundo e o quarto dia do ciclo menstrual. As pacientes receberam 200 a 300 UI por dia de 

FSH recombinante (FSHr) (Gonal-F®, Serono, Brasil; Puregon®, Organon, Brasil), via 

intramuscular (IM), nos primeiros 6 dias da indução. A partir do sétimo dia da indução da 

ovulação, a dose foi ajustada de acordo com o crescimento folicular e a espessura 



endometrial, monitorados com USTV diariamente ou em dias alternados. Quando pelo menos 

dois folículos atingiram 18 mm de diâmetro médio, foi administrada 250µg de hCG 

recombinante (Ovidrel®, Serono, Brasil) às 22:00. A captação dos oócitos foi realizada 34 a 

36h após a administração do hCG recombinante.  

A suplementação da fase lútea foi feita com progesterona natural micronizada 

(Utrogestan®, Enila, Brasil) por via oral na dose de 200mg, três vezes ao dia, a partir do dia 

da captação oocitária e mantida até a décima segunda semana da gestação, nas pacientes que 

engravidaram. 

 

Captação Oocitária 

A captação dos oócitos foi realizada mediante prévia anestesia geral endovenosa com 

propofol (Diprivan®, Astra-Zeneca, Brasil), associado ao citrato de fentanil (Fentanil®, 

Janssen-Cilag, Brasil). A aspiração dos folículos por via endovaginal guiada por transdutor 

ultrassonográfico transvaginal, foi realizada utilizando-se uma agulha de lúmen simples 

padrão, com 300mm de comprimento, 1,1 mm de diâmetro interno, duplo bizel cortante, 

ranhurado nos dois centímetros terminais para uma maior ecogenicidade (Laboratório CCD, 

França), com pressão aspirativa artificial constante de 100 mmHg, por meio de bomba de 

sucção com controle eletrônico (Craft® Suction Pump, Rocket Medical, Inglaterra). 

Todo o manuseio dos oócitos foi realizado sob capela de fluxo laminar (Veco Modelo 

HLFS 12), com a finalidade de manter o meio estéril. 

Para a identificação e o isolamento dos complexos oócito-cumulus, o material 

aspirado foi transferido para placas de Petri com 10 cm de diâmetro, previamente aquecidas 

em platina térmica a 37°C. Depois de identificados, os complexos oócito-cumulus foram 

isolados do fluido folicular (FF) e lavados cuidadosamente em meio de cultura Human Tubal 

Fluid-HEPES (HTF, Irvine Scientific) suplementado com 10% Soro Sintético Substituto 



(SSS) previamente equilibrado à 37ºC, para a remoção de sangue e debris. A seguir foram 

colocados em placas NUNC (Multidish 4 wells Nuclon, Delta SI), preenchidas com o  meio 

de cultura HTF-SSS e cobertas com óleo mineral (Sigma-Aldrich), e levados à incubadora em 

mistura gasosa de CO2 a 5%, sob condições ideais de temperatura (37ºC) e umidade (95%) 

por um período de 2 a 4 horas. Após este período, para realizarmos a remoção do cumulus 

oophorus e da corona radiata, os complexos oócito-cumulus foram colocados em micro-gotas 

de 25µL de hialuronidase (H4272 tipo IV-S, Sigma), na diluição de 80 UI/mL de 

HTF/HEPES (Irvine Scientific), por 30 segundos e, então, lavados 2 ou 3 vezes com o meio 

HTF-SSS. A remoção mecânica das células da granulosa foi feita com o auxílio de uma pipeta 

Stripper (130µm - Denuding Pipette, Cook). 

Imediatamente após o desnudamento oocitário, realizamos a análise morfológica para 

identificação do grau de maturidade dos oócitos, sob visualização ao microscópio de luz. 

Os oócitos que atingiram a Metáfase II (MII - caracterizada morfologicamente pela 

presença de 1 corpúsculo polar extruso) foram considerados maduros e incubados em gotas de 

25 µL de HTF + SSS 10% por 1 hora, para, então, serem inseminados por meio da realização 

da ICSI.   

Os oócitos que estavam em estágio de Vesícula Germinativa (VG) (ausência de CP 

extruso e presença de VG) ou de Metáfase I (MI) (ausência do CP e da VG) foram 

considerados imaturos, e, portanto, sem utilidade clínica para a realização de ICSI, sendo 

submetidos à Maturação In Vitro (MIV), para utilização no presente estudo, conforme 

descrito a seguir. 

Os oócitos que apresentaram sinais de danos mecânicos ou sinais de atresia 

(citoplasma irregular, escuro ou granulado) foram descartados. 

 

Maturação In Vitro (MIV) 



Imediatamente após o desnudamento e caracterização do grau de maturação oocitária, 

os oócitos imaturos foram transferidos para placas de cultivo em micro-gotas de 25 µL do 

meio HTF + SSS 10% (meio previamente equilibrado por período ≥4h), e levados à 

incubadora em mistura gasosa de CO2 a 5%, sob condições ideais de temperatura (37ºC) e 

umidade (95%), por período previamente definido. Os oócitos no estágio de vesícula 

germinativa foram mantidos nestas condições de cultivo por um período de 19 +/- 1 hora e 

aqueles em metáfase I, por 4 +/- 0,5 hora, conforme curva de maturação previamente 

realizada neste serviço utilizando os meios e condições de cultura previamente descritos. 

Após este período pré-estabelecido de cultivo, foi realizada novamente a análise do grau de 

maturação oocitária, sendo que os oócitos que atingiram o estágio de M II foram fixados para 

a análise por microscopia de imunofluorescência para caracterização do fuso celular e 

distribuição cromossômica. Os oócitos que não atingiram a metáfase II após o período 

descrito, assim como os que degeneraram, foram descartados. 

 

Microscopia de Imunofluorescência para Visualização do Fuso Meiótico e Distribuição 

Cromossômica 

Os oócitos maturados in vitro foram fixados e corados para microscopia de 

fluorescência, conforme previamente descrito
17,18

. Na preparação para a imunofluorescência, 

o fixador MTSB XF, composto por 1X de Tampão Estabilizador (0,1M de Pipes, 5mM de 

Cloreto de Magnésio Hexahidratado e 2,5mM de EGTA), 50% de Óxido de Deutério, 0,01% 

de Apronitina de pulmão bovino, 1 mM de DTT, 1 μM de Taxol, 0,5% de Triton-X, 2% de 

Formaldeído e água de MilliQ) foi aquecido a 37C por 30 minutos. Em seguida, os oócitos 

foram fixados a 37C por 30 minutos e lavados 4 vezes em solução tampão de lavagem (15 

minutos cada) composta por 0,02% de NaN3, 0,01% de Triton-X, 0,2% de leite desnatado, 2% 

de Soro Normal de Cabra, 0,1M de Glicina, 2% de BSA(V) e PBS, onde ficaram por 2 horas a 



37C. Após esse período, os oócitos foram lavados 1 vez na solução tampão de lavagem para 

incubação com o anticorpo primário (beta-tubulina de camundongo, diluição 1:1000 em 

solução de PBS com 0,02% de NaN3 e 0,1% de BSA(V)) por 4 h a 37C. Em seguida, foram 

lavados mais 3 vezes (15 min cada) e incubados com o anticorpo secundário (Imunoglobulina 

de cabra anti-camundongo FITC-conjugada, Zymed Laboratories, Invitrogen Corporation, 

Calsbad, CA, USA, diluição 1:200 na mesma solução de diluição acima descrita) por 2 horas 

a 37C. Após mais três lavagens de 15 min cada, os oócitos foram corados com Hoechst 

33342 em meio suporte por 10 min a temperatura ambiente, montados entre lâmina e 

lamínula, estocados a 4C e mantidos no escuro até observação em Microscópio de 

Imunofluorescência (Zeiss Axiovert 100TV), realizada dentro de 1 semana do preparo da 

lâmina. 

 

Análise Morfológica do Fuso Meiótico e da Distribuição Cromossômica 

 O fuso meiótico foi considerado normal quando apresentou a forma de barril e estava 

disposto em posição centrípeta em relação ao corpúsculo polar. Os cromossomos 

apresentaram distribuição normal quando estavam reunidos na placa metafásica e bem 

alinhados no equador do fuso celular oocitário. 

 Consideramos como telófase I, os oócitos que apresentaram fuso celular alongado, 

perpendicular à membrana oocitária, com cromossomos distribuídos nas suas extremidades. 

Foi considerada ativação partenogenética aqueles que apresentavam extrusão do segundo 

corpúsculo polar.  

Se os cromossomos apresentavam-se dispersos, desalinhados ou fragmentados, se a 

cromatina feminina encontrava-se aglomerada com microtúbulos interfásicos, se o formato do 

fuso não estava normal (forma de barril), ou se o mesmo apresentava ruptura, este foi 

considerado anormal. 



 

Análise Estatística 

A comparação entre a proporção de anormalidades do fuso celular e distribuição 

cromossômica, bem como a comparação da taxa de maturação entre os dois grupos estudados, 

foi realizada pelo teste do Chi-quadrado ou Teste Exato de Fisher. O grau de significância 

(alpha) foi definido em 0,05 (bicaudal), sendo que o valor de p<0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo.  

 

RESULTADOS  

Do grupo de estudo foram captados 169 oócitos de 14 ciclos estimulados (mediana de 

12 oócitos captados por ciclo) de 12 pacientes, sendo 148 oócitos maduros (taxa de maturação 

de 87,6%) e 21 imaturos (14 MI e 7 VG). Dos 21 oócitos imaturos submetidos a MIV, 10 

atingiram a metáfase II (4 oriundos de MI e 6 de VG), atingindo taxa de MIV de 60,35% 

(35% para MI e 85,7% para VG).  

Do grupo controle foram captados 174 oócitos de 30 ciclos estimulados (mediana de 5 

oócitos por ciclo) de 23 pacientes, sendo 145 maduros (taxa de maturação de 83,3%) e 29 

imaturos (15 MI e 14 VG). Após MIV, 13 oócitos (5 MI e 8 VG) atingiram a MII, com taxa 

de maturação de 45,2%.  

No grupo de estudo, dos 10 oócitos MII analisados, provenientes de 5 pacientes, foram 

observados 3 MII normais (30%), 6 MII anormais (60%) e 1 em estágio de telófase 1 normal 

(10%). No grupo controle, dos 12 oócitos MII analisados, oriundos de 8 pacientes, foram 

observados 4 MII normais (33,3%), 4 MII anormais (33,3%), 1 oócito em telófase 1 normal 

(8,4%) e 3 sofreram ativação partenogenética (25%)(Tabela 1). Por dificuldades técnicas 

durante a execução do protocolo de imunofluorescência, 1 oócito MII do grupo controle não 



pôde ser analisado. Os dados demonstraram ausência de diferença significativa na incidência 

de anomalias meióticas entre os dois grupos avaliados.  

 

DISCUSSÃO 

O presente estudo foi o primeiro na literatura que avaliou as proporções de anomalias 

meióticas nos oócitos maturados in vitro provenientes de ciclos estimulados de pacientes com 

SOP, comparando-as aos de mulheres com fatores tubário e/ou feminino de infertilidade. Os 

dados preliminares do presente estudo não evidenciaram diferença significativa nas 

freqüências de anomalias meióticas entre estes dois grupos estudados. Contudo, sugerem uma 

tendência a maior ocorrência de anomalias meióticas nos oócitos de mulheres com SOP, o 

que poderá ser elucidado ampliando-se a presente casuística. Se confirmados, os referidos 

achados poderão contribuir para a elucidação de um dos mecanismos envolvidos na sugerida 

piora da qualidade oocitária em portadoras desta afecção, quando submetidas a estimulação 

ovariana para a realização de TRA de alta complexidade.  

A imensa escassez de oócitos humanos maduros disponíveis e passíveis de serem 

doados para a realização de pesquisas utilizando metodologias invasivas, que inviabilizam o 

uso clínico do referido material, como é o caso da microscopia de imunofluorescência, 

justificou a utilização, no presente estudo, de oócitos imaturos, obtidos em ciclos estimulados 

por gonadotrofinas para a realização de ICSI, que atingissem a metáfase II após a realização 

de maturação in vitro. Todavia, as baixas proporções de oócitos imaturos obtidos em ciclos 

estimulados (16,7% e 12,4% de oócitos imaturos, respectivamente, nos grupos controle e 

SOP), bem como a necessidade de que sofressem MIV (taxas de MIV de 45,2% e 60,35%, 

respectivamente, nos grupos controle e SOP), dificultou a obtenção de oócitos maturados in 

vitro, obtidos em ciclos estimulados, justificando a pequena casuística obtida após um ano de 

inclusão de pacientes elegíveis para participarem do presente estudo.  



Sabe-se que o fuso celular oocitário é uma estrutura celular altamente dinâmica e 

extremamente sensível à ação de diversos fatores, como o envelhecimento, as mudanças 

térmicas, o suporte insuficiente de oxigênio durante o tempo de cultura, a manipulação 

oocitária, a exposição ambiental a diversos agentes tóxicos, entre outros
19,20,21,22

. Tais fatores 

podem afetar o fuso, causando uma despolimerização da tubulina e o deslocamento de 

cromossomos do equador metafásico, gerando anomalias meióticas. Alguns autores 

evidenciaram que o tempo de cultivo, após a maturação nuclear estar completa, também seria 

um dos fatores relacionados ao aumento da incidência de anormalidades meióticas
23

, o que 

justificou a realização de uma curva-padrão de MIV (dados não apresentados), no sentido de 

estabelecermos o tempo médio de cultivo, nas condições e meio de cultura utilizados no 

presente estudo, no qual a maioria dos oócitos atingiria a metáfase II. Desta forma, apenas os 

oócitos imaturos que atingiram a metáfase II após o tempo de cultivo pré-definido (19 +/- 1 

hora e 4 +/- 0,5 hora, respectivamente para oócitos em estágio de vesícula germinativa e 

metáfase I), foram utilizados e analisados no presente estudo. 

Ressaltamos que os nossos dados evidenciaram um elevado percentual de 

anomalias meióticas, caracterizadas por anormalidades do fuso e/ou distribuição 

cromossômica oocitárias, tanto no grupo controle (33,3%), como no grupo de estudo (60%). 

Não dispomos de dados na literatura avaliando a incidência de anomalias meióticas em 

oócitos humanos, maturados in vitro, obtidos de ciclos estimulados com gonadotrofinas.  

Alguns autores realizando análise citogenética de oócitos em metáfase II, não 

fertilizados após a realização de fertilização in vitro convencional (FIV), não observaram 

diferença entre a incidência de aneuploidias, diploidias e cromossomos prematuramente 

condensados quando compararam pacientes com SOP (24,6 % de anormalidades) e com 

infertilidade secundária a fator tubário
 
(27% de anomalias cromossômicas)

4
. Apesar da 

incidência de anomalias cromossômicas oocitárias nas portadoras de SOP encontrada por 



estes autores
4
 (24,6 %) ser inferior à observada no nosso estudo (60%), ressaltamos que tanto 

o material utilizado, quanto as metodologias empregadas foram distintas, impossibilitando a 

adequada comparação dos dados obtidos. A não realização da análise do fuso meiótico 

oocitário pode ter resultado na subestimativa da proporção de anomalias meióticas, o que 

precisa ser avaliado melhor. 

Encontramos um único estudo publicado avaliando a incidência de anomalias do fuso 

meiótico e configuração cromossômica em oócitos humanos maturados in vitro, obtidos em 

ciclos não estimulados com gonadotrofinas, evidenciando, respectivamente, 43,7% e 33,3% 

de anormalidades
24

. Todavia, estes oócitos analisados foram obtidos em ciclos não 

estimulados com gonadotrofinas. Como se postula um potencial papel deletério da 

estimulação ovariana com gonadotrofinas, na dinâmica do citoesqueleto e competência 

oocitária
25

, é possível que a incidência de anomalias meióticas seja maior em oócitos 

maturados in vitro em ciclos estimulados do que naqueles não estimulados, o que precisa ser 

mais bem avaliado por meio de estudos utilizando metodologia pertinente. Este mesmo estudo 

comparou a incidência de anormalidades meióticas entre os oócitos maturados in vitro, 

oriundos de ciclos não estimulados, com os maturados in vivo, obtidos em ciclos estimulados, 

objetivando determinar a possível influência da MIV no fuso meiótico e distribuição 

cromossômica oocitária de pacientes com SOP.  Detectou-se uma proporção 

significativamente maior de anomalias meióticas nos oócitos maturados in vitro, sugerindo 

que a MIV tenha um efeito deletério sobre a organização do fuso celular e o alinhamento 

cromossômico oocitário. Desta forma, é provável que a incidência de anomalias meióticas 

obtidas no presente estudo (60%), no qual analisamos oócitos maturados in vitro, obtidos de 

ciclos estimulados com gonadotrofinas, seja superior tanto à observada nos oócitos maturados 

in vitro, utilizados rotineiramente nas TRA, como à evidenciada em oócitos maturados in 

vitro, porém provenientes de ciclos não estimulados
24

. Todavia, como comparamos oócitos de 



pacientes com SOP com os de pacientes com fatores tubário e/ou masculino de infertilidade 

(grupo controle), ambos maturados in vitro, e encontramos uma tendência a maior incidência 

de anomalias meióticas nas portadoras de SOP, estes achados sugerem um possível 

comprometimento da qualidade oocitária ralacionada à SOP, e não apenas à MIV, o que 

deverá ser mais bem analisado aumentando-se a presente casuística. 

 Os dados preliminares do presente estudo não evidenciaram diferença significativa nas 

freqüências de anomalias meióticas entre estes os oócitos maturados in vitro provenientes de 

ciclos estimulados de pacientes com SOP, quando comparados aos de mulheres com fatores 

tubário e/ou masculino de infertilidade. Contudo, sugerem uma tendência a maior ocorrência 

de anomalias meióticas, caracterizadas por anormalidades do fuso e/ou distribuição 

cromossômica oocitárias, nos oócitos de pacientes com SOP, o que poderá ser elucidado 

ampliando-se a presente casuística. Se forem confirmados, estes achados podem apontar um 

possível papel destas anormalidades, relacionadas à maturação nuclear oocitária, nas 

controversas menores taxas de fertilização observadas em pacientes com SOP submetidas às 

Técnicas de Reprodução Assistida. Se não confirmados, sugerirão o possível envolvimento de 

fatores relacionados à maturação citoplasmática e não nuclear, na etiopatogênese da piora da 

qualidade oocitária em portadoras de SOP. 
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Tabela 1 – Resultados da análise do fuso celular e configuração cromossômica de oócitos maturados in vitro, 

obtidos de ciclos estimulados de pacientes com Síndrome dos Ovários Policísticos (SOP) e infertilidade por 

fatores masculino e/ou tubário (Grupo Controle). 

Grupos 

MII analisados MII Normais MII anormais 
Telófase 1 

normal 

Ativação 

Partenogenética 

VG MI Total VG MI Total % VG MI Total % Total % Total % 

SOP 4 6 10 1 2 3 30
a
 2 4 6 60

 b
 1 10 0 0 

 

Controle 

7 5 12 1 3 4 33,3
 a
 3 1 4 33,3

 b
 1 8,4 3 25 

Mesmos sobrescritos
 a,b 

dentro da mesma coluna indicam ausência de diferença significativa (p > 0,05) 

MII – Oócitos em Metáfase II; MI – Oócito em Metáfase I; VG – Oócito em estágio de vesícula germinativa. 
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CÁPSULA 

Dados preliminaries de estudos controlados prospectivos sugerem uma tendência de uma alta, 

porém, insignificante incidência de anormalidades meióticas em oócitos de portadoras de SOP 

submetidas a Técnicas de Reprodução Assistida.  

 

ABSTRACT 

Objective: To evaluate the meiotic spindle and the chromosome configuration of in vitro 

matured oocytes obtained from stimulated cycles of infertile women with Polycystic Ovary 

Syndrome (PCOS) and male and/or tubal factor of infertility.  

Design: Prospective study.  

Setting: Assisted conception unit, university hospital. 

Patient(s): Patients aged up to 38 years were selected prospectively and consecutively and 

divided into PCOS Group (26 patients) and Control Group (48 patients). 

Intervention(s): Ninety immature oocytes were obtained, respectively, from 13 and 27 

patients of PCOS (34 oocytes)  and control (56 oocytes) groups, and submitted to in vitro 

maturation(IVM).  

Main Outcome Measure(s): Meiotic anomalies were assessed using immunofluorescence 

microscopy. 

Results: IVM rates were similar between groups. Spindle and chromosome organization was 

observed in 29 MII oocytes (14 and 15 oocytes, respectively, from PCOS and control groups). 



The difference in the proportions of meiotic anomalies between groups was not statistically 

significant (57.1 e 46.7%, respectively, in PCOS e control groups).  

Conclusions: The present preliminary data, although not showing a significant increase in the 

incidence of meiotic anomalies in women with POS, suggest a tendency to a higher 

occurrence of meiotic anomalies in the PCOS oocytes, a fact to be better evaluated in studies 

on larger patient series. 

  

KEYWORDS: Polycystic Ovary Syndrome, meiotic spindle, human oocyte quality, In Vitro 

Maturation, ICSI, stimulated cycles. 

 

Introdução 

A despeito do uso cada vez mais freqüente das técnicas de reprodução assistida (TRA) 

para o tratamento da infertilidade relacionada à Síndrome dos Ovários Policísticos (SOP), 

permanece incerto se o sucesso destes procedimentos difere entre as pacientes com e sem esta 

síndrome. Apesar de controverso, alguns autores relatam menores taxas de fertilização e maior 

incidência de abortamentos após a realização de TRA neste grupo de pacientes (1,2). 

Questionam-se os papéis do comprometimento da receptividade endometrial e da qualidade 

oocitária na gênese dos efeitos deletérios da SOP sobre a fertilidade feminina (3,4). Postula-se 

que as concentrações elevadas de hormônio luteinizante (LH) na fase folicular, ao interferir na 

foliculogênese, poderiam resultar em oócitos de má qualidade (5). É possível que outras 

alterações endócrinas e metabólicas proporcionadas por esta síndrome, também possam estar 

relacionadas ao comprometimento da qualidade oocitária, o que precisa ser elucidado. O 

comprometimento da qualidade oocitária, por sua vez, poderia contribuir para a redução das 

taxas de fertilização relatada por alguns autores nestas pacientes.  



Os estudos que avaliaram de forma não-invasiva a qualidade oocitária em pacientes 

com SOP, utilizaram a análise de parâmetros como a taxa de oócitos em metáfase II (3,6) e a 

análise da morfologia do complexo cumulus-oócito (7,8,9). Contudo, pela fraca correlação 

destes parâmetros com o desenvolvimento embrionário subseqüente, e, conseqüentemente, com 

o prognóstico da gestação (10), supõe-se que estes critérios não sejam adequados preditores da 

real qualidade oocitária. Entretanto, não dispomos de estudos que tenham avaliado a qualidade 

oocitária em portadoras de SOP por meio da análise de critérios morfológicos mais objetivos e, 

potencialmente, capazes de predizer a real capacidade desenvolvimental oocitária.  

A qualidade oocitária é decorrente de fatores correlacionados às competências nuclear e 

citoplasmática. A competência citoplasmática é responsável pela capacidade do oócito de 

suportar a fertilização e o desenvolvimento embrionário inicial. A competência nuclear é 

caracterizada pela qualidade da cromatina e do fuso meiótico oocitário, estrutura temporária, 

dinâmica, constituída por microtúbulos polimerizados, importante na segregação cromossômica 

e na divisão celular (11,12,13). Qualquer alteração no complemento cromossômico, que possa 

ser originada por uma alteração do fuso meiótico, poderia conduzir a um estado de aneuploidia 

por não-disjunção, junção desbalanceada ou disjunção prematura das cromátides e perda de 

cromossomos, comprometendo a fertilização e o subseqüente desenvolvimento embrionário 

(14,15). Desta forma, para que o oócito maduro esteja preparado para a fertilização, é 

necessário que o fuso meiótico, estrutura fundamental no processo de maturação e ativação 

oocitárias, mantenha a sua integridade e funcionabilidade. Até o presente momento, não 

dispomos de estudos que tenham avaliado a morfologia do fuso celular e distribuição 

cromossômica oocitária de pacientes com SOP, comparadas a mulheres inférteis sem esta 

síndrome. Ressaltamos que a avaliação da qualidade oocitária por meio do estudo morfológico 

da organização e distribuição estrutural do fuso meiótico, responsável pela organização do 

conteúdo nuclear e também pela divisão celular oocitária, é um método simples, com boa 



reprodutibilidade e que ajudaria a esclarecer uma das potenciais variáveis relacionadas a piora 

da qualidade oocitária em portadoras de SOP. 

A utilização de oócitos humanos maduros para pesquisa, provenientes de ciclos 

estimulados para ICSI, acarretaria custos e riscos para a paciente e se depararia com a grande 

dificuldade de doação e a conseqüente escassez de material. Por isso, optamos por utilizar 

oócitos imaturos obtidos após captação ovariana em ciclos estimulados com gonadotrofinas 

endógenas, não utilizados na prática clínica, e maturá-los in vitro previamente à análise 

morfológica do fuso celular e distribuição cromossômica. 

Assim, no presente estudo propomos avaliar o fuso meiótico e a distribuição 

cromossômica de oócitos maturados in vitro obtidos de ciclos estimulados de mulheres inférteis 

com SOP e fatores masculino e/ou tubário de infertilidade, apresentando os dados preliminares 

obtidos. 

 

Material e Métodos 

 

Seleção de pacientes 

Este estudo foi conduzido prospectivamente no laboratório do Departamento de 

Ginecologia e Obstetrícia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto (FMRP)-USP no período de abril de 2006 a agosto de 2007 aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa do Hospital das Clinicas. 74 mulheres inférteis que concordaram em 

participar da pesquisa através da assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE) foram submetidas a ciclos estimulados para captação de oócitos inseminados por 

Injeção Intracitoplasmática de Espermatozóides (ICSI). Estas pacientes foram selecionadas 

prospectivamente e consecutivamente e divididas em:  



 Grupo de estudo (portadoras de SOP) onde foram incluídas pacientes com idade 

inferior a 38 anos, índice de massa corpórea (IMC) menor que 30 kg/m
2
, valor de 

FSH basal menor que 10mUI/ml e sem resistência insulínica avaliada pelo índice de 

QUICKI (análise logarítimica da razão entre glicemia em mg/dl e insulinemia em 

pmol/l, sendo valores superiores a 0,34 considerados normais). O diagnóstico de 

SOP foi baseado nos critérios utilizados pelo consenso revisto de Rotterdam (2003) 

(dois dentre os três seguintes critérios: oligo ou amenorréia, sinais clínicos ou 

laboratoriais de hiperandrogenismo e ovários policísticos a ultrassonografia que 

seriam 12 ou mais folículos com até 9mm e/ou volume de pelo menos um ovário 

superior a 10 cm
3
, excluindo-se outras causas de hiperandrogenismo) (16); 

 Grupo controle (portadores de fator masculino e/ou tubário, excluindo 

hidrossalpinge), onde foram incluídas pacientes com idade inferior a 38 anos, índice 

de massa corpórea (IMC) menor que 30 kg/m
2
 e valor de FSH basal menor que 

10mUI/ml, que tenham realizado laparoscopia diagnóstica para a exclusão de demais 

causas de infertilidade.  

A seleção das pacientes e do material de estudo das mesmas está representada no 

diagrama abaixo (Figura 1). A caracterização das pacientes dos grupos de estudo (SOP) e 

controle quanto à idade, índice de massa corporal e FSH basal está representada na Tabela 1. 

Os grupos foram considerados homogêneos segundo estas variáveis. 

 

Métodos 

Os oócitos macroscopicamente MII (caracterizados pela extrusão do primeiro 

corpúsculo polar por microscopia ótica) após MIV tiveram seu fuso meiótico e sua 

distribuição cromossômica analisadas por microscopia de imunofluorescência conforme 

protocolo descrito a seguir. 



 

Protocolo de Estimulação 

A programação da menstruação para o início do ciclo de estimulação ovariana 

controlada foi realizada pela administração de anticoncepcionais orais combinados 

diariamente, iniciada no período menstrual do ciclo precedente até cinco dias antes do 

previsto para o início da estimulação ovariana, suspendendo esta administração de tal forma 

que o início do sangramento menstrual coincida com a realização da ultrassonografia 

transvaginal (USTV) basal para se observar o padrão endometrial e afastar a presença de 

cistos ovarianos que possam interferir na resposta à administração das gonadotrofinas 

exógenas e na monitorização ultrassonográfica do crescimento folicular. 

O bloqueio hipofisário com análogo do hormônio liberador de gonadotrofinas 

(GnRHa) foi iniciado 10 dias antes do dia de realização da USTV basal (protocolo longo), no 

período vespertino, por meio da  administração de acetato de leuprolide (Lupron®, Abott, 

Brasil) na dose de 0,5mg/dia (10 UI), por via subcutânea, mantida durante todo o período de 

estimulação ovariana controlada até o dia da administração da gonadotrofina coriônica 

humana (hCG) (Ovidrel®, Serono, Brasil). 

A hiperestimulação ovariana controlada foi iniciada, entre o segundo e o quarto dia 

do ciclo menstrual. As pacientes receberam 150 a 300 UI por dia de FSH recombinante 

(FSHr) (Gonal-F®, Serono, Brasil; Puregon®, Organon, Brasil), via intramuscular (IM), nos 

primeiros 6 dias da indução. A partir do sétimo dia da indução da ovulação, a dose foi 

ajustada ou introduziu-se HMG purificada (Menopur®, Serono, Brasil) na dose de 150 UI/dia 

de acordo com o crescimento folicular e a espessura endometrial, monitorados com USTV 

diariamente ou em dias alternados. Quando pelo menos dois folículos atingiram 18 mm de 

diâmetro médio, foi administrada 250 µg de hCG recombinante (Ovidrel®, Serono, Brasil) às 



22:00. A captação dos oócitos foi realizada 34 a 36h após a administração do hCG 

recombinante.  

A suplementação da fase lútea foi feita com progesterona natural micronizada 

(Utrogestan®, Enila, Brasil) por via oral na dose de 200mg, três vezes ao dia, a partir do dia 

da captação oocitária e mantida até a décima segunda semana da gestação, nas pacientes que 

engravidaram. 

 

Captação Oocitária  

A captação dos oócitos foi realizada mediante prévia anestesia geral endovenosa com 

propofol (Diprivan®, Astra-Zeneca, Brasil), associado ao citrato de fentanil (Fentanil®, 

Janssen-Cilag, Brasil). A aspiração dos folículos por via endovaginal guiada por transdutor 

ultrassonográfico transvaginal, foi realizada utilizando-se uma agulha de lúmen simples, 

padrão, com 300mm de comprimento, 1,1 mm de diâmetro interno, duplo bizel cortante, 

ranhurado nos dois centímetros terminais para uma maior ecogenicidade (Laboratório CCD, 

França), com pressão aspirativa artificial constante de 100 mmHg, por meio de bomba de 

sucção com controle eletrônico (Craft® Suction Pump, Rocket Medical, Inglaterra). 

Todo o manuseio dos oócitos foi realizado sob capela de fluxo laminar (Veco 

Modelo HLFS 12), com a finalidade de manter o meio estéril. 

Para a identificação e o isolamento dos complexos oócito-cumulus, o material 

aspirado foi transferido para placas de Petri com 10 cm de diâmetro, previamente aquecidas 

em platina térmica a 37°C. Depois de identificados, os complexos oócito-cumulus foram 

isolados do fluido folicular (FF) e lavados cuidadosamente em meio de cultura Human Tubal 

Fluid-HEPES (HTF, Irvine Scientific) suplementado com 10% Soro Sintético Substituto 

(SSS) previamente equilibrado à 37ºC, para a remoção de sangue e debris. A seguir foram 

colocados em placas NUNC (Multidish 4 wells Nuclon, Delta SI), preenchidas com o  meio 



de cultura HTF-SSS e cobertas com óleo mineral (Sigma-Aldrich), e levados à incubadora em 

mistura gasosa de CO2 a 5%, sob condições ideais de temperatura (37ºC) e umidade (95%) 

por um período de 2 a 4 horas. Após este período, para realizarmos a remoção do cumulus 

oophorus e da corona radiata, os complexos oócito-cumulus foram colocados em micro-gotas 

de 25µL de hialuronidase (H4272 tipo IV-S, Sigma), na diluição de 80 UI/mL de 

HTF/HEPES (Irvine Scientific), por 30 segundos e, então, lavados 2 ou 3 vezes com o meio 

HTF-SSS. A remoção mecânica das células da granulosa foi feita com o auxílio de uma pipeta 

Stripper (130µm - Denuding Pipette, Cook). 

Imediatamente após a realização do desnudamento oocitário, foi realizada a análise 

morfológica para identificação do grau de maturidade dos oócitos, sob visualização ao 

microscópio de luz. 

Os oócitos que atingiram a Metáfase II (MII - caracterizada morfologicamente pela 

presença de 1 corpúsculo polar (CP) extruso) foram considerados maduros e incubados em 

gotas de 25 µL de HTF + SSS 10% por 1 a 2 horas, para, então, serem inseminados por meio 

da realização da ICSI.   

Os oócitos que estavam em estágio de Vesícula Germinativa (VG) (ausência de CP 

extruso e presença de VG) ou de Metáfase I (MI) (ausência do CP e da VG) foram 

considerados imaturos, e, portanto, sem utilidade clínica para a realização de ICSI, sendo 

submetidos à Maturação In Vitro (MIV), para utilização no presente estudo, conforme 

descrito a seguir. 

Os oócitos que apresentaram sinais de danos mecânicos ou sinais de atresia 

(citoplasma irregular, escuro ou granulado) foram descartados. 

 

Maturação in vitro 

Os oócitos imaturos foram, então, imediatamente transferidos para as placas de 

cultivo, colocados em micro-gotas de 50 µL do meio HTF + SSS 10%, e levados à incubadora 



em mistura gasosa de CO2 a 5%, sob condições ideais de temperatura (37ºC) e umidade 

(95%), por período previamente definido. Os oócitos no estágio de vesícula germinativa 

foram mantidos nestas condições de cultivo por um período de 19 horas + ou – 1 hora e 

aqueles em metáfase I, por 4 horas + ou – 30 minutos de acordo com curva de maturação 

previamente estabelecida neste serviço, utilizando meios e condições de cultura descritos 

previamente, onde 36 oócitos em Metáfase I foram submetidos a MIV após ciclo estimulado 

com taxa de maturação de 83% e tempo de maturação entre 210 e 420 minutos com mediana 

de 240 minutos (4 horas) e 28 oócitos em VG com taxa de maturação de 71% e tempo de 

maturação entre 18 e 24 horas com mediana de 19 horas. Após este período pré-estabelecido 

de cultivo, foi realizada novamente a análise do grau de maturação oocitária, sendo que os 

oócitos que atingiram MII são fixados para a análise por microscopia de imunofluorescência 

para identificação do fuso celular e distribuição cromossômica. Os oócitos que não atingiram 

a metáfase II após o período descrito, assim como os que degeneraram, foram descartados. 

 

Microscopia de imunofluorescência para visualização do fuso meiótico e da 

distribuição cromossômica 

Os oócitos maturados in vitro são fixados e corados para microscopia de 

fluorescência, conforme previamente descrito (17). Na preparação para a imunofluorescência, 

o fixador MTSB XF, composto por 1X de Tampão Estabilizador (0,1M de Pipes, 5mM de 

Cloreto de Magnésio Hexahidratado e 2,5mM de EGTA), 50% de Óxido de Deutério, 0,01% 

de Apronitina de pulmão bovino, 1 mM de DTT, 1 μM de Taxol, 0,5% de Triton-X, 2% de 

Formaldeído e água de MilliQ) foi aquecido a 37C por 30 minutos. Em seguida, os oócitos 

foram fixados a 37C por 30 minutos e lavados 4 vezes em solução tampão de lavagem (15 

minutos cada) composta por 0,02% de NaN3, 0,01% de Triton-X, 0,2% de leite desnatado, 2% 

de Soro Normal de Cabra, 0,1M de Glicina, 2% de BSA(V) e PBS, onde ficaram por 2 horas a 



37C. Após esse período, os oócitos foram lavados 1 vez na solução tampão de lavagem para 

incubação com o anticorpo primário (beta-tubulina de camundongo, diluição 1:1000 em 

solução de PBS com 0,02% de NaN3 e 0,1% de BSA(V)) por 4 h a 37C. Em seguida, foram 

lavados mais 3 vezes (15 min cada) e incubados com o anticorpo secundário (Imunoglobulina 

de cabra anti-camundongo FITC-conjugada, Zymed Laboratories, Invitrogen Corporation, 

Calsbad, CA, USA, diluição 1:200 na mesma solução de diluição acima descrita) por 2 horas 

a 37C. Após mais três lavagens de 15 min cada, os oócitos foram corados com Hoechst 

33342 em meio suporte por 10 min a temperatura ambiente, montados entre lâmina e 

lamínula, estocados a 4C e mantidos no escuro até observação em Microscópio de 

Imunofluorescência (Zeiss Axiovert 100TV), realizada dentro de 1 semana do preparo da 

lâmina. 

Análise morfológica do fuso meiótico e da distribuição cromossômica do oócito 

em Metáfase II 

O fuso meiótico foi considerado normal quando apresentou a forma de “barril” e 

estava disposto em posição centrípeta em relação ao corpúsculo polar. Os cromossomos 

apresentavam distribuição normal quando estavam reunidos na placa metafásica e bem 

alinhados no equador do fuso celular oocitário. 

Consideramos como em telófase I, os oócitos que apresentaram fuso celular 

alongado perpendicular à membrana oocitária com cromossomos distribuídos nas suas 

extremidades. Foi considerada ativação partenogenética aqueles que apresentavam extrusão 

do segundo corpúsculo polar.  

 Se os cromossomos apresentavam-se dispersos, desalinhados ou fragmentados, se a 

cromatina feminina encontrava-se aglomerada com microtúbulos interfásicos, se o formato do 

fuso não estava normal (forma de “barril”), ou se o mesmo apresentava ruptura, este foi 

considerado anormal.  



 

Análise estatística 

A comparação entre a proporção de anormalidades de fuso celular e distribuição 

cromossômica oocitários entre os dois grupos estudados foi realizada pelo teste exato de 

Fisher. O grau de significância (alpha) foi definido em 0,05 (bicaudal), sendo o valor de 

p<0,05 considerado estatisticamente significativo.  

Para a determinação do tamanho do número de amostras necessário para que a 

diferença obtida entre as proporções de anormalidades meióticas no grupo de estudo e no 

grupo controle seja estatisticamente comprovada utilizamos teste de hipótese bicaudal para 2 

proporções com um poder de teste de 80% e um nível de significância (β) de 5%, preconizado 

pela Organização Mundial de Saúde (18). 

Resultados 

Taxas de Maturação In Vitro (MIV) entre pacientes dos grupos SOP e controle 

Segundo classificação de maturidade oocitária realizada por microscopia óptica, no 

grupo de estudo, dos 34 oócitos imaturos submetidos a MIV, 17 oócitos atingiram a metáfase 

II (taxa de MIV de 50%). No grupo controle, de 56 oócitos imaturos submetidos a MIV, 24 

atingiram MII (taxa de MIV de 42,8%).  

Não observamos diferença significativa nas taxas de MIV (utilizando como critério a 

extrusão do primeiro corpúsculo polar, observada por microscopia óptica) entre os dois 

grupos avaliados (50% e 42,8%, respectivamente, para os grupos SOP e controle) (Tabela 2).  

Na análise por microscopia de imunofluorescência, detectaram-se 3 e 2 oócitos, 

respectivamente, no grupo de estudo e no grupo controle, em estágio de Telófase I e 3 oócitos 

ativados partenogeneticamente no grupo controle (Figura 3), ou seja, não em metáfase II, 

como classificados pela microscopia óptica. Ocorreu a impossibilidade de análise de 4 oócitos 

do grupo controle em virtude de dificuldades técnicas durante o processo de imunocoloração, 



o que impossibilita o cálculo adequado da taxa de MIV neste grupo, segundo a classificação 

pela microscopia de imunofluorescência. Desta forma, foram analisados por microscopia de 

imunofluorescência, respectivamente, 14 oócitos em MII de 8 pacientes do grupo de estudo 

(taxa de MIV de 41,2%; 14 MII/34 oócitos imaturos) e 15 oócitos MII de 12 pacientes do 

grupo controle. 

 

Análise do fuso meiótico e distribuição cromossômica dos oócitos em metáfase II, 

após MIV, nos grupos SOP e controle 

No grupo de estudo, dos 14 oócitos MII analisados, foram observados 6 oócitos em 

metáfase II (MII) normais (42,9%) e 8 MII anormais (57,1%). No grupo controle, dos 15 

oócitos MII analisados, foram observados 8 MII normais (53,3%) e 7 MII anormais (46,7%)  

(Tabela 3). Não houve diferença significativa nas proporções de anomalias meióticas entre os 

grupos SOP e controle (57,1 e 46,7%, respectivamente) (Figura 2). 

 

 

Cálculo do tamanho amostral 

 

O tamanho de amostras necessário para que a diferença de 10,4% obtida entre as 

proporções de anormalidades meióticas do grupo de estudo (pacientes portadoras de SOP) e 

do grupo controle, respectivamente 57,1% e 46,7%, seja estatisticamente significativa, 

baseado em um teste de hipótese bicaudal, com um poder de 80% e um nível de significância 

(β) de 5%, é de 322 para cada grupo.  

 

Discussão 

O presente estudo foi o primeiro na literatura que avaliou as proporções de 

anomalias meióticas nos oócitos maturados in vitro provenientes de ciclos estimulados de 

pacientes com SOP, comparando-as aos de mulheres com fatores tubário e/ou feminino de 



infertilidade. Os dados preliminares do presente estudo não evidenciaram diferença 

significativa nas freqüências de anomalias meióticas entre estes dois grupos estudados. 

Contudo, sugerem uma tendência a maior ocorrência de anomalias meióticas nos oócitos de 

mulheres com SOP, o que poderá ser elucidado ampliando-se a presente casuística. Se 

confirmados, os referidos achados poderão contribuir para a elucidação de um dos 

mecanismos envolvidos na sugerida piora da qualidade oocitária em portadoras desta afecção, 

quando submetidas à estimulação ovariana para a realização de TRA de alta complexidade. 

Um estudo publicado recentemente (19), utilizando análise comparativa da expressão gênica 

oocitária (microarrays analysis), de portadoras de SOP e mulheres normo-ovulatórias, 

evidenciou diferenças nos perfis de expressão gênica entre estes dois grupos avaliados. Estes 

autores sugeriram que esta expressão gênica alterada poderia culminar com defeitos na 

meiose ou no desenvolvimento embrionário inicial, contribuindo com a menor competência 

para o desenvolvimento, observada nos oócitos de mulheres com SOP. Se confirmada a 

tendência observada no nosso estudo, de maior proporção de anomalias meióticas nos oócitos 

de mulheres com SOP, poderemos elaborar uma relação entre a expressão gênica alterada, 

descrita por Wood et al. (2007), e os potenciais danos meióticos oocitários em fuso celular 

e/ou distribuição cromossômica neste grupo.  

A imensa escassez de oócitos humanos maduros disponíveis e passíveis de serem 

doados para a realização de pesquisas utilizando metodologias invasivas, que inviabilizam o 

uso clínico do referido material, como é o caso da microscopia de imunofluorescência, 

justificou a utilização, no presente estudo, de oócitos imaturos, obtidos em ciclos estimulados 

por gonadotrofinas para a realização de ICSI, que atingissem a metáfase II após a realização 

de maturação in vitro. Todavia, as baixas proporções de oócitos imaturos obtidos em ciclos 

estimulados, bem como a necessidade de que sofressem MIV (taxas de MIV de 50% e 42,9%, 

respectivamente, nos grupos SOP e controle), dificultou a obtenção de oócitos maturados in 



vitro, justificando a pequena casuística obtida após dezessete meses de inclusão de pacientes 

elegíveis para participarem do presente estudo. Não encontramos na literatura estudos que 

tenham utilizado o mesmo meio de cultivo usado no presente estudo. Contudo, Ebner et al. 

(2006), avaliaram a maturação in vitro em meio de cultura BM1 (Biomedical Medium stage 

one, NMS Biomedical, Praroman, Suíça), com condições de cultivo similares às empregadas 

no nosso estudo, de 75 oócitos em ciclos estimulados, demonstrando taxa de maturação de 

44,7% (20), semelhante àquela observada em nosso grupo controle. É importante ressaltar que 

a heterogeneidade nos resultados das taxas de maturação não depende unicamente de meio e 

condições de cultivo utilizados, mas também, de diferenças intrínsicas entre oócitos captados 

de folículos de tamanhos diferentes, que podem variar a sua capacidade evolutiva devido ao 

crescimento anormal ou incompleto (21).  

Existem evidências na literatura que suportam que não só a resistência insulínica 

(22), mas também, a obesidade (23,24), quando presentes nas pacientes portadoras de SOP, 

poderiam afetar a qualidade do oócito e, conseqüentemente, influenciar os resultados das 

TRA, reduzindo as taxas de fertilização e elevando os índices de abortamento (1,2). Todavia o 

hiperandrogenismo intra-ovariano, principal suspeito da captura e excesso foliculares (25), 

características da SOP, parece ser também decorrente da produção androgênica pelas células 

da teca por uma via independente de insulina (26). Ainda não existe uma hipótese formada de 

como tais alterações endócrinas e metabólicas poderiam interferirir no processo de maturação 

e qualidade oocitárias, mas um microambiente folicular composto por substâncias como 

Hormônio Anti-Mulleriano (AMH), insulina, IGF-1, fatores de crescimento, citocinas, 

agentes oxidantes entre outros, em quantidades sub ou supra-fisiológicas poderiam, 

hipoteticamente, agir via interações folículo-folículo (25) e granulosa-oócito (27), afetando a 

dinâmica microtubular e o aparelho meiótico (28,29,30). 



Sabe-se que o fuso celular oocitário é uma estrutura celular altamente dinâmica e 

extremamente sensível à ação de diversos fatores, como o envelhecimento, as mudanças 

térmicas, o suporte insuficiente de oxigênio durante o tempo de cultura, a manipulação 

oocitária, a exposição ambiental a diversos agentes tóxicos, entre outros (31,32,33,34). Tais 

fatores podem afetar o fuso, causando uma despolimerização da tubulina e o deslocamento de 

cromossomos do equador metafásico, gerando anomalias meióticas. Alguns autores 

evidenciaram que o tempo de cultivo após a maturação nuclear estar completa poderia 

promover o envelhecimento oocitário metafásico, que também seria um dos fatores 

relacionado ao aumento da incidência de anormalidades meióticas (35), o que justificou a 

realização de uma curva-padrão de MIV no sentido de estabelecermos o tempo médio de 

cultivo nas condições e meio de cultura utilizados no presente estudo, no qual a maioria dos 

oócitos atingiria a metáfase II. Desta forma, apenas os oócitos imaturos que atingiram a 

metáfase II após o tempo de cultivo pré-definido (19 +/- 1 hora e 4 +/- 0,5 hora, 

respectivamente para oócitos em estágio de vesícula germinativa e metáfase I) foram 

utilizados e analisados no presente estudo. 

Ressaltamos que os nossos dados evidenciaram um elevado percentual de anomalias 

meióticas, caracterizadas por anormalidades do fuso e/ou distribuição cromossômica oocitárias, 

tanto no grupo controle (46,7%), como no grupo de estudo (57,1%). Não dispomos de dados na 

literatura avaliando a incidência de anomalias meióticas em oócitos humanos, maturados in 

vitro, obtidos de ciclos estimulados com gonadotrofinas.  

Alguns autores realizando análise citogenética de oócitos em metáfase II, não 

fertilizados após a realização de fertilização in vitro convencional (FIV), não observaram 

diferença entre a incidência de aneuploidias, diploidias e cromossomos prematuramente 

condensados quando compararam pacientes com SOP (24,6 % de anormalidades) e com 

infertilidade secundária a fator tubário
 
(27% de anomalias cromossômicas) (4). Apesar da 



incidência de anomalias cromossômicas oocitárias nas portadoras de SOP encontrada por 

Sengoku e Tamate (1997) (24,6 %) ser inferior à observada no nosso estudo (57,1%), 

ressaltamos que, tanto o material utilizado, quanto as metodologias empregadas foram distintas, 

impossibilitando a adequada comparação dos dados obtidos. A não realização da análise do 

fuso meiótico oocitário pode ter resultado na subestimativa da proporção de anomalias 

meióticas, o que precisa ser avaliado melhor. 

Encontramos um único estudo publicado avaliando a incidência de anomalias do fuso 

meiótico e configuração cromossômica em oócitos humanos maturados in vitro, obtidos em 

ciclos não estimulados com gonadotrofinas, evidenciando, respectivamente, 43,7% e 33,3% 

de anormalidades (36). Todavia, estes oócitos analisados foram obtidos em ciclos não 

estimulados com gonadotrofinas. Como se postula um potencial papel deletério da 

estimulação ovariana com gonadotrofinas, na dinâmica do citoesqueleto e competência 

oocitária (37), é possível que a incidência de anomalias meióticas seja maior em oócitos 

maturados in vitro em ciclos estimulados do que naqueles não estimulados, o que precisa ser 

mais bem avaliado por meio de estudos utilizando metodologia pertinente. Este mesmo estudo 

comparou a incidência de anormalidades meióticas entre os oócitos maturados in vitro, 

oriundos de ciclos não estimulados, com os maturados in vivo, obtidos em ciclos estimulados, 

objetivando determinar a possível influência da MIV no fuso meiótico e distribuição 

cromossômica oocitária de pacientes com SOP.  Detectou-se uma proporção 

significativamente maior de anomalias meióticas nos oócitos maturados in vitro, sugerindo 

que a MIV tenha um efeito deletério sobre a organização do fuso celular e o alinhamento 

cromossômico oocitário. Desta forma, é provável que a incidência de anomalias meióticas 

obtidas no presente estudo (57,1%), no qual analisamos oócitos maturados in vitro, obtidos de 

ciclos estimulados com gonadotrofinas, seja superior tanto à observada nos oócitos maturados 

in vitro, utilizados rotineiramente nas TRA, como à evidenciada em oócitos maturados in 



vitro, porém provenientes de ciclos não estimulados (36). Todavia, como comparamos oócitos 

de pacientes com SOP com os de pacientes com fator tubário e/ou masculino de infertilidade 

(grupo controle), ambos maturados in vitro, e encontramos uma tendência a maior incidência 

de anomalias meióticas nas portadoras de SOP, estes achados sugerem um possível 

comprometimento da qualidade oocitária ralacionada à SOP, e não apenas à MIV, o que 

deverá ser mais bem analisado aumentando a presente casuística. Neste sentido, o cálculo do 

número amostral necessário para suportar ou afastar a referida tendência a aumento da 

freqüência de anomalias meióticas nos oócitos maturados in vitro, obtidos em ciclos 

estimulados de portadoras de SOP, definido a partir da realização do presente estudo piloto, 

assume importância no sentido de podermos elucidar esta importante questão.  

 Os dados do presente estudo piloto não evidenciaram diferença significativa nas 

freqüências de anomalias meióticas entre estes os oócitos maturados in vitro provenientes de 

ciclos estimulados de pacientes com SOP, quando comparados aos de mulheres com fator 

tubário e/ou masculino de infertilidade. Contudo, sugerem uma tendência a maior ocorrência 

de anomalias meióticas, caracterizadas por anormalidades do fuso e/ou distribuição 

cromossômica oocitárias, nos oócitos de pacientes com SOP, o que poderá ser elucidado 

ampliando-se a presente casuística. Se forem confirmados, estes achados podem apontar um 

possível papel destas anormalidades relacionadas à maturação nuclear oocitária, nas 

controversas menores taxas de fertilização observadas em pacientes com SOP submetidas às 

Técnicas de Reprodução Assistida. Se não confirmados, sugerirão o possível envolvimento de 

fatores relacionados à maturação citoplasmática em detrimento da nuclear na etiopatogênese 

da piora da qualidade oocitária em portadoras de SOP. 
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Legendas de tabelas e ilustrações 

Tabela 1 - Caracterização das pacientes, que apresentaram oócitos analisados, dos grupos de 

estudo (SOP) e controle quanto à idade, índice de massa corporal e FSH basal. 

Variável 
Grupo SOP Grupo controle 

Número de pacientes 8 12 

Mediana da Idade (anos) 33 (28 a 37) 35 (24 a 38) 

Índice de Massa Corporal (Kg/m
2
)* 24,5 ± 3,9 23,6 ± 3,1 

FSH basal (mUI/ml)* 
5,4 ± 2,5 4,75 ± 2,0 

NOTA - * Valores expressos em média + Desvio-Padrão 

SOP – Síndrome dos Ovários Policísticos. 

 

Tabela 2 – Taxa de maturação in vitro, segundo análise por microscopia óptica, nos grupos 

SOP e Controle. 

Oócitos Grupo SOP 

    Número       %                 

Grupo Controle 

      Número          % 

Imaturos submetidos a MIV  34 100 56 100 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=16580356&ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16705709?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum


MII provenientes de MIV 17 50,0* 24 42,9* 

NOTA: MII – Oócito em estágio de metáfase II; MIV – Maturação In Vitro; SOP – 

Síndrome dos Ovários Policísticos (grupo de estudo).  

* Valor de p = 0,522  (sem significância estatística) 

 

Tabela 3 – Distribuição dos oócitos em metáfase II após Maturação In Vitro entre portadoras 

de SOP e controle quanto à normalidade meiótica. 

                        Oócitos    Grupo SOP 

 Número         %                 

Grupo Controle 

 Número      % 

MII analisáveis após MIV 14 100 15 100 

MII normais 6 42,9* 8 53,3* 

 MII anormais 8 57,1* 7 46,7* 

NOTA: MII – Oócito em estágio de metáfase II; MIV – Maturação In Vitro; SOP – 

Síndrome dos Ovários Policísticos (grupo de estudo).   *Valor de p = 0,71 (sem significância 

estatística) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 1 – Fluxograma de pacientes participantes e do respectivo material utilizado no 

projeto de pesquisa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

74 pacientes 

concordaram em 

participar com a 

assinatura de termo de 

consentimento livre e 

esclarecido 

26 pacientes 
preencheram critérios 

para grupo SOP 

48 pacientes 

preencheram critérios 

para grupo controle 

13 pacientes captaram 

oócitos imaturos de 

ciclos estimulados 

27 pacientes captaram 

oócitos imaturos de 

ciclos estimulados 

9 pacientes obtiveram 

oócitos em metáfase II 

(MII) por MIV dos 

oócitos captados 

 17 pacientes 

obtiveram oócitos em 

metáfase II por MIV 

dos oócitos captados 

 

13 pacientes 
não captaram 

oócitos 

imaturos 

21 pacientes 
não captaram 

oócitos 

imaturos 

34 

oócitos 

imaturos 

56 

oócitos 

imaturos 

17 oócitos 

MII pós 

MIV 

(50%) 

24 oócitos 

MII pós 

MIV 

(42,9%) 

4 pacientes 
não tiveram 

oócitos MII 

após MIV 

 

10 pacientes 
não tiveram 

oócitos MII 

após MIV 

8 pacientes tiveram 

oócitos MII analisados 

por microscopia de 

imunofluorescência 

12 pacientes tiveram 

oócitos MII analisados 

por microscopia de 

imunofluorescência 

 

15 oócitos 

MII 

analisáveis 

14 oócitos 

MII 

analisáveis 

 

5 pacientes não 

tiveram oócitos MII 

analisáveis por 

microscopia de 

imunofluorescência 

 

1 paciente não teve 

oócitos MII 

analisáveis por 

microscopia de 

imunofluorescência 



 

Figura 2 - Imagens representativas de fusos e cromossomos de oócitos de portadoras de SOP 

e controle por microscopia de imunofluorescência. Fusos meióticos em metáfase II foram 

corados por anticorpo anti-b-tubulina e cromossomos corados por Hoechst 33342. a e b) 

Oócitos de pacientes controle com fusos meióticos normais e cromossomos alinhados na 

placa metafásica do fuso; c) Oócito de paciente portadora de SOP com ruptura de fuso 

meiótico e distribuição cromossômica anormal; d) Oócito de paciente controle que sofreu 

ativação partenogenética. 
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