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Dalai Lama, 1935
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RESUMO




Objetivos: Avaliar o fuso meidtico e a distribuicdo cromossémica de odcitos maturados in
vitro obtidos de ciclos estimulados de mulheres inférteis com Sindrome dos Ovarios
Policisticos (SOP) e fatores masculino e/ou tubario de infertilidade.

Metodos: Vinte e seis pacientes inférteis com SOP e 48 pacientes com fator tubario e/ou
masculino de infertilidade, submetidas a ciclos estimulados para captacdo oocitaria para
injecdo intracitoplasmatica de espermatozoOide, foram selecionadas prospectiva e
consecutivamente e divididas em grupos de estudo e controle, respectivamente. OGcitos
imaturos (34 e 56 oocitos) foram obtidos de 13 e 27 pacientes, respectivamente, dos grupos
SOP e controle, sendo submetidos a maturacdo in vitro (MIV), respectivamente, por 19 horas
+ 1 hora (VG) e 4 horas = 30 minutos (M), conforme curva de MIV previamente realizada no
presente servico. Odcitos em metafase Il (MII) apés MIV, foram fixados, submetidos a
imunocoloracdo e microscopia de fluorescéncia para avaliagdo morfologica do fuso e da
distribuicdo cromossémica.

Resultados: Nao observamos diferenca significativa nas taxas de MIV entre os dois grupos
avaliados (50% e 42,8%, respectivamente, para 0s grupos SOP e controle). Na analise por
microscopia de imunofluorescéncia, detectaram-se 3 e 2 odcitos, respectivamente, no grupo
de estudo e no grupo controle, em estdgio de Teldfase | e 3 od6citos ativados
partenogeneticamente no grupo controle. Ocorreu a impossibilidade de analise de 4 odcitos do
grupo controle em virtude de dificuldades técnicas durante o processo de imunocoloragéo.
N&o houve diferenca significativa nas propor¢des de anomalias meidticas entre 0s grupos
SOP e controle (57,1 e 46,7%, respectivamente).

Conclus6es: Os dados preliminares do presente estudo, apesar de ndo demonstrarem aumento
significativo na incidéncia de anomalias meidticas nas portadoras de SOP, sugerem uma
tendéncia a maior ocorréncia de anomalias meioticas nos oocitos deste grupo de pacientes,

qguando comparados aos de portadoras de fator masculino e/ou tubario de infertilidade, o que



devera ser mais bem avaliado em estudos com maiores casuisticas. Estes achados tém
potencial clinico para apontar uma possivel explicacdo para as controversas menores taxas de
fertilizacdo observadas em pacientes com SOP submetidas as Técnicas de Reproducéo

Assistida.

PALAVRAS-CHAVE: Sindrome dos Ovarios Policisticos, fuso meiotico, qualidade oocitaria,

Maturacao 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 11
(MIl) 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 | 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 INTRODUCAO




A infertilidade decorrente da anovulacdo normogonadotréfica pode ser identificada
em 18 a 25 % dos casais inferteis (HULL et al., 1985), sendo que a Sindrome dos Ovarios
Policisticos (SOP), representa o diagnostico mais comum neste grupo de pacientes (THE
ROTTERDAM ESHRE/ASRM SPONSORED PCOS CONSENSUS WORKSHOP GROUP,
2004).

Podemos encontrar em pacientes portadoras desta sindrome anormalidades no eixo
reprodutivo manifestadas por hipersecrecdo de horménio luteinizante (LH), hiperatividade
celular teca-estromal e hipofuncdo do eixo horménio foliculo estimulante (FSH)-células da
granulosa, resultando em hiperandrogenismo, hirsutismo, parada do desenvolvimento
folicular e aciclicidade ovariana (YEN; JAFFE; BARBIERI, 1999).

Os critérios diagndsticos da SOP tém sofrido diversas modificacdes ao longo dos
anos. Na atualidade, o diagnostico de SOP baseia-se na presenca de dois dos trés seguintes
critérios: oligo ou amenorréia, sinais clinicos ou laboratoriais de hiperandrogenismo e ovarios
policisticos a ultrassonografia (THE ROTTERDAM ESHRE/ASRM SPONSORED PCOS
CONSENSUS WORKSHOP GROUP, 2004). E importante ressaltarmos que este diagndstico
implica a exclusdo de outras causas de anovulagéo crénica e de hiperandrogenismo.

A inducdo farmacolégica da ovulagdo em pacientes com desejo de gestacdo constitui
a opcao de escolha no intuito de promover a mono-ovulagao para ciclos naturais programados
ou de inseminacdo intra-Utero. O citrato de clomifeno geralmente é utilizado como droga de
primeira linha com boas taxas cumulativas de nascidos vivos. Ja as gonadotrofinas exdgenas,
por promoverem um risco maior de multiparidade e de ocorréncia da Sindrome de
hiperestimulacdo Ovariana (SHO), sdo opcdes de segunda linha, geralmente sendo prescritas
nos casos de resisténcia ao uso do citrato de clomifeno e/ou quando ha outro fator de
infertilidade associado. Dispomos ainda de outras estratégias visando a promocao de ciclos

mono-ovulatorios, como a reducdo de peso e instituicdo de mudangas no estilo de vida, a



utilizacdo de agentes sensibilizadores a insulina (LORD et al.,, 2003) ou inibidores da
aromatase (MITWALLY; CASPER, 2001) utilizados em associacdo com o citrato de
clomifeno ou as gonadotrofinas ou, alternativamente, como drogas de primeira escolha, assim
como a eletrocauterizacdo laparoscépica dos ovarios (FARQUHAR et al.,2001).

Adicionalmente a indugdo convencional da ovulacdo, as técnicas de reproducéo
assistida de alta complexidade, como a Fertilizacdo In Vitro (FIV) e a Injecdo
Intracitoplasmaética de Espermatozoides (ICSI) estdo sendo aplicadas cada vez mais neste
grupo de pacientes como tratamento da infertilidade (HEIJNEN et al., 2006). A introducao
destes procedimentos de reproducdo assistida na pratica clinica tem nos trazido a
oportunidade de estudar os efeitos da presente afeccdo em estagios especificos do processo
reprodutivo, incluindo a foliculogénese, a fertilizacdo, o desenvolvimento embrionario e a
implantacdo. Porém, convém ressaltarmos que os resultados destes procedimentos em
pacientes portadoras de SOP sdo bastante conflitantes na literatura, aumentando ainda mais a
dificuldade de compreensdo dos mecanismos envolvidos no etiopatogénese da infertilidade
relacionada a esta sindrome.

Desta forma, quando se analisam os dados disponiveis na literatura acerca dos
resultados de FIV e ICSI em pacientes portadoras de SOP, evidencia-se que alguns autores
observaram menores taxas de fertilizacdo nas pacientes com esta afeccdo, comparativamente
as que foram tratadas por fator tubario (HEIJNEN et al., 2006; URMAN et al., 2004; DOLDI
et al., 1999; MULDERS et al., 2003), enquanto outros ndo corroboraram estes resultados
(HARDY et al., 1995). Por outro lado, a maioria dos autores é concordante em n&o constatar
diferenca entre as taxas de clivagem, de implantacao, de gravidez clinica e de nascidos vivos,
de pacientes portadoras desta causa de anovulacéo cronica e de pacientes do grupo controle,
constituido por pacientes com fator tubario como causa da infertilidade (HEIJNEN et al.,

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



etal., 1995; HARDY et al., 1995; HOMBURG et al., 1993; URMAN et al., 1992; DOR et al.,
1990). Discordancia ocorreu também quando foram comparadas as taxas de abortamento
entre as portadoras e as ndo portadoras de SOP. Apesar de alguns autores relatarem uma
maior incidéncia de abortamento espontaneo (20 a 25%) nas pacientes com SOP
(HOMBURG; HOWLES, 1999), significativamente superiores as das pacientes sem esta
afeccdo (10 a 15%), outros ndo corroboram este achado, atribuindo as maiores taxas de
abortamento a presenca de obesidade e/ou outras variaveis mais frequentes 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
metanalise 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 diferenca
significativa entre os grupos apenas em relacdo ao maior nimero de odcitos captados por
ciclo, as menores taxas de captacdo e de fertilizacdo nas pacientes com SOP, quando
comparadas as grupo controle (HEIJNEN et al., 2006). Neste estudo, as taxas comparativas de
abortamento entre os grupos ndo foram avaliadas, devido a escassez dos dados disponiveis
nos estudos incluidos na andlise, deixando margem a duvidas quanto ao real impacto desta
sindrome na génese do abortamento espontaneo.

Assim como ndo ha consenso quanto aos possiveis efeitos detrimentais da SOP sobre
0s resultados dos tratamentos da infertilidade por meio dos procedimentos de reproducao
assistida, tambem néo existe um fator causal definido para tais repercussdes, 0 que parece ser
um importante obstaculo para o sucesso da terapia destas pacientes. Temos evidéncias de que
a resposta exacerbada as gonadotrofinas exdgenas administradas para a inducdo da ovulagéo,
elevando a concentracdo de estrogénio e androgénio séricos, poderia alterar a receptividade

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



elevadas de horménio luteinizante (LH) na fase folicular, interferindo na foliculogénese,
poderiam resultar em odcitos de ma 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 oocitaria na génese dos efeitos deletérios desta
sindrome 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 oocitaria poderiam estar envolvidos na génese das supostas maiores
taxas de abortamento, relatadas por alguns autores. O comprometimento da qualidade
oocitaria, por sua vez, poderia produzir a reducdo das taxas de fertilizacdo observadas nestas
pacientes.

Dispomos de diferentes metodologias destinadas a avaliacdo da qualidade oocitaria.
Tal avaliacdo pode ser realizada fisiologicamente, por meio da analise de marcadores
bioldgicos, ou morfologicamente, de forma ndo-invasiva e invasiva.

A avaliacdo da qualidade oocitaria por meio da analise da sua fisiologia apenas tem
sido realizada em estudos experimentais, geralmente utilizando modelos animais e nao
apresentando aplicabilidade clinica até o0 momento.

A metodologia mais utilizada na pratica clinica consiste na avaliacdo morfoldgica
ndo-invasiva com microscopia Optica, que, geralmente, utiliza como critérios a analise de
alteracdes na forma dos oocitos em metafase Il (M 1), a coloracdo, a presenca de granulagcfes
e homogeneidade do citoplasma, o tamanho do espaco perivitelinico (XIA, 1997), a presenca
de inclusdes citoplasmaticas (BEDFORD; KIM, 1993; KIM et al., 1993; SERHAL et al.,
1997) e a morfologia do primeiro corpusculo polar e da zona peltcida (EBNER et al., 1999,
KAHRAMAN et al., 2000, XIA, 1997). Contudo, ndo ha evidéncias de boa correlacéo entre a
avaliacdo morfologica oocitaria por meio da utilizacdo destes critérios e a capacidade

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



morfologica ndo invasiva com a finalidade de avaliar a qualidade oocitaria, denominada
microscopia de polarizacdo (LIU et al., 2000; WANG, W. et al., 2001; MOON et al., 2003;
NAVARRO et al., 2005). Este método permite a visualizacdo e analise dinamica de estruturas
celulares macromoleculares birrefringentes, como o fuso meidtico e a zona pelucida
oocitarios. Contudo, a escassez de dados disponiveis ndo permite a larga utilizacdo desta
metodologia como método generalizado de rastreamento.

Dispomos de diferentes metodologias invasivas destinadas a avaliacdo morfologica
oocitaria, que, apesar de permitirem um adequado detalhamento das estruturas analisadas,
requerem a fixacdo e a coloracdo oocitarias para analise, impossibilitando a utilizacdo clinica
do material estudado. O odcito pode ser avaliado, qualitativamente, por meio da anélise
imunocitoquimica por imunofluorescéncia, tanto da organizacdo microtubular, como das
configuracBes de DNA (MIYARA et al., 2003), usando-se microscopios convencionais ou
confocais. Também se pode realizar a microinjecdo de sondas no interior do o6cito com o
objetivo de se detectar alguns componentes estruturais menos acessiveis, como a gama-
tubulina no centrémero, ou para se realizar a anélise da funcdo de proteinas especificas. Na
investigagdo de anormalidades cromossémicas numéricas, podemos langar médo da
hibridizacdo gendmica comparativa (HGC) ou da hibridizagcdo por fluorescéncia in situ
(FISH) (FRAGOULI et al., 2006; GUTIERREZ-MATEO et al., 2004). Associada a analise
por imunocitoquimica estatica, a detec¢do da dinamica citoesquelética em odcitos vivos pode
ser realizada usando-se resgate fluorescente apos fotobranqueamento (FRAP) ou citoquimica
ativada por fluorescéncia. (FAUSER, 1999).

A qualidade oocitaria € decorrente de fatores correlacionados as competéncias
nuclear e citoplasméatica. A maturacdo do o0cito € um processo chave para 0S eventos
subsequentes do desenvolvimento e envolve mecanismos complexos e distintos, embora

interligados, denominados maturacdo nuclear e maturacdo citoplasmatica. A competéncia



citoplasmatica € responsavel pela capacidade do odcito de suportar a fertilizacdo e o
desenvolvimento embrionario inicial, abrangendo toda a reorganizacdo das organelas,
acumulo de RNAm, proteinas e fatores de transcricdo que atuam tanto no processo global de
maturagdo, quanto na fertilizacdo, ativagdo do genoma embrionério e embriogénese 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 maturacéao citoplasmatica em: 1) Redistribuicdo das organelas;
2) Dinamica dos filamentos do citoesqueleto; e 3) Maturacdo molecular. Analises ultra-
estruturais revelam que as mitocondrias, os ribossomos, o reticulo endoplasmatico, os
granulos corticais e 0 complexo de Golgi assumem posicGes diferentes daquelas observadas
no estadio de vesicula germinativa, ao atingir o estadio de metéafase II.

A competéncia nuclear € caracterizada pela qualidade da cromatina e do fuso
oocitario (MATTSON; ALBERTINI, 1990; ALBERTINI, 1992), que €é essencialmente
regulada pela atividade do Fator Promotor de Metéafase (FPM) (HASHIMOTO;
KISHIMOTO, 1988; VERDE et al., 1990, 1992) e pela Quinase Ativadora de Mitogénese
(MAP-K) (SUN et al., 1999). O FPM regula direta ou indiretamente todos oS processos
ligados a entrada na metéfase de células eucarioticas, assim como a quebra do envelope
nuclear (OOKATA et al., 1992), a fosforilagéo da histona (COLLAS, 1999) e a polimerizacéo
de microtibulos (CHARRASSE et al., 2000). A MAP-K age na regulacdo dos eventos do
ciclo celular nos odcitos de mamiferos que ndo tém relagdo com o FPM, evitando
microtubulos e cromatina de entrar em configuracéo interfasica, sendo ativado apds a quebra
da vesicula germinal (SUN et al., 1999).

O fuso meidtico de odcitos humanos em metafase 1l (MII) é uma estrutura
temporéria, dindmica, composta por microtubulos, que esta associada com o cértex oocitario e

sua rede de microfilamentos subcorticais (WANG; KEEFE, 2002). Os microtubulos séo



constituidos por unidades heterodiméricas de alfa(a) e beta(R3)-tubulina, capazes de rapida
polimerizacéo e despolimerizacdo, compondo 13 protofilamentos arranjados lado a lado para
formar uma parede cilindrica. A tubulina polimerizada, contudo, estd em equilibrio com a
reserva de tubulina do ooplasma. Os microtubulos do fuso estdo ligados aos cinetécoros dos
cromossomos (MANDELBAUM et al., 2004) e, por isso, participam da segregacdo durante a
meiose (WANG; KEEFE, 2002). Os microfilamentos, por sua vez, controlam os movimentos
do citoplasma, incluindo a divisdo celular (KIM et al., 1998). Desta forma, a fecundacao
normal e o desenvolvimento embrionario dependem deste controle.

Um fuso funcionante, essencial em odcitos sadios em MII, garante a fidelidade da
segregacdo cromossomica (DE SANTIS et al., 2005; VOLARCIK et al.,, 1998; VAN
BLERKOM; DAVIS, 2001). O fuso celular oocitario é extremamente sensivel a acdo de
diversos fatores. O envelhecimento, as mudancas térmicas, o suporte insuficiente de oxigénio
durante o tempo de cultura (MULLEN et al., 2004; HU et al., 2001), a manipulacdo oocitaria
(EICHENLAUB-RITTER et al., 2002), a exposicdo ambiental a diversos agentes toxicos
(NAVARRO et al., 2004, 2006), entre outros fatores, podem afetar o fuso, causando uma
despolimerizacdo da tubulina e o deslocamento de cromossomos do equador metafésico.
Qualquer alteracdo no complemento cromossomico, que possa ser originada por uma
alteracdo do fuso meidtico, poderia conduzir a um estado de aneuploidia por ndo-disjuncéo,
juncdo deshalanceada ou disjungdo prematura das crométides e perda de cromossomos,
(MANDELBAUM et al., 2004; BATTAGLIA et al., 1996; VAN BLERKOM; HENRY,
1992) comprometendo o desenvolvimento embrionério.

Os estudos que avaliaram de forma ndo-invasiva a qualidade oocitaria em pacientes
com SOP, utilizaram a andlise de parametros como a taxa de odcitos em metéafase Il
(LUDWIG et al., 1999; ABOULGHAR et al., 1997) e a analise da morfologia do complexo

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



Contudo, pela fraca correlacdo destes parametros com o desenvolvimento embrionario
subsequente, e, consegientemente, com 0 prognostico da gestacdo, supomos que estes
critérios ndo sejam adequados preditores da real qualidade oocitaria (FAUSER, 1999).
Entretanto, ndo dispomos de estudos que tenham avaliado a qualidade oocitaria em portadoras
de SOP por meio da analise de critérios morfologicos mais objetivos e, potencialmente,
capazes de predizer a real capacidade desenvolvimental oocitaria.

Apesar de controversos, os dados existentes sugerem a ocorréncia de menores taxas
de fertilizacdo e maiores taxas de abortamento apds a realizacdo de procedimentos de
reproducdo assistida em pacientes com SOP, o que poderia ser decorrente, entre outros
fatores, da inadequada qualidade oocitaria e, consequetemente, embrionaria em mulheres
portadoras desta sindrome. Sabe-se que para 0 00cito maduro estar preparado para a
fertilizacdo, é necessario que o fuso meidtico, estrutura fundamental no processo de
desenvolvimento oocitario, mantenha a sua integridade e funcionabilidade. Desta forma,
anomalias no fuso celular e/ou configuragdo cromossémica oocitaria poderiam cursar com
falha ou redugdo das taxas de fertilizagdo e aumento da ocorréncia de abortamento
espontaneo, passiveis de estarem relacionadas a este suposto comprometimento da qualidade
oocitaria em portadoras de SOP. Contudo, até o presente momento, ndo dispomos de estudos
que tenham avaliado o fuso meidtico e a distribuicdo cromossdmica de odcitos de mulheres
inférteis com SOP, comparando-os aos de grupos controle, nos quais a qualidade oocitaria
supostamente preservada, ndo sendo uma variavel relacionada ao comprometimento da
fertilidade (como o caso dos fatores masculino e/ou tubario de infertilidade).

A utilizacdo de oocitos 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 doacdo e a consequente escassez de material. Por isso, optamos por utilizar

odcitos imaturos obtidos apos captacdo ovariana em ciclos estimulados com gonadotrofinas



enddgenas, ndo utilizados na pratica clinica, e maturd-los in vitro previamente a analise

morfologica do fuso celular e distribuicdo cromossémica.

JUSTIFICATIVA DA PROPOSICAO E HIPOTESE

Sabe-se que a SOMP acomete cerca de 22% da populacdo geral (ADAMS et al.,
1985) e que a infertilidade observada nestas mulheres decorre, sobretudo, da anovulacéo
crénica. Apesar de controverso, alguns autores relatam menores taxas de fertilizacdo e maior
incidéncia de abortamentos ap0s a realizacdo de TRA neste grupo de pacientes. Questionam-
se 0s papéis do comprometimento da receptividade endometrial e da qualidade oocitaria na
génese dos efeitos deletérios da SOP sobre a fertilidade feminina. Postula-se que as
concentracdes elevadas de hormonio luteinizante (LH) na fase folicular, ao interferir na
foliculogénese, poderiam resultar em odcitos de ma qualidade. E possivel que outras
alteracOes enddcrinas e metabolicas proporcionadas por esta sindrome, também possam estar
relacionadas ao comprometimento da qualidade oocitéria, o que precisa ser elucidado. Desta
forma, ha evidéncias de que a qualidade oocitaria e, consequentemente, a qualidade
embrionaria, potencialmente atingida pela gama de alteragdes enddcrinas e metabdlicas
proporcionadas por esta sindrome, seriam importantes responsaveis por esses indices de
iNnsucesso.

Sabe-se que para o odcito maduro estar preparado para a fertilizacdo, é necessario
que o fuso meiotico, estrutura fundamental no processo de maturagdo e ativacao oocitarias,
mantenha a sua integridade e funcionabilidade. A avaliacdo da qualidade oocitaria por meio

do estudo morfoldgico da organizacgéo e distribuicdo estrutural do fuso meidtico, responsavel



pela organizacdo do conteddo nuclear e também pela divisdo celular oocitaria, € um método
simples e com boa reprodutibilidade. Assim, hipotetizamos que um dos possiveis fatores
relacionados a sugerida piora da qualidade oocitaria em pacientes com SOP possa ser a maior
incidéncia de anomalias meioticas, 0 que, se confirmado, ajudaria a esclarecer 0s possiveis
fatores responsaveis por uma menor taxa de fertilizacdo e uma maior freqiéncia de
abortamentos entre as portadoras de SOP.

A utilizacdo de odcitos 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 doacdo e a conseqiente escassez de material. Por isso, optamos por utilizar
odcitos imaturos obtidos ap6s captacdo ovariana em ciclos estimulados com gonadotrofinas
enddgenas, ndo utilizados na pratica clinica, e matura-los in vitro previamente a analise
morfologica do fuso celular e distribuicdo cromossémica.

Assim, no presente estudo-piloto, nds propomos avaliar o fuso meidtico e a
distribuicdo cromossdmica de oocitos maturados in vitro obtidos de ciclos estimulados de
mulheres inférteis com SOP e fatores masculino e/ou tubério de infertilidade, apresentando os
dados preliminares obtidos e o calculo do nimero amostral necessario para suportar os dados

obtidos.



2 OBJETIVOS




2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a associacdo potencial entre Sindrome dos Ovarios Policisticos e anomalias

morfologicas do fuso meidtico e da distribuicdo cromossdmica de od6citos humanos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1  Auvaliar o fuso meidtico e a distribuicdo cromossémica de o6citos maturados in vitro,
obtidos de ciclos estimulados, de mulheres inférteis com SOP e com fatores de

infertilidade masculina e/ou tubario (grupo controle).

2.2.2  Calcular o nimero de amostras necessario para que os resultados obtidos no presente
estudo possam ter significancia estatistica, considerando-se um poder de 80% e um

nivel de significancia () de 5%.



3

MATERIAL E METODOS




3.1 Material e pacientes

Este estudo foi conduzido prospectivamente no laboratorio do Departamento de
Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (FMRP)-USP no periodo de abril de 2006 a agosto de 2007 aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas. 74 mulheres inférteis que concordaram em
participar da pesquisa atraves da assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (ANEXO A) foram submetidas a ciclos estimulados para captacdo de odcitos
inseminados por Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI). Estas pacientes
foram selecionadas prospectivamente e consecutivamente e divididas em:

o Grupo de estudo (portadoras de SOP) onde foram incluidas pacientes com idade
inferior a 38 anos, indice de massa corpérea (IMC) menor que 30 kg/m?, valor de

FSH basal menor que 10mUI/ml e sem resisténcia insulinica avaliada pelo indice de

QUICKI (anélise logaritimica da razdo entre glicemia em mg/dl e insulinemia em

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

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

(dois dentre os trés seguintes critérios: oligo ou amenorréia, sinais clinicos ou

laboratoriais de hiperandrogenismo e ovarios policisticos a ultrassonografia que

seriam 12 ou mais foliculos com até 9mm e/ou volume de pelo menos um ovario
superior a 10 cm?®, excluindo-se outras causas de hiperandrogenismo);

o Grupo controle (portadores de fator masculino e/ou tubario, excluindo
hidrossalpinge), onde foram incluidas pacientes com idade inferior a 38 anos, indice

de massa corpérea (IMC) menor que 30 kg/m? e valor de FSH basal menor que



diagrama abaixo (Figura 1).

10mUl/ml, que tenham realizado laparoscopia diagnéstica para a exclusao de demais

causas de infertilidade.

A selecdo das pacientes e do material de estudo das mesmas esta representada no

74 pacientes
concordaram em

26 pacientes participar com a 48 pacientes
preencheram critérios || | @ssinauradetermode ] | nreencheram critérios
para grupo SOP consentimento livre e para grupo controle
esclarecido
13 pacientes 21 pacientes
n&o captaram néo captaram
oécitos odcitos
imaturos imaturos
13 pacientes captaram 34 56 27 pacientes captaram
oocitos imaturosde [  odcitos o6citos |—{ odcitos imaturos de
ciclos estimulados imaturos imaturos ciclos estimulados
4 pacientes 10 pacientes
ndo tiveram ndo tiveram
odcitos Ml odcitos Ml
apo6s MIV apos MIvV
9 pacientes obtiveram 17 o6citos 24 o0citos 17 pacientes
oocitos em metafase Il | | MII pos MIlpés | | obtiveram odcitos em
(MII) por MIV dos MIV MIV metéfase Il por MIV
o6citos captados (50%) (42,9%) dos odcitos captados
1 paciente nao teve 5 pacientes ndo
odcitos Ml tiveram odcitos Ml
analisaveis por ] || analisaveis por
microscopia de microscopia de
imunofluorescéncia imunofluorescéncia
8 pacientes tiveram 14 oo6citos 15 oocitos 12 pacientes tiveram
odcitos MII analisados | Ml Ml | odcitos MII analisados
por microscopia de analisaveis analisaveis por microscopia de
imunofluorescéncia imunofluorescéncia

Figura 1 — Fluxograma de pacientes participantes e do respectivo material utilizado no projeto de pesquisa




A caracterizacdo das pacientes dos grupos de estudo (SOP) e controle quanto a
idade, indice de massa corporal e FSH basal esta representada na Tabela 1. Os grupos foram

considerados homogéneos segundo estas variaveis.

Tabela 1 - Caracterizacdo das pacientes, que apresentaram odcitos analisados, dos grupos de
estudo (SOP) e controle quanto a idade, indice de massa corporal e FSH basal.
Grupo SOP Grupo controle

Varidavel
Numero de pacientes 8 12
Mediana da Idade (anos) 33 (28 a37) 35 (24 a 38)
indice de Massa Corporal (Kg/m?)* 24,5+ 39 23,6 +3,1
54+£25 475+£2,0
FSH basal (mUl/ml)*

NOTA - * Valores expressos em média + Desvio-Padrédo
SOP — Sindrome dos Ovarios Policisticos.

3.2 Métodos

Os odcitos macroscopicamente MII (caracterizados pela extrusdo do primeiro
corpusculo polar por microscopia Otica) ap6s MIV tiveram seu fuso mei6tico e sua
distribuicdo cromossémica analisadas por microscopia de imunofluorescéncia conforme

protocolo descrito a seguir:

3.2.1  Protocolo de Estimulacéo:



A programacdo da menstruacdo para o inicio do ciclo de estimulacdo ovariana
controlada foi realizada pela administracdo de anticoncepcionais orais combinados
diariamente, iniciada no periodo menstrual do ciclo precedente até cinco dias antes do
previsto para o inicio da estimulacdo ovariana, suspendendo esta administracdo de tal forma
que o inicio do sangramento menstrual coincida com a realizacdo da ultrassonografia
transvaginal (USTV) basal para se observar o padrdao endometrial e afastar a presenca de
cistos ovarianos que possam interferir na resposta a administracdo das gonadotrofinas
exogenas e na monitorizacdo ultrassonografica do crescimento folicular.

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

A hiperestimulagdo ovariana controlada foi iniciada, entre o segundo e o quarto dia
do ciclo menstrual. As pacientes receberam 150 a 300 Ul por dia de FSH recombinante
(FSHr) (Gonal-F®, Serono, Brasil; Puregon®, Organon, Brasil), via intramuscular (IM), nos
primeiros 6 dias da inducdo. A partir do sétimo dia da inducdo da ovulacdo, a dose foi
ajustada ou introduziu-se HMG purificada (Menopur®, Serono, Brasil) na dose de 150 Ul/dia
de acordo com o crescimento folicular e a espessura endometrial, monitorados com USTV
diariamente ou em dias alternados. Quando pelo menos dois foliculos atingiram 18 mm de
diametro médio, foi administrada 250 pg de hCG recombinante (Ovidrel®, Serono, Brasil) as
22:00. A captacdo dos oocitos foi realizada 34 a 36h ap6s a administragdo do hCG

recombinante.



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

engravidaram.

3.2.2  Captacdo Oocitaria:

A captacdo dos odcitos foi realizada mediante prévia anestesia geral endovenosa com
propofol (Diprivan®, Astra-Zeneca, Brasil), associado ao citrato de fentanil (Fentanil®,
Janssen-Cilag, Brasil). A aspiracdo dos foliculos por via endovaginal guiada por transdutor
ultrassonografico transvaginal, foi realizada utilizando-se uma agulha de Iimen simples
padrdo, com 300mm de comprimento, 1,1 mm de didmetro interno, duplo bizel cortante,
ranhurado nos dois centimetros terminais para uma maior ecogenicidade (Laboratério CCD,
Franca), com pressdo aspirativa artificial constante de 100 mmHg, por meio de bomba de
succdo com controle eletrénico (Craft® Suction Pump, Rocket Medical, Inglaterra).

Todo o manuseio dos odcitos foi realizado sob capela de fluxo laminar (Veco
Modelo HLFS 12), com a finalidade de manter o meio estéril.

Para a identificacdo e o isolamento dos complexos odcito-cumulus, o material
aspirado foi transferido para placas de Petri com 10 cm de didmetro, previamente aquecidas
em platina térmica a 37°C. Depois de identificados, os complexos odcito-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 a 37°C, para a remoc¢édo de sangue e debris. A seguir foram



colocados em placas NUNC (Multidish 4 wells Nuclon, Delta SI), preenchidas com 0 meio
de cultura HTF-SSS e cobertas com 6leo mineral (Sigma-Aldrich), e levados a incubadora em
mistura gasosa de CO; a 5%, sob condicdes ideais de temperatura (37°C) e umidade (95%)
por um periodo de 2 a 4 horas. Apos este periodo, para realizarmos a remocdo do cumulus
oophorus e da corona radiata, os complexos odcito-cumulus foram colocados em micro-gotas
de 25uL de hialuronidase (H4272 tipo IV-S, Sigma), na diluicdo de 80 Ul/mL de
HTF/HEPES (Irvine Scientific), por 30 segundos e, entdo, lavados 2 ou 3 vezes com 0 meio
HTF-SSS. A remocdo mecanica das células da granulosa foi feita com o auxilio de uma pipeta
Stripper (130um - Denuding Pipette, Cook).

Imediatamente apds a realizacdo do desnudamento oocitario, realizamos a analise
morfologica para identificacdo do grau de maturidade dos odcitos, sob visualizacdo ao
microscopio de luz.

Os od6citos que atingiram a Metafase Il (MII - caracterizada morfologicamente pela
presenca de 1 corpusculo polar (CP) extruso) foram considerados maduros e incubados em
gotas de 25 puL de HTF + SSS 10% por 1 a 2 horas, para, entdo, serem inseminados por meio
da realizacdo da ICSI.

Os odcitos que estavam em estagio de Vesicula Germinativa (VG) (auséncia de CP
extruso e presenca de VG) ou de Metafase | (MI) (auséncia do CP e da VG) foram
considerados imaturos, e, portanto, sem utilidade clinica para a realizacdo de ICSI, sendo
submetidos a Maturacdo In Vitro (MIV), para utilizacdo no presente estudo, conforme
descrito a seguir.

Os o0citos que apresentaram sinais de danos mecénicos ou sinais de atresia

(citoplasma irregular, escuro ou granulado) foram descartados.



3.2.3  Maturagéo in vitro:

Os odcitos imaturos séo, entdo, imediatamente transferidos para as placas de cultivo,
colocados em micro-gotas de 50 pL do meio HTF + SSS 10%, e levados a incubadora em
mistura gasosa de CO, a 5%, sob condicGes ideais de temperatura (37°C) e umidade (95%),
por periodo previamente definido. Os odcitos no estagio de vesicula germinativa sdo mantidos
nestas condi¢Oes de cultivo por um periodo de 19 horas + ou — 1 hora e aqueles em metéfase
I, por 4 horas + ou — 30 minutos de acordo com curva de maturagdo previamente estabelecida
neste servico, utilizando os meios e condi¢fes de cultura descritos previamente, onde 36
odcitos em Metéafase | foram submetidos a MIV apds ciclo estimulado com taxa de maturacao
de 83% e tempo de maturacdo entre 210 e 420 minutos com mediana de 240 minutos (4
horas) e 28 o6citos em VG com taxa de maturacdo de 71% e tempo de maturacdo entre 18 e
24 horas com mediana de 19 horas (APENDICE A). Apds este periodo pré-estabelecido de
cultivo, foi realizada novamente a andlise do grau de maturacdo oocitaria, sendo que 0s
odcitos que atingiram MII sdo fixados para a analise por microscopia de imunofluorescéncia
para identificacdo do fuso celular e distribuicdo cromossdémica. Os od6citos que ndo atingiram

a metéfase Il ap6s o periodo descrito, assim como 0s que degeneraram, foram descartados.

3.24  Microscopia de imunofluorescéncia para visualizagdo do fuso meiotico e da

distribuicdo cromossémica:



Os odcitos maturados in vitro sdo fixados e corados para microscopia de
fluorescéncia, conforme previamente descrito (ALLWORTH; ALBERTINI, 1993). Na
preparacdo para a imunofluorescéncia, o fixador MTSB XF, composto por 1X de Tampéo
Estabilizador (0,1M de Pipes, 5mM de Cloreto de Magnésio Hexahidratado e 2,5mM de
EGTA), 50% de Oxido de Deutério, 0,01% de Apronitina de pulmao bovino, 1 mM de DTT,
1 uM de Taxol, 0,5% de Triton-X, 2% de Formaldeido e 4gua de MilliQ) foi aquecido a 37°C
por 30 minutos. Em seguida, os odcitos foram fixados a 37°C por 30 minutos e lavados 4
vezes em solucdo tampédo de lavagem (15 minutos cada) composta por 0,02% de NaN3s, 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. Ap0s esse periodo, 0s odcitos foram
lavados 1 vez na solucdo tampdo de lavagem para incubacdo com o anticorpo primario (beta-
tubulina de camundongo, dilui¢do 1:1000 em solucéo 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 secundario (Imunoglobulina de cabra anti-camundongo FITC-conjugada,
Zymed Laboratories, Invitrogen Corporation, Calsbad, CA, USA, diluicdo 1:200 na mesma
solucdo de diluicdo acima descrita) por 2 horas a 37°C. Ap6s mais trés lavagens de 15 min
cada, os oocitos foram corados com Hoechst 33342 em meio suporte por 10 min a
temperatura ambiente, montados entre ldmina e laminula, estocados a 4°C e mantidos no
escuro até observacdo em Microscopio de Imunofluorescéncia (Zeiss Axiovert 100TV),

realizada dentro de 1 semana do preparo da lamina.



3.25  Analise morfologica do fuso meidtico e da distribuicdo cromossémica do odcito

em Metafase I1:

O fuso meidtico foi considerado normal quando apresentou a forma de barril e estava
disposto em posicdo centripeta em relacdo ao corplsculo polar. Os cromossomos
apresentaram distribuicdo normal quando estavam reunidos na placa metafasica e bem
alinhados no equador do fuso celular oocitério (Figuras 2a e 2b).

Consideramos como tel6fase I, os o6citos que apresentaram fuso celular alongado e
perpendicular a membrana oocitaria, com cromossomos distribuidos nas suas extremidades.
Foi considerada ativacdo partenogenética aqueles que apresentavam extrusdao do segundo
corpusculo polar (Figura 2d).

Se 0s cromossomos apresentavam-se dispersos, desalinhados ou fragmentados, se a
cromatina feminina encontrava-se aglomerada com microttbulos interfasicos, se o formato do
fuso ndo estava normal (forma de barril), ou se 0 mesmo apresentava ruptura, este foi

considerado anormal (Figura 2c).



.

Figura 2 - Imagens representativas de fusos e cromossomos de odcitos de portadoras de SOP e controle por
microscopia de imunofluorescéncia. Fusos meidticos em metéfase 11 foram corados por anticorpo anti-
b-tubulina e cromossomos corados por Hoechst 33342. a e b) Od6citos de pacientes controle com fusos
meidticos normais e cromossomos alinhados na placa metafasica do fuso; c) Od6cito de paciente
portadora de SOP com ruptura de fuso meidtico e istribui¢do cromossdmica anormal; d) Odcito de
paciente controle que sofreu ativagdo partenogenética.

3.3 Andlise estatistica:

A comparacdo entre a proporcdo de anormalidades do fuso celular e distribuicdo
cromossémica oocitarios entre os dois grupos estudados foi realizada pelo teste exato de
Fisher. O grau de significancia (alpha) foi definido em 0,05 (bicaudal), sendo o valor de
p<0,05 considerado estatisticamente significativo.

Para a determinacdo do tamanho do nimero de amostras necessario para que a
diferenga obtida entre as propor¢des de anormalidades meioticas no grupo de estudo e no
grupo controle seja estatisticamente comprovada utilizamos teste de hipdtese bicaudal para 2
proporg¢des com um poder de teste de 80% e um nivel de significancia () de 5%, preconizado

pela Organizacdo Mundial de Saude (LWANGA; LEMESHOW, 1991).



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

4 RESULTADOQOS




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

Segundo classificacdo de maturidade oocitaria realizada por microscopia optica, no
grupo de estudo, dos 34 od6citos imaturos submetidos a MIV, 17 odcitos atingiram a metafase
Il (taxa de MIV de 50%). Dos 56 oocitos imaturos submetidos a MIV no grupo controle, 24
odcitos atingiram a MII (taxa de MIV de 42,8%).

N&o observamos diferenca significativa nas taxas de MIV (utilizando como critério a
extrusdo do primeiro corpusculo polar, observada por microscopia Optica) entre os dois
grupos avaliados (50% e 42,8%, respectivamente, para os grupos SOP e controle) (Tabela 2).

Na analise por microscopia de imunofluorescéncia, detectaram-se 3 e 2 00citos,
respectivamente, no grupo de estudo e no grupo controle, em estagio de Teldfase | e 3 o6citos
ativados partenogeneticamente no grupo controle (Figura 3), ou seja, ndo em metéfase II,
como classificado pela microscopia Optica. Ocorreu a impossibilidade de anélise de 4 odcitos
do grupo controle em virtude de dificuldades técnicas durante o processo de imunocoloracéo,
0 que impossibilita o calculo adequado da taxa de MIV neste grupo, segundo a classificacdo
pela microscopia de imunofluorescéncia. Desta forma, foram analisados por microscopia de
imunofluorescéncia, respectivamente, 14 o6citos em MII de 8 pacientes do grupo de estudo
(taxa de MIV de 41,2%; 14 MII/34 odcitos imaturos) e 15 odcitos MII de 12 pacientes do
grupo controle (Figura 3). A respectiva analise de cada odcito esta descrita no APENDICE B

e APENDICE C.



Tabela 2 — Taxa de maturacdo in vitro, segundo analise por microscopia optica, nos grupos
SOP e Controle.

Odcitos Grupo SOP Grupo Controle
Ndimero % NUmero %

Imaturos submetidos a MIV 34 100 56 100

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

NOTA: MIl — Odcito em estagio de metafase 1I; MIV — Maturagdo In Vitro; SOP — Sindrome dos Ovaérios
Policisticos (grupo de estudo). * Valor de p = 0,522 (sem significancia estatistica)

O SOP
B controle

20+
18+
16+
14+
12+
10+

o N b O
P A1

MII (microscopia Ml Tl normais AP
optica) (imunofluorescéncia)

Figura 3 -Distribuicdo dos o6citos em metafase Il,segundo classificacdo por microscopia Optica, ap6s
Maturacdo In Vitro, analisados por microscopia de imunofluorescéncia, entre portadoras de SOP e
controle.

Nota - MIlI — Od6cito em estagio de metafase Il; Tl — Tel6fase I; SOP — Sindrome dos Ovaérios
Policisticos (grupo de estudo).  *Valor de p = 0,70 (sem significancia estatistica)

4.2 Analise do fuso meidtico e distribuicdo cromossdmica dos odcitos em metéafase 11,

apds M1V, nos grupos SOP e controle.

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

metafase 11 (MIIl) normais (42,9%) e 8 MII anormais (57,1%). No grupo controle, dos 15



odcitos MII analisados, foram observados 8 MII normais (53,3%) e 7 MIl anormais (46,7%)
(Tabela 4). Nao houve diferenca significativa nas proporc¢des de anomalias meioticas entre 0s

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

Tabela 4 — Distribuicdo dos o6citos em metéfase 11 apds Maturacdo In Vitro entre portadoras
de SOP e controle quanto a normalidade meiotica.

Odcitos Grupo SOP Grupo Controle
NUmero % Nimero %
MII analisaveis ap6s MIV 14 100 15 100
MII normais 6 42,9* 8 53,3*
MII anormais 8 57,1* 7 46,7*

NOTA: MIl — Odcito em estagio de metafase 1I; MIV — Maturagdo In Vitro; SOP — Sindrome dos Ovaérios
Policisticos (grupo de estudo). *Valor de p = 0,71 (sem significancia estatistica)

4.3 Calculo do tamanho amostral

O tamanho de amostras necessario para que a diferenca de 10,4% obtida entre as
proporc¢des de anormalidades meidticas 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 hipdtese bicaudal, com um poder de 80% e um nivel de significancia

B de 5%, € de 322 para cada grupo.



5 DISCUSSAO




O presente estudo foi o primeiro na literatura que avaliou as proporcdes de anomalias
meioticas nos 00citos maturados in vitro provenientes de ciclos estimulados de pacientes com
SOP, comparando-as aos de mulheres com fatores tubario e/ou feminino de infertilidade. Os
dados preliminares do presente estudo nao evidenciaram diferenca significativa nas
frequiéncias de anomalias meidticas entre estes dois grupos estudados. Contudo, sugerem uma
tendéncia a maior ocorréncia de anomalias meidticas nos o6citos de mulheres com SOP, o que
podera ser elucidado ampliando-se a presente casuistica. Se confirmados, os referidos achados
poderdo contribuir para a elucidacdo de um dos mecanismos envolvidos na sugerida piora da
qualidade oocitaria em portadoras desta afec¢do, quando submetidas a estimulacdo ovariana
para a realizacdo de TRA de alta complexidade. Um estudo publicado recentemente (WOOD
et al., 2007), utilizando analise comparativa da expressdo génica oocitaria (microarrays
analysis), de portadoras de SOP e mulheres normo-ovulatorias, evidenciou diferencas nos
perfis de expressdo génica entre estes dois grupos avaliados. Estes autores sugeriram que esta
expressao génica alterada poderia culminar com defeitos na meiose ou desenvolvimento
embrionario inicial, contribuindo para a reduzida competéncia desenvolvimental observada
em odcitos de mulheres com SOP. Se confirmada a tendéncia observada no nosso estudo de
maior propor¢do de anomalias meioticas nos oocitos de mulheres com SOP, poderemos
elaborar uma relagé@o entre a expressdo génica alterada descrita por Wood et al. (2007) e os
potenciais danos meidticos oocitarios em fuso celular e/ou distribuicdo cromossdmica neste
grupo.

A imensa escassez de oocitos humanos maduros disponiveis e passiveis de serem
doados para a realizacdo de pesquisas utilizando metodologias invasivas, que inviabilizam o
uso clinico do referido material, como é o caso da microscopia de imunofluorescéncia,
justificou a utilizacdo, no presente estudo, de odcitos imaturos, obtidos em ciclos estimulados

por gonadotrofinas para a realizacdo de ICSI, que atingissem a metéfase Il apos a realizacéo



de maturacdo in vitro. Todavia, as baixas proporcdes de odcitos 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 obtencdo de oo6citos maturados in
vitro, justificando a pequena casuistica obtida apds dezessete meses de inclusdo de pacientes
elegiveis para participarem do presente estudo. Nao encontramos na literatura estudos que
tenham utilizado o mesmo meio de cultivo usado no presente estudo. Contudo, Ebner et al.
(2006), avaliaram a maturacdo in vitro em meio de cultura BM1 (Biomedical Medium stage
one, NMS Biomedical, Praroman, Suica), com condi¢6es de cultivo similares as empregadas
no nosso estudo, de 75 odcitos em ciclos estimulados, demonstrando taxa de maturacdo de
44,7%, semelhante a taxa observada no nosso grupo controle. E importante ressaltar que a
heterogeneidade nos resultados das taxas de maturacdo ndo depende unicamente do meio e
das condicbes de cultivo utilizadas, mas também, das diferencas intrinsicas entre o0citos
captados de foliculos de tamanhos diferentes, que podem variar a sua capacidade evolutiva
devido ao crescimento anormal ou incompleto (COMBELLES et al., 2002).

Existem evidéncias na literatura que suportam que ndo s6 a resisténcia insulinica
(PALOMBA et al., 2005; STADTMAUER et al., 2001) como a obesidade (WANG, J. et al.,
2001; FEDORCSAK et al., 2001), quando presentes nas pacientes portadoras de SOP,
poderiam afetar a qualidade do odcito e, conseqlientemente, influenciar os resultados das
TRA, reduzindo as taxas de fertilizacdo e elevando os indices 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), caracteristico da
SOP, parece ser também decorrente da producdo androgénica pelas células da teca por uma
via independente de insulina (DIAMANTI-KANDARAKIS; PAPAVASSILIOU, 2006).
Ainda ndo existe uma hipotese formada de como tais alteracdes enddcrinas e metabolicas

poderiam interferirir no processo de maturacdo e qualidade oocitarias, mas um microambiente



folicular composto por substancias como Horménio Anti-Mulleriano (AMH), insulina, IGF-1,
fatores de crescimento, citocinas, agentes oxidantes entre outros, em quantidades sub ou
supra-fisioldgicas poderiam, hipoteticamente, agir via interacdes foliculo-foliculo (JONARD;
DEWAILLY, 2004) e granulosa-odcito (GOSDEN, 2002), afetando a dinamica microtubular
e o aparelho meiotico (LAROSA; DOWNS, 2006; ZHANG et al., 2006; LUBERDA, 2005).

Sabe-se que o fuso celular oocitario é uma estrutura celular altamente dinadmica e
extremamente sensivel a acdo de diversos fatores, como o envelhecimento, as mudancas
térmicas, o suporte insuficiente de oxigénio durante o tempo de cultura, a manipulagédo
oocitaria, a exposicdo ambiental a diversos agentes toxicos, 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 despolimerizacdo da tubulina e o deslocamento de
cromossomos do equador metafasico, gerando anomalias meidticas. Alguns autores
evidenciaram que o tempo de cultivo, ap6s a maturacdo nuclear estar completa, poderia
promover o envelhecimento oocitario metafasico, que também seria um dos fatores
relacionados ao aumento da incidéncia de anormalidades meidticas (LIU; KEEFE, 2002), o
que justificou a realizacdo de uma curva-padrdo de MIV (APENDICE A), no sentido de
estabelecermos o tempo médio de cultivo, nas condi¢cbes e meio de cultura utilizados no
presente estudo, no qual a maioria dos odcitos atingiria a metafase 1. Desta forma, apenas 0s
odcitos imaturos que atingiram a metafase 11 apds o tempo de cultivo pré-definido (19 +/- 1
hora e 4 +/- 0,5 hora, respectivamente para o0citos em estagio de vesicula germinativa e
metafase I), foram utilizados e analisados no presente estudo.

Ressaltamos que o0s nossos dados evidenciaram um elevado percentual de anomalias

meioticas, caracterizadas por anormalidades do fuso e/ou distribuicdo cromossdmica oocitarias,

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



literatura avaliando a incidéncia de anomalias meidticas em odcitos humanos, maturados in
vitro, obtidos de ciclos estimulados com gonadotrofinas.

Alguns autores realizando analise citogenética de odcitos em metafase 1l, nédo
fertilizados apos a realizacdo de fertilizagdo in vitro convencional (FIV), ndo observaram
diferenca entre a incidéncia de aneuploidias, diploidias e cromossomos prematuramente
condensados quando compararam pacientes com SOP (24,6 % de anormalidades) e com
infertilidade secundéaria a fator tubario (27% de anomalias cromossdmicas) (SENGOKU;
TAMATE, 1997). Apesar da incidéncia de anomalias cromossdmicas oocitarias nas portadoras
de SOP encontrada por Sengoku e Tamate (1997) (24,6 %) ser inferior a observada no nosso
estudo (57,1%), ressaltamos que, tanto o material utilizado quanto a metodologia empregada
foram distintos, impossibilitando a adequada comparagdo dos dados obtidos. A ndo realizacdo
da analise do fuso meiotico oocitario pode ter resultado na subestimativa da proporcdo de
anomalias meioticas, o que precisa ser avaliado melhor.

Encontramos um Unico estudo publicado avaliando a incidéncia de anomalias do fuso
meiotico e configuracdo cromossdmica em odcitos humanos maturados in vitro, obtidos em
ciclos ndo estimulados com gonadotrofinas, evidenciando, respectivamente, 43,7% e 33,3%
de anormalidades (LI et al., 2006). Todavia, estes odcitos analisados foram obtidos em ciclos
ndo estimulados com gonadotrofinas. Como se postula um potencial papel deletério da
estimulacdo ovariana com gonadotrofinas, na dindmica do citoesqueleto e competéncia
oocitaria (LEE et al., 2007), € possivel que a incidéncia de anomalias meioticas seja maior em
odcitos maturados in vitro em ciclos estimulados do que naqueles ndo estimulados, o que
precisa ser mais bem avaliado por meio de estudos utilizando metodologia pertinente. Este
mesmo estudo comparou a incidéncia de anormalidades meioticas entre 0s 00citos maturados
in vitro, oriundos de ciclos ndo estimulados, com os maturados in vivo, obtidos em ciclos

estimulados, objetivando determinar a possivel influéncia da MIV no fuso meiotico e



distribuicdo cromossdémica oocitaria de pacientes com SOP. Detectou-se uma propor¢ado
significativamente maior de anomalias meidticas nos odcitos maturados in vitro, sugerindo
que a MIV tenha um efeito deletério sobre a organizacdo do fuso celular e o alinhamento
cromossémico oocitario. Desta forma, € provavel que a incidéncia de anomalias meiéticas
obtidas no presente estudo (57,1%), no qual analisamos o6citos maturados in vitro, obtidos de
ciclos estimulados com gonadotrofinas, seja superior tanto a observada nos o6citos maturados
in vitro, utilizados rotineiramente nas TRA, como a evidenciada em odcitos maturados in
vitro, porém provenientes de ciclos ndo estimulados (LI et al., 2006). Todavia, como
comparamos o0citos de pacientes com SOP com o0s de pacientes com fator tubario e/ou
masculino de infertilidade (grupo controle), ambos maturados in vitro, e encontramos uma
tendéncia a maior incidéncia de anomalias meidticas nas portadoras de SOP, estes achados
sugerem um possivel comprometimento da qualidade oocitaria ralacionada a SOP, e ndo
apenas a MIV, o que devera ser mais bem analisado aumentando a presente casuistica. Neste
sentido, o célculo do nimero amostral necessario para suportar ou afastar a referida tendéncia
a aumento da freqliéncia de anomalias meioticas nos oécitos maturados in vitro, obtidos em
ciclos estimulados de portadoras de SOP, definido a partir da realizacdo do presente estudo
piloto, assume importancia no sentido de podermos elucidar esta importante questéo.

Os dados do presente estudo piloto ndo evidenciaram diferenca significativa nas
freqiiéncias de anomalias meioticas entre estes 0s o6citos maturados in vitro provenientes de
ciclos estimulados de pacientes com SOP, quando comparados aos de mulheres com fator
tubario e/ou masculino de infertilidade. Contudo, sugerem uma tendéncia a maior ocorréncia
de anomalias meioticas, caracterizadas por anormalidades do fuso e/ou distribuigédo
cromossémica oocitarias, nos odcitos de pacientes com SOP, o que podera ser elucidado
ampliando-se a presente casuistica. Se forem confirmados, estes achados podem apontar um

possivel papel destas anormalidades relacionadas a maturacdo nuclear oocitaria, nas



controversas menores taxas de fertilizacdo observadas em pacientes com SOP submetidas as
Técnicas de Reproducdo Assistida. Se ndo confirmados, sugerirdo o possivel envolvimento de
fatores relacionados a maturacao citoplasmatica em detrimento da nuclear na etiopatogénese

da piora da qualidade oocitaria em portadoras de SOP.



6 CONCLUSOES




Os dados do presente estudo piloto ndo evidenciaram diferenca significativa nas freqiiéncias
de anomalias meidticas, caracterizadas por anormalidades no fuso meiotico e/ou distribuicéo
cromossémica, entre estes 0s 00citos maturados in vitro provenientes de ciclos estimulados de
pacientes com SOP, quando comparados aos de mulheres com fator tubario e/ou masculino de
infertilidade.

Contudo, nossos achados sugerem uma tendéncia a maior ocorréncia de anomalias
meiodticas, nos odcitos de pacientes com SOP, o que podera ser elucidado ampliando-se a
presente casuistica, conforme célculo amostral elaborado a partir dos dados do presente
estudo piloto. Se forem confirmados, estes achados podem apontar um possivel papel destas
anormalidades relacionadas a maturacdo nuclear oocitaria, nas controversas menores taxas de
fertilizacdo observadas em pacientes com SOP submetidas as Técnicas de Reproducdo
Assistida. Se ndo confirmados, sugerirdo o possivel envolvimento de fatores relacionados a
maturacdo citoplasmatica em detrimento da nuclear na etiopatogénese da piora da qualidade

oocitaria em portadoras de SOP.
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APENDICE A -  Curva de maturacgo In Vitro

Tempo de maturacédo para odcitos em Metafase | (MI) (em minutos)
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APENDICE B -  Descricdo dos odcitos incluidos na pesquisa do grupo SOP

Ap6s MIV p/ Fuso/
Odcitos Grupo Ap6s MIV p/
paciente procedéncia microscopia distribuicéo
SOP o imunofluorescéncia o
optica cromossomica
01 I VG MII MII anormal
02 I Ml MII MII normal
03 I Ml MII MII anormal
04 I Ml MII MII anormal
05 Il MI Mil Mil anormal
06 Il VG Mil Mil anormal
07 i VG MII TI normal
08 v VG MII MII normal
09 \ Ml MII MII normal
10 \ Ml MII MII anormal
11 VI Ml MII MII anormal
12 VI VG MII MII normal
13 VI VG MII MII normal
14 VII Ml MII MII normal
15 VI MI MII MII anormal
16 VI VG MIl TI normal
17 IX MI MIl TI normal

Nota: VG — Od6cito em estagio de Vesicula Germinativa; M1 — odcito em estagio de metéfase I; MIl —Qd6cito em
Metafase Il; TI — Odcito em Telo6fase |; SOP — Sindrome dos Ovarios Policisticos (grupo de estudo).



APENDICE C-  Descricdo dos odcitos incluidos na pesquisa do grupo controle

Oocitos paciente procedéncia Apds MIV p/ Apobs MIV p/ Fuso/

Grupo microscopia  imunofluorescéncia distribuicéo

controle Optica cromossémica
01 | VG MIlI NV NV
02 I MI MII M| normal
03 I MI Ml NV NV
04 I VG MII M| normal
05 I VG Ml Tl AP
06 Il VG Ml MIlI anormal
07 v MI MII M| normal
08 v VG MII Ti normal
09 \% M MII MiI normal
10 \% M MII MiI normal
11 \ VG MII MiI normal
12 VIl VG Ml MiIlI anormal
13 Vil VG MIlI Tl AP
14 IX MI Ml NV NV
15 IX MI Ml NV NV
16 X1 M MII M1 normal
17 X M MII M1 anormal
18 X1 M MII M1 anormal
19 Xl MI Ml TI AP

20 X MI MII MII normal



21 X1V VG M| TI normal

22 XV VG M| MII anormal
23 XVI VG MII MII anormal
24 XVII VG MII MII anormal

Nota: VG — Odcito em estagio de Vesicula Germinativa; M| — odcito em estagio de metéfase I; MII —Odcito em
Metéafase Il; Tl — Odcito em Telofase I; TIl — O6cito em Teldfase I11; AP — Ativacdo Partenogenética; SOP —
Sindrome dos Ovarios Policisticos (grupo de estudo).
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ANEXO A -Termo de consentimento livre e esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO
PRETO-USP ,
DEPARTAMENTO DE GINECOLOGIA E OBSTETRICIA

Av. Bandeirantes, 3900 - 1° andar - Ribeirao Preto-SP - CEP 14049- 900

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Para o6citos imaturos)
1. NOME DA PESQUISA: “Efeitos da Sindrome dos Ovarios Policisticos sobre o fuso meio6tico
oocitario: estudo piloto”

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

Vocé e o seu marido estdo sendo convidados a participar da pesquisa “Efeitos da Sindrome dos Ovarios
Policisticos sobre o fuso meidtico oocitario”;

3. ESCLARECIMENTOS: A Sindrome dos Ovérios Policisticos é uma causa bastante comum de
irregularidade menstrual e de dificuldade para engravidar (denominada infertilidade). Questiona-se se um dos
motivos responsaveis tanto pela maior dificuldade em engravidar, como pela chance aumentada de abortamento
nas mulheres portadoras desta sindrome, seja a inadequada qualidade de seus 6vulos (o6citos), que poderdo
produzir embrides também de méa qualidade e, conseqiientemente, gerar uma gestagdo menos vidvel. Contudo, na
atualidade, ndo se realiza a avaliacdo adequada da qualidade oocitaria nestas e em outras pacientes, devido a
auséncia de métodos bem estabelecidos capazes de predizer se os 6vulos sdo bons ou ndo. A identificagdo da
presenca de altera¢des nos dvulos de pacientes portadoras desta sindrome e de outras causas de infertilidade, néo
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 6vulos, sem lhe causar qualquer risco adicional
ou prejuizo do sucesso de vocé engravidar durante este procedimento de reproducdo assistida, seria utilizar os
ovulos que ndo amadureceram o suficiente para serem inseminados (denominados 6vulos imaturos) e que,
portanto, serdo descartados, ndo sendo Uteis para 0 seu tratamento. Estes dvulos imaturos serdo amadurecidos ‘in
vitro’ (OU seja, no laboratorio), para que seja estudada uma estrutura microscopica em seu interior chamada de
“fuso celular”, um dos possiveis responsaveis pela qualidade dos seus odcitos. Devemos, portanto, ressaltar que
este estudo e a doagdo dos seus odcitos que ndo amadureceram ndo véo interferir no seu tratamento para
engravidar, assim como ndo causardo prejuizo algum para a sua saude, nem para a do futuro bebé.

Sua colaboracdo, portanto, na doacdo de seus dvulos imaturos serd imprescindivel para um melhor
conhecimento da qualidade dos oécitos de pacientes com dificuldade para engravidar e para levar uma gravidez
adiante devido a Sindrome dos Ovaérios Policisticos. Este conhecimento no futuro podera ser usado no sentido de
propiciar um tratamento mais eficaz da infertilidade associada a Sindrome dos Ovarios Policisticos. E importante
ressaltarmos que este estudo ndo trard nenhuma despesa para vocé e seu companheiro. Todos os 0dcitos imaturos
doados serdo utilizados exclusivamente para a avaliacdo de seus fusos celulares (ndo poderdo ser utilizados para
outros fins que ndo os desta pesquisa).

4. INFORMACOES ADICIONAIS: Todos as ddvidas com relacdo ao estudo que, porventura, possam
ocorrer durante o seu tratamento para engravidar, serdo prontamente esclarecidas pelos pesquisadores
responsaveis pelo presente estudo. Vocé e seu companheiro tém a liberdade de retirarem 0 vosso consentimento
e de deixarem de participar do estudo, a qualquer momento, sem que isto traga qualquer prejuizo a continuidade
do seu tratamento. Asseguramos o total sigilo em relacdo aos nomes dos integrantes deste estudo, bem como
garantimos que sera mantido o carater confidencial de toda informago relacionada a vossa privacidade. Temos o
compromisso de que serdo prestadas informagdes atualizadas durante todo o estudo, ainda que isto possa afetar a
vossa vontade de continuar dele participando. Asseguramos 0 compromisso de que vocé sera devidamente
acompanhada e assistida durante todo o periodo de participacdo neste projeto, bem como de que sera garantida a
continuidade do seu tratamento, apds a conclusdo dos trabalhos da pesquisa.



Eu, , RG no: e meu
marido, , RG n°; , abaixo assinados, declaramos que
fomos informados e estamos inteiramente de acordo com 0 exposto acima e aceitamos livremente participar do
estudo em questdo, doando os odcitos imaturos que ndo serdo utilizados em nosso tratamento de infertilidade e
autorizamos os pesquisadores abaixo mencionados a utiliza-los para a pesquisa : “Efeitos da Sindrome dos
Ovarios Policisticos sobre o fuso meiodtico oocitério: estudo piloto”, estando cientes que teremos a liberdade de
retirar 0 nosso consentimento e de deixar de participar do estudo a qualquer momento, sem que isto traga
qualquer prejuizo a continuidade do nosso tratamento.

Ribeirdo Preto / /

Assinatura- Paciente Assinatura- Marido

Assinatura do Pesquisador

PESQUISADORES RESPONSAVEIS:
Prof. Dra. Paula Andrea de A. Salles Navarro — CRM: 84930 — SP

PG Rodolpho Cruz Vieira— CRM: 107054 - SP
Telefone de contato: 16-36022231

Endereco: Av. Bandeirantes, 3900 - 1° andar (Hospital das Clinicas- Setor de Reproducédo
Humana), Ribeirdo Preto — SP. CEP: 14049-900.



ANEXO B - Protocolo de pesquisa

F: R: / /

Protocolo de pesquisa: “Efeitos da Sindrome dos Ovarios Policisticos sobre o

fuso meiotico oocitario: estudo piloto”

Nome: Reqgistro:

Marido: Registro:

Dados Clinicos e Laboratoriais
Infertilidade: O Primaria O Secundéria
SOMP [J Fator tubario [
Fator masculino: Leve [ Outro [J

Laparoscopia 0 Sim [0 Né&o

Idade: FSH Basal:

Peso: Estatura: IMC:

Glicemia: Insulinemia: QUICK:

Terapia de Reproducéo Assistida prévia:  JSim [ N&o N° de ciclos:

01Ul U FIV-ICSI:
Em uso de Metformina:  [J Sim (1 Néo
Dose: Tempo de uso:
Dados da inducdo
FSH-r (total Ul): (dose diaria): N° dias de indugéo:
hMG-hp (total Ul): (dose diéria): N° dias de inducéo:

N° total de dias de inducéo:
Total foliculos > 14mm no dia hCG:

OD: OE:
Total foliculos > 18mm no dia hCG:
OD: OE:

Dados da captacao, fertilizacdo e MIV

N° de odcitos captados: Ne de foliculos puncionados:
Taxa de captacdo (em relagdo ao n° de foliculos puncionados): %
(em relacdo ao n° de foliculos >ou= 14mm no dia do hCG): %

No de odcitos degenerados:

Maturidade oocitaria GV: MI: MII:

N° o6citos inseminados: N° de odcitos MII doados:

N° de odcitos fertilizados: Taxa de fertilizaco: %

N° de odcitos MIl apés MIV: deGv:__ t ( %) deMl: _ t ( %)
Taxa de Maturacéo total: %

N° de embrides formados: No embrides clivados:



Taxa de Clivagem: %
Qualidade dos embrides
DIl DI

No Simetria Simetria < 20%- > Tipo No Simetria Simetria < 20%- > Tipo
Céls Sim N&o 20% | 50% | 50% Céls Sim N&o 20% | 50% | 50%

Dados de Transferéncia

Dia da transferéncia: DII o DIII o

No embrides transferidos: Numeracdo dos embribes transferidos:

Qualidade dos embriGes transferidos
No Simetria Simetria < 20%- > Tipo No Simetria Simetria < 20%- > Tipo
Céls Sim N&o 20% | 50% | 50% Céls Sim N&o 20% | 50% | 50%

Dados da Gestacao:

BHCG o Positivo o Negativo Valor:

Gravidez clinica: Sim o Ndo o

Taxa de implantacéo: %

N° de sacos gestacionais:

Perdas gestacionais: Sim:< 22 semanas ou < 500g: 1o 20 3o 4ou+o Naoo

N° de Nascidos vivos: 1o 20 3o N&o o

Anomalia de fuso celular

o Sim o Néao

Lesdo de fuso celular completa o parcial o

Anomalia de distribuicdo cromossdmica:

Simo

Néo o




o Desalinhamento o Condensacéo o Espalhamento

OBSERVACAO:



ANEXO C -Artigo aceito para publicacdo pela Revista Brasileira de

Ginecologia e Obstetricia

Avaliagédo do fuso meiotico e distribuicdo cromossémica de odcitos maturados in vitro de
portadoras da Sindrome dos Ovarios Policisticos submetidas a estimulagdo ovariana:
resultados preliminares.

Analysis of the spindle and chromosome configurations of in vitro matured oocytes from

Polycystic Ovary Syndrome patients submitted to ovarian stimulation: preliminary results.

Rodolpho Cruz Vieira', lonara Diniz Evangelista S. Barcelos', Elisa Melo Ferreira', Maria
Cristina Picinato Medeiros de Aradjo?, Rosana Maria dos Reis®, Rui Alberto Ferriani*, Paula
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RESUMO

Objetivos: Avaliar o fuso meidtico e a distribuicdo cromossémica de odcitos maturados in
vitro obtidos de ciclos estimulados de mulheres inférteis com Sindrome dos Ovarios
Policisticos (SOP) e fator masculino e/ou tubério de infertilidade. Métodos: Cinco pacientes
inférteis com SOP e 8 pacientes com fator tubario e/ou masculino de infertilidade, submetidas
a ciclos estimulados para captacdo oocitaria para injecdo intracitoplasmatica de
espermatozdide, foram selecionadas prospectiva e consecutivamente e divididas em grupos de
estudo e controle, respectivamente. Odcitos em estagio de vesicula germinativa (VG) e em
metafase | (MI) foram submetidos a maturacdo in vitro (MIV), respectivamente, por 19 horas
* 1 hora (VG) e 4 horas + 30 minutos (MI), conforme curva de MIV previamente realizada no
presente servi¢o. Odcitos em metafase Il (MII) apés MIV foram fixados, submetidos a
imunocoloracdo e microscopia de fluorescéncia para avaliagdo morfoldgica do fuso e da
distribuicdo cromossdémica. Resultados: Respectivamente 6 dos 10 odcitos (60%) em MII
analisados do grupo de estudo e 4 dos 12 o6citos(33.3%) MII analisados do grupo controle
apresentaram anomalias meidticas, caracterizadas por anomalias do fuso e/ou distribuicéo
cromossémica oocitarias. Observou-se auséncia de diferenca significativa entre as proporcoes
de anomalias meioticas entre os dois grupos analisados. Conclusdes: Os dados preliminares
do presente estudo, apesar de ndo demonstrarem aumento significativo na incidéncia de

anomalias meidticas nas portadoras de SOP, sugerem uma tendéncia a maior ocorréncia de



anomalias meidticas nos odcitos deste grupo de pacientes, quando comparados aos de
portadoras de fator masculino e/ou tubario de infertilidade, o que devera ser melhor avaliado
em estudos com maiores casuisticas. Estes achados tém potencial clinico para apontar uma
possivel explicacdo para as controversas menores taxas de fertilizacdo observadas em

pacientes com SOP submetidas as Técnicas de Reproducdo Assistida.

PALAVRAS-CHAVE: Sindrome dos Ovarios Policisticos, fuso meidtico, qualidade oocitaria,

Maturacao 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 | (MI) stages were
submitted to in vitro maturation (IVM) for 19 hours £ 1 hour (GV) and 4 hours £ 30 minutes
(MI) according to the VM curve previously constructed in the present service. After IVM,
oocytes in metaphase Il (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.

INTRODUCAO

A despeito do uso cada vez mais frequente das técnicas de reproducéo assistida (TRA)
para o tratamento da infertilidade relacionada a Sindrome dos Ovérios Policisticos (SOP),
permanece incerto se 0 sucesso destes procedimentos difere entre as pacientes com e sem esta
sindrome. Apesar de controverso, alguns autores relatam menores taxas de fertilizacdo e
maior incidéncia de abortamentos apés a realizacdo de TRA neste grupo de pacientes™?.
Questionam-se 0s papéis do comprometimento da receptividade endometrial e da qualidade
oocitaria na génese dos efeitos deletérios da SOP sobre a fertilidade feminina®*. Postula-se
que as concentracOes elevadas de hormdnio luteinizante (LH) na fase folicular, ao interferir na
foliculogénese, poderiam resultar em odcitos de méa qualidade®. E possivel que outras
alteracdes enddcrinas e metabdlicas proporcionadas por esta sindrome, também possam estar
relacionadas ao comprometimento da qualidade oocitaria, o que precisa ser elucidado. O
comprometimento da qualidade oocitéria, por sua vez, poderia contribuir para a reducdo das

taxas de fertilizacéo relatada por alguns autores nestas pacientes.



Os estudos que avaliaram de forma ndo-invasiva a qualidade oocitaria em pacientes
com SOP, utilizaram a anélise de parametros como a taxa de odcitos em metafase 11°° e a
analise da morfologia do complexo cumulus-oécito”®®. Contudo, pela fraca correlagdo destes
parametros com o desenvolvimento embrionario subseqiiente, e, consequientemente, com 0
progndstico da gestacdo™®, supde-se que estes critérios ndo sejam adequados preditores da real
qualidade oocitaria. Entretanto, ndo dispomos de estudos que tenham avaliado a qualidade
oocitaria em portadoras de SOP por meio da andlise de critérios morfoldgicos mais objetivos
e, potencialmente, capazes de predizer a real capacidade desenvolvimental oocitaria.

A qualidade oocitaria € decorrente de fatores correlacionados as competéncias nuclear
e citoplasmatica. A competéncia citoplasmatica é responsavel pela capacidade do odcito de
suportar a fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario inicial. A competéncia nuclear é
caracterizada pela qualidade da cromatina e do fuso meidtico oocitario, estrutura temporaria e
dindmica, constituida por microtdbulos polimerizados, importante na segregacao

cromossomica e na divisdo celular*"***?

. Qualquer alteracdo no complemento cromossémico,
que possa ser originada por uma alteracdo do fuso meiético, poderia conduzir a um estado de
aneuploidia por ndo-disjuncdo, juncdo desbalanceada ou disjuncdo prematura das cromatides
e perda de cromossomos, comprometendo a fertilizacdo e o subseqlente desenvolvimento
embrionario™**°. Desta forma, para que o odcito maduro esteja preparado para a fertilizacao, é
necessario que o fuso meiotico, estrutura fundamental no processo de maturacéo e ativacéo
oocitarias, mantenha a sua integridade e funcionabilidade. Até o presente momento, nao
dispomos de estudos que tenham avaliado a morfologia do fuso celular e distribuicdo
cromossémica oocitaria de pacientes com SOP, comparadas a mulheres inférteis sem esta
sindrome. Ressaltamos que a avaliagdo da qualidade oocitaria por meio do estudo

morfologico da organizacdo e distribuicdo estrutural do fuso meiotico, responsavel pela

organizacdo do contetdo nuclear e também pela divisdo celular oocitaria, € um método



simples, com boa reprodutibilidade e que ajudaria a esclarecer uma das potenciais variaveis
relacionadas a piora da qualidade oocitaria em portadoras de SOP.

A utilizacdo de oocitos 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 doacdo e a consequente escassez de material. Por isso, optamos por utilizar
odcitos imaturos obtidos ap6s captacdo ovariana em ciclos estimulados com gonadotrofinas
enddgenas, ndo utilizados na pratica clinica, e matura-los in vitro previamente a analise
morfologica do fuso celular e distribuicdo cromossémica.

Assim, no presente estudo propomos avaliar o fuso meidtico e a distribuicao
cromossémica de odcitos maturados in vitro obtidos de ciclos estimulados de mulheres
inférteis com SOP e fatores masculino e/ou tubario de infertilidade, apresentando os dados

preliminares obtidos.

METODOS

Material e Método
Escolha da amostra

Foram incluidos no presente estudo, consecutivamente, todos 0s casais submetidos a
inducdo da ovulacdo para a realizacdo de ICSI, junto ao Setor de Reproducdo Humana do
Departamento de Ginecologia e Obstetricia da FMRP-USP, no periodo de abril de 2006 a
abril de 2007, que preencheram os critérios de inclusdo abaixo descritos e manifestaram o
desejo de participar do projeto, mediante a assinatura do termo de consentimento pos-
informado.

Como critérios de inclusdo para ambos os grupos: (a) pacientes com idade < 38 anos,
indice de Massa Corporea (IMC) < 30kg/m2, FSH basal < 10mUl/ml e indice de QUICKI

para a avaliacdo de resisténcia insulinica > 0,34, que foram submetidas a inducéo de ovulacéo



para realizacdo de injecdo intracitoplasmatica de espermatozoOide e que nao utilizaram
medicamentos que pudessem interferir na foliculogénese ovariana nos dois meses que
antecederam o inicio da estimulacdo ovariana (como anti-inflamatorios nao esteroidais e
corticosteroides); (b) presenca de odcitos imaturos doados, que ap6s maturagdo in vitro,
tornaram-se maduros (atingiram a metafase da segunda divisdo meidtica, morfologicamente
identificada pela presenca da extrusdo do primeiro corpusculo polar).

Como critérios de inclusdo para o grupo controle: 23 pacientes que preencheram 0s
critérios acima, cujo procedimento (ICSI) foi indicado devido a presenca exclusiva de fator
masculino e/ou fator tubario (excluindo-se a presenca de hidrossalpinge).

Para o grupo de estudo (Sindrome dos Ovarios Policisticos - SOP) foram admitidas 12
pacientes que preencheram os critérios de inclusdo descritos acima, cujo procedimento de
reproducdo assistida foi indicado pela presenca exclusivamente de SOP, diagnosticada
segundo os critérios definidos pelo Consenso de Rotterdam (dois dentre os trés seguintes
critérios: oligo ou amenorréia, sinais clinicos ou laboratoriais de hiperandrogenismo e ovarios
policisticos a ultrassonografia que seriam 12 ou mais foliculos com até 9mm e/ou volume de
pelo menos um ovario superior a 10 cm3, excluindo-se outras causas de

hiperandrogenismo)™.

Desenho do estudo

Dos 50 oo6citos imaturos, colhidos apds estimulacdo ovariana controlada com
gonadotrofinas, como descrito a seguir, sendo 29 odcitos provenientes do grupo controle e 21,
do grupo de estudo, maturaram, respectivamente, 13 (oriundos de 8 pacientes) e 10 oocitos
(oriundos de 5 pacientes), analisados no presente estudo. Os fusos meioticos e a distribuicéo
cromossémica dos o0citos imaturos que, ap0s 0 processo de maturacdo in vitro, atingiram a

metafase da segunda divisdo meidtica (extrusao do primeiro corpusculo polar visualizada ao



estéreo-microscopio), foram avaliados morfologicamente por imuno-fluorescéncia, conforme
descrito a seguir, e as taxas de normalidade e anormalidade foram comparadas entre 0s

grupos.

Protocolo de Estimulacao

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

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

A hiperestimulacdo ovariana controlada foi iniciada, preferencialmente, entre o
segundo e o quarto dia do ciclo menstrual. As pacientes receberam 200 a 300 Ul por dia de
FSH recombinante (FSHr) (Gonal-F®, Serono, Brasil; Puregon®, Organon, Brasil), via
intramuscular (IM), nos primeiros 6 dias da inducdo. A partir do sétimo dia da inducéo da

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



endometrial, monitorados com USTV diariamente ou em dias alternados. Quando pelo menos
dois foliculos atingiram 18 mm de diametro médio, foi administrada 250ug de hCG
recombinante (Ovidrel®, Serono, Brasil) as 22:00. A captacdo dos odcitos foi realizada 34 a
36h apos a administracdo do hCG recombinante.

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

engravidaram.

Captacdo Oocitaria

A captacdo dos odcitos foi realizada mediante prévia anestesia geral endovenosa com
propofol (Diprivan®, Astra-Zeneca, Brasil), associado ao citrato de fentanil (Fentanil®,
Janssen-Cilag, Brasil). A aspiracdo dos foliculos por via endovaginal guiada por transdutor
ultrassonografico transvaginal, foi realizada utilizando-se uma agulha de limen simples
padrdo, com 300mm de comprimento, 1,1 mm de didmetro interno, duplo bizel cortante,
ranhurado nos dois centimetros terminais para uma maior ecogenicidade (Laboratério CCD,
Franca), com pressdo aspirativa artificial constante de 100 mmHg, por meio de bomba de
succdo com controle eletrénico (Craft® Suction Pump, Rocket Medical, Inglaterra).

Todo o manuseio dos odcitos foi realizado sob capela de fluxo laminar (Veco Modelo
HLFS 12), com a finalidade de manter o meio estéril.

Para a identificacdo e o isolamento dos complexos oocito-cumulus, o material
aspirado foi transferido para placas de Petri com 10 cm de didmetro, previamente aquecidas
em platina térmica a 37°C. Depois de identificados, os complexos odcito-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 a 37°C, para a remoc¢édo de sangue e debris. A seguir foram
colocados em placas NUNC (Multidish 4 wells Nuclon, Delta Sl), preenchidas com 0 meio
de cultura HTF-SSS e cobertas com 6leo mineral (Sigma-Aldrich), e levados a incubadora em
mistura gasosa de CO; a 5%, sob condicdes ideais de temperatura (37°C) e umidade (95%)
por um periodo de 2 a 4 horas. Apos este periodo, para realizarmos a remog¢do do cumulus
oophorus e da corona radiata, os complexos odcito-cumulus foram colocados em micro-gotas
de 25uL de hialuronidase (H4272 tipo IV-S, Sigma), na diluicdo de 80 Ul/mL de
HTF/HEPES (Irvine Scientific), por 30 segundos e, entdo, lavados 2 ou 3 vezes com 0 meio
HTF-SSS. A remoc¢do mecanica das células da granulosa foi feita com o auxilio de uma pipeta
Stripper (130um - Denuding Pipette, Cook).

Imediatamente apds o desnudamento oocitario, realizamos a analise morfoldgica para
identificacdo do grau de maturidade dos odcitos, sob visualiza¢do ao microscopio de luz.

Os odcitos que atingiram a Metafase Il (MIl - caracterizada morfologicamente pela
presenca de 1 corpusculo polar extruso) foram considerados maduros e incubados em gotas de
25 pL de HTF + SSS 10% por 1 hora, para, entdo, serem inseminados por meio da realizacéo
da ICSI.

Os o06citos que estavam em estagio de Vesicula Germinativa (VG) (auséncia de CP
extruso e presenca de VG) ou de Metafase | (MI) (auséncia do CP e da VG) foram
considerados imaturos, e, portanto, sem utilidade clinica para a realizacdo de ICSI, sendo
submetidos a Maturagdo In Vitro (MIV), para utilizacdo no presente estudo, conforme
descrito a seguir.

Os odcitos que apresentaram sinais de danos mecénicos ou sinais de atresia

(citoplasma irregular, escuro ou granulado) foram descartados.

Maturacéo In Vitro (MIV)



Imediatamente apos o desnudamento e caracterizacdo do grau de maturacdo oocitéria,
0s oocitos imaturos foram transferidos para placas de cultivo em micro-gotas de 25 pL do
meio HTF + SSS 10% (meio previamente equilibrado por periodo >4h), e levados a
incubadora em mistura gasosa de CO, a 5%, sob condigdes ideais de temperatura (37°C) e
umidade (95%), por periodo previamente definido. Os odcitos no estdgio de vesicula
germinativa foram mantidos nestas condi¢des de cultivo por um periodo de 19 +/- 1 hora e
aqueles em metéfase I, por 4 +/- 0,5 hora, conforme curva de maturacdo previamente
realizada neste servico utilizando os meios e condigdes de cultura previamente descritos.
Apbs este periodo pré-estabelecido de cultivo, foi realizada novamente a analise do grau de
maturacao oocitaria, sendo gque 0s o0citos que atingiram o estagio de M Il foram fixados para
a analise por microscopia de imunofluorescéncia para caracterizacdo do fuso celular e
distribuicdo cromossémica. Os odcitos que ndo atingiram a metafase Il apos o periodo

descrito, assim como 0s que degeneraram, foram descartados.

Microscopia de Imunofluorescéncia para Visualizacdo do Fuso Mei6tico e Distribuicéo
Cromossomica

Os o6citos maturados in vitro foram fixados e corados para microscopia de
fluorescéncia, conforme previamente descrito’*®. Na preparacéo para a imunofluorescéncia,
o fixador MTSB XF, composto por 1X de Tampéo Estabilizador (0,1M de Pipes, 5mM de
Cloreto de Magnésio Hexahidratado e 2,5mM de EGTA), 50% de Oxido de Deutério, 0,01%
de Apronitina de pulmé&o bovino, 1 mM de DTT, 1 uM de Taxol, 0,5% de Triton-X, 2% de
Formaldeido e 4gua de MilliQ) foi aquecido a 37°C por 30 minutos. Em seguida, 0s o0citos
foram fixados a 37°C por 30 minutos e lavados 4 vezes em solucdo tampao de lavagem (15
minutos cada) composta por 0,02% de NaNs, 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. Apos esse periodo, os odcitos foram lavados 1 vez na solugcdo tampao de lavagem para
incubacdo com o anticorpo primério (beta-tubulina de camundongo, diluicdo 1:1000 em
solugéo 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 secundario (Imunoglobulina
de cabra anti-camundongo FITC-conjugada, Zymed Laboratories, Invitrogen Corporation,
Calsbad, CA, USA, diluicdo 1:200 na mesma solucédo de dilui¢do acima descrita) por 2 horas
a 37°C. Apds mais trés lavagens de 15 min cada, os odcitos foram corados com Hoechst
33342 em meio suporte por 10 min a temperatura ambiente, montados entre lamina e
laminula, estocados a 4°C e mantidos no escuro até observacdo em Microscopio de
Imunofluorescéncia (Zeiss Axiovert 100TV), realizada dentro de 1 semana do preparo da

lamina.

Analise Morfologica do Fuso Meiético e da Distribuicdo Cromossdmica

O fuso meiético foi considerado normal quando apresentou a forma de barril e estava
disposto em posicdo centripeta em relacdo ao corpdsculo polar. Os cromossomos
apresentaram distribuicdo normal quando estavam reunidos na placa metafasica e bem
alinhados no equador do fuso celular oocitario.

Consideramos como tel6fase |, os od6citos que apresentaram fuso celular alongado,
perpendicular a membrana oocitaria, com cromossomos distribuidos nas suas extremidades.
Foi considerada ativacdo partenogenética aqueles que apresentavam extrusdo do segundo
corpusculo polar.

Se 0s cromossomos apresentavam-se dispersos, desalinhados ou fragmentados, se a
cromatina feminina encontrava-se aglomerada com microtubulos interfasicos, se o formato do
fuso ndo estava normal (forma de barril), ou se 0 mesmo apresentava ruptura, este foi

considerado anormal.



Analise Estatistica

A comparacdo entre a proporcdo de anormalidades do fuso celular e distribuicéo
cromossémica, bem como a comparacgdo da taxa de maturacao entre os dois grupos estudados,
foi realizada pelo teste do Chi-quadrado ou Teste Exato de Fisher. O grau de significancia
(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 od6citos de 14 ciclos estimulados (mediana de
12 odcitos captados por ciclo) de 12 pacientes, sendo 148 odcitos maduros (taxa de maturacao
de 87,6%) e 21 imaturos (14 Ml e 7 VG). Dos 21 odcitos imaturos submetidos a MIV, 10
atingiram a metafase Il (4 oriundos de Ml e 6 de VG), atingindo taxa de MIV de 60,35%
(35% para Ml e 85,7% para VG).

Do grupo controle foram captados 174 o6citos de 30 ciclos estimulados (mediana de 5
odcitos por ciclo) de 23 pacientes, sendo 145 maduros (taxa de maturacdo de 83,3%) e 29
imaturos (15 Ml e 14 VG). Apds M1V, 13 odcitos (5 MI e 8 VG) atingiram a MII, com taxa
de maturacgéo de 45,2%.

No grupo de estudo, dos 10 oocitos Ml analisados, provenientes de 5 pacientes, foram
observados 3 MII normais (30%), 6 MII anormais (60%) e 1 em estagio de tel6fase 1 normal
(10%). No grupo controle, dos 12 odcitos MII analisados, oriundos de 8 pacientes, foram
observados 4 MII normais (33,3%), 4 MII anormais (33,3%), 1 oocito em telofase 1 normal
(8,4%) e 3 sofreram ativacdo partenogenética (25%)(Tabela 1). Por dificuldades técnicas

durante a execucdo do protocolo de imunofluorescéncia, 1 oocito MII do grupo controle nao



pode ser analisado. Os dados demonstraram auséncia de diferenca significativa na incidéncia

de anomalias meioticas entre os dois grupos avaliados.

DISCUSSAO

O presente estudo foi o primeiro na literatura que avaliou as propor¢des de anomalias
meioticas nos o0citos maturados in vitro provenientes de ciclos estimulados de pacientes com
SOP, comparando-as aos de mulheres com fatores tubario e/ou feminino de infertilidade. Os
dados preliminares do presente estudo ndo evidenciaram diferenca significativa nas
frequiéncias de anomalias meioticas entre estes dois grupos estudados. Contudo, sugerem uma
tendéncia a maior ocorréncia de anomalias meioticas nos odcitos de mulheres com SOP, o
que podera ser elucidado ampliando-se a presente casuistica. Se confirmados, os referidos
achados poderdo contribuir para a elucidacdo de um dos mecanismos envolvidos na sugerida
piora da qualidade oocitaria em portadoras desta afeccdo, quando submetidas a estimulacdo
ovariana para a realizacdo de TRA de alta complexidade.

A imensa escassez de odcitos humanos maduros disponiveis e passiveis de serem
doados para a realizacdo de pesquisas utilizando metodologias invasivas, que inviabilizam o
uso clinico do referido material, como é o caso da microscopia de imunofluorescéncia,
justificou a utilizacdo, no presente estudo, de odcitos imaturos, obtidos em ciclos estimulados
por gonadotrofinas para a realizagcdo de ICSI, que atingissem a metafase Il apos a realizacéo
de maturacgdo in vitro. Todavia, as baixas proporc¢des de odcitos imaturos obtidos em ciclos
estimulados (16,7% e 12,4% de o0citos 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 obtencdo de oo0citos maturados in
vitro, obtidos em ciclos estimulados, justificando a pequena casuistica obtida ap6s um ano de

incluséo de pacientes elegiveis para participarem do presente estudo.



Sabe-se que o fuso celular oocitario € uma estrutura celular altamente dinamica e
extremamente sensivel a acdo de diversos fatores, como o envelhecimento, as mudancas
térmicas, o suporte insuficiente de oxigénio durante o tempo de cultura, a manipulagédo
oocitaria, a exposicdo ambiental a diversos agentes toxicos, entre outros'*?*#??_ Tais fatores
podem afetar o fuso, causando uma despolimerizacdo da tubulina e o deslocamento de
cromossomos do equador metafasico, gerando anomalias meidticas. Alguns autores
evidenciaram que o tempo de cultivo, ap6s a maturacdo nuclear estar completa, também seria
um dos fatores relacionados ao aumento da incidéncia de anormalidades mei6ticas®, o que
justificou a realizacdo de uma curva-padrdo de MIV (dados ndo apresentados), no sentido de
estabelecermos o tempo medio de cultivo, nas condicdes e meio de cultura utilizados no
presente estudo, no qual a maioria dos odcitos atingiria a metafase Il. Desta forma, apenas 0s
odcitos imaturos que atingiram a metafase 11 apds o tempo de cultivo pré-definido (19 +/- 1
hora e 4 +/- 0,5 hora, respectivamente para o0citos em estagio de vesicula germinativa e
metéfase 1), foram utilizados e analisados no presente estudo.

Ressaltamos que os nossos dados evidenciaram um elevado percentual de
anomalias meidticas, caracterizadas por anormalidades do fuso e/ou distribuicdo
cromossémica oocitarias, tanto no grupo controle (33,3%), como no grupo de estudo (60%).
N&o dispomos de dados na literatura avaliando a incidéncia de anomalias meidticas em
oocitos humanos, maturados in vitro, obtidos de ciclos estimulados com gonadotrofinas.

Alguns autores realizando anélise citogenética de odcitos em metafase I, ndo
fertilizados apoOs a realizagdo de fertilizagdo in vitro convencional (FIV), ndo observaram
diferenca entre a incidéncia de aneuploidias, diploidias e cromossomos prematuramente
condensados quando compararam pacientes com SOP (24,6 % de anormalidades) e com
infertilidade secundaria a fator tubario (27% de anomalias cromossomicas)’. Apesar da

incidéncia de anomalias cromossdmicas oocitarias nas portadoras de SOP encontrada por



estes autores® (24,6 %) ser inferior & observada no nosso estudo (60%), ressaltamos que tanto
0 material utilizado, quanto as metodologias empregadas foram distintas, impossibilitando a
adequada comparacdo dos dados obtidos. A ndo realizacdo da analise do fuso meidtico
oocitario pode ter resultado na subestimativa da proporcdo de anomalias meidticas, o que
precisa ser avaliado melhor.

Encontramos um Unico estudo publicado avaliando a incidéncia de anomalias do fuso
meidtico e configuracdo cromossémica em o0citos humanos maturados in vitro, obtidos em
ciclos ndo estimulados com gonadotrofinas, evidenciando, respectivamente, 43,7% e 33,3%
de anormalidades®. Todavia, estes oécitos analisados foram obtidos em ciclos n&o
estimulados com gonadotrofinas. Como se postula um potencial papel deletério da
estimulacdo ovariana com gonadotrofinas, na dinamica do citoesqueleto e competéncia
oocitaria®®, é possivel que a incidéncia de anomalias meidticas seja maior em o06citos
maturados in vitro em ciclos estimulados do que naqueles ndo estimulados, o que precisa ser
mais bem avaliado por meio de estudos utilizando metodologia pertinente. Este mesmo estudo
comparou a incidéncia de anormalidades meidticas entre os odcitos maturados in vitro,
oriundos de ciclos néo estimulados, com os maturados in vivo, obtidos em ciclos estimulados,
objetivando determinar a possivel influéncia da MIV no fuso meidtico e distribuicdo
cromossémica oocitaria de pacientes com SOP. Detectou-se uma proporgéo
significativamente maior de anomalias meioticas nos oo0citos maturados in vitro, sugerindo
que a MIV tenha um efeito deletério sobre a organizacdo do fuso celular e o alinhamento
cromossémico oocitario. Desta forma, € provavel que a incidéncia de anomalias meiéticas
obtidas no presente estudo (60%), no qual analisamos odcitos maturados in vitro, obtidos de
ciclos estimulados com gonadotrofinas, seja superior tanto a observada nos o6citos maturados
in vitro, utilizados rotineiramente nas TRA, como a evidenciada em odcitos maturados in

vitro, porém provenientes de ciclos ndo estimulados®*. Todavia, como comparamos oécitos de



pacientes com SOP com os de pacientes com fatores tubario e/ou masculino de infertilidade
(grupo controle), ambos maturados in vitro, e encontramos uma tendéncia a maior incidéncia
de anomalias meioticas nas portadoras de SOP, estes achados sugerem um possivel
comprometimento da qualidade oocitaria ralacionada a SOP, e ndo apenas a MIV, o que
devera ser mais bem analisado aumentando-se a presente casuistica.

Os dados preliminares do presente estudo ndo evidenciaram diferenca significativa nas
frequiéncias de anomalias meidticas entre estes 0s odcitos maturados in vitro provenientes de
ciclos estimulados de pacientes com SOP, quando comparados aos de mulheres com fatores
tubario e/ou masculino de infertilidade. Contudo, sugerem uma tendéncia a maior ocorréncia
de anomalias meioticas, caracterizadas por anormalidades do fuso e/ou distribuicdo
cromossémica oocitarias, nos odcitos de pacientes com SOP, o que podera ser elucidado
ampliando-se a presente casuistica. Se forem confirmados, estes achados podem apontar um
possivel papel destas anormalidades, relacionadas a maturacdo nuclear oocitaria, nas
controversas menores taxas de fertilizacdo observadas em pacientes com SOP submetidas as
Técnicas de Reproducdo Assistida. Se ndo confirmados, sugerirdo o possivel envolvimento de
fatores relacionados a maturacdo citoplasmatica e ndo nuclear, na etiopatogénese da piora da

qualidade oocitaria em portadoras de SOP.
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dynamics and

Tabela 1 — Resultados da andlise do fuso celular e configuragdo cromossdmica de o6citos maturados in vitro,

obtidos de ciclos estimulados de pacientes com Sindrome dos Ovérios Policisticos (SOP) e infertilidade por

fatores masculino e/ou tubario (Grupo Controle).

. . ) Telofase 1 Ativacado
MII analisados MII Normais MII anormais
Grupos normal Partenogenética
VG MI Total | VG MI Total % VG MI Total % Total | % Total %
SOP 4 6 10 |1 2 3 30° | 2 4 6 60° 1 10 0 0
7 5 12 1 3 4 33,32 | 3 1 4 33,3b 1 8,4 3 25
Controle

Mesmos sobrescritos *° dentro da mesma coluna indicam auséncia de diferenca significativa (p > 0,05)

MII — Odcitos em Metéafase 11; MI — O6cito em Metafase I; VG — Obcito em estagio de vesicula germinativa.
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CAPSULA
Dados preliminaries de estudos controlados prospectivos sugerem uma tendéncia de uma alta,
porém, insignificante incidéncia de anormalidades meioticas em o6citos de portadoras de SOP

submetidas a Técnicas de Reproducdo 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.

Introducéo

A despeito do uso cada vez mais freqlente das técnicas de reproducdo assistida (TRA)
para o tratamento da infertilidade relacionada a Sindrome dos Ovérios Policisticos (SOP),
permanece incerto se 0 sucesso destes procedimentos difere entre as pacientes com e sem esta
sindrome. Apesar de controverso, alguns autores relatam menores taxas de fertilizacdo e maior
incidéncia de abortamentos apOs a realizacdo de TRA neste grupo de pacientes (1,2).
Questionam-se 0s papéis do comprometimento da receptividade endometrial e da qualidade
oocitéaria na génese dos efeitos deletérios da SOP sobre a fertilidade feminina (3,4). Postula-se
que as concentracOes elevadas de hormonio luteinizante (LH) na fase folicular, ao interferir na
foliculogénese, poderiam resultar em odcitos de ma qualidade (5). E possivel que outras
alteracdes endocrinas e metabolicas proporcionadas por esta sindrome, também possam estar
relacionadas ao comprometimento da qualidade oocitaria, 0 que precisa ser elucidado. O
comprometimento da qualidade oocitaria, por sua vez, poderia contribuir para a redugdo das

taxas de fertilizacéo relatada por alguns autores nestas pacientes.



Os estudos que avaliaram de forma ndo-invasiva a qualidade oocitaria em pacientes
com SOP, utilizaram a analise de parametros como a taxa de o6citos em metafase 11 (3,6) e a
analise da morfologia do complexo cumulus-odcito (7,8,9). Contudo, pela fraca correlacao
destes parametros com o desenvolvimento embrionario subsequente, e, conseqiientemente, com
0 prognostico da gestacdo (10), supBe-se que estes critérios ndo sejam adequados preditores da
real qualidade oocitaria. Entretanto, ndo dispomos de estudos que tenham avaliado a qualidade
oocitaria em portadoras de SOP por meio da andlise de critérios morfoldgicos mais objetivos e,
potencialmente, capazes de predizer a real capacidade desenvolvimental oocitéria.

A qualidade oocitaria é decorrente de fatores correlacionados as competéncias nuclear e
citoplasmatica. A competéncia citoplasmatica € responsavel pela capacidade do odcito de
suportar a fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario inicial. A competéncia nuclear é
caracterizada pela qualidade da cromatina e do fuso meidtico oocitario, estrutura temporaria,
dindmica, constituida por microtabulos polimerizados, importante na segregacdo cromossémica
e na divisdo celular (11,12,13). Qualquer alteracdo no complemento cromossémico, que possa
ser originada por uma alteracdo do fuso meiotico, poderia conduzir a um estado de aneuploidia
por ndo-disjuncdo, juncdo desbalanceada ou disjuncdo prematura das cromatides e perda de
cromossomos, comprometendo a fertilizacdo e o subseqliente desenvolvimento embrionario
(14,15). Desta forma, para que o o0cito maduro esteja preparado para a fertilizacdo, é
necessario que o fuso meiotico, estrutura fundamental no processo de maturacdo e ativacéo
oocitarias, mantenha a sua integridade e funcionabilidade. Até o presente momento, nao
dispomos de estudos que tenham avaliado a morfologia do fuso celular e distribuicdo
cromossdmica oocitaria de pacientes com SOP, comparadas a mulheres inférteis sem esta
sindrome. Ressaltamos que a avaliacdo da qualidade oocitéria por meio do estudo morfolégico
da organizacdo e distribuicdo estrutural do fuso meidtico, responsavel pela organizagdo do

conteddo nuclear e também pela divisdo celular oocitaria, € um metodo simples, com boa



reprodutibilidade e que ajudaria a esclarecer uma das potenciais variaveis relacionadas a piora
da qualidade oocitaria em portadoras de SOP.

A utilizacdo de od6citos 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 doacdo e a consequiente escassez de material. Por isso, optamos por utilizar
odcitos imaturos obtidos apds captacdo ovariana em ciclos estimulados com gonadotrofinas
enddgenas, ndo utilizados na pratica clinica, e matura-los in vitro previamente a andlise
morfologica do fuso celular e distribuicdo cromossémica.

Assim, no presente estudo propomos avaliar o fuso meidtico e a distribuicdo
cromossémica de odcitos maturados in vitro obtidos de ciclos estimulados de mulheres inférteis
com SOP e fatores masculino e/ou tubéario de infertilidade, apresentando os dados preliminares

obtidos.

Material e Métodos

Selec¢éo de pacientes

Este estudo foi conduzido prospectivamente no laboratério do Departamento de
Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (FMRP)-USP no periodo de abril de 2006 a agosto de 2007 aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas. 74 mulheres inférteis que concordaram em
participar da pesquisa atraves da assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) foram submetidas a ciclos estimulados para captacdo de o0citos inseminados por
Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI). Estas pacientes foram selecionadas

prospectivamente e consecutivamente e divididas em:



o Grupo de estudo (portadoras de SOP) onde foram incluidas pacientes com idade
inferior a 38 anos, indice de massa corpérea (IMC) menor que 30 kg/m?, valor de
FSH basal menor que 10mUl/ml e sem resisténcia insulinica avaliada pelo indice de
QUICKI (anélise logaritimica da razdo entre glicemia em mg/dl e insulinemia em
pmol/l, sendo valores superiores a 0,34 considerados normais). O diagnostico de
SOP foi baseado nos critérios utilizados pelo consenso revisto de Rotterdam (2003)
(dois dentre os trés seguintes critérios: oligo ou amenorréia, sinais clinicos ou
laboratoriais de hiperandrogenismo e ovarios policisticos a ultrassonografia que
seriam 12 ou mais foliculos com até 9mm e/ou volume de pelo menos um ovario
superior a 10 cm?®, excluindo-se outras causas de hiperandrogenismo) (16);

o Grupo controle (portadores de fator masculino e/ou tubério, excluindo
hidrossalpinge), onde foram incluidas pacientes com idade inferior a 38 anos, indice
de massa corpérea (IMC) menor que 30 kg/m? e valor de FSH basal menor que
10mUl/ml, que tenham realizado laparoscopia diagnéstica para a exclusdo de demais
causas de infertilidade.

A selecdo das pacientes e do material de estudo das mesmas esta representada no

diagrama abaixo (Figura 1). A caracterizacdo das pacientes dos grupos de estudo (SOP) e

controle quanto a idade, indice de massa corporal e FSH basal esta representada na Tabela 1.

Os grupos foram considerados homogéneos segundo estas variaveis.

Métodos

Os odcitos macroscopicamente MII (caracterizados pela extrusdo do primeiro
corpusculo polar por microscopia Otica) apés MIV tiveram seu fuso meidtico e sua
distribuicdo cromossdmica analisadas por microscopia de imunofluorescéncia conforme

protocolo descrito a seguir.



Protocolo de Estimulacéo

A programacdo da menstruacdo para o inicio do ciclo de estimulacdo ovariana
controlada foi realizada pela administracdo de anticoncepcionais orais combinados
diariamente, iniciada no periodo menstrual do ciclo precedente até cinco dias antes do
previsto para o inicio da estimulacdo ovariana, suspendendo esta administracdo de tal forma
qgue o inicio do sangramento menstrual coincida com a realizacdo da ultrassonografia
transvaginal (USTV) basal para se observar o padrdao endometrial e afastar a presenca de
cistos ovarianos que possam interferir na resposta a administracdo das gonadotrofinas
exogenas e na monitorizacdo ultrassonografica do crescimento folicular.

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

A hiperestimulagdo ovariana controlada foi iniciada, entre o segundo e o quarto dia
do ciclo menstrual. As pacientes receberam 150 a 300 Ul por dia de FSH recombinante
(FSHr) (Gonal-F®, Serono, Brasil; Puregon®, Organon, Brasil), via intramuscular (IM), nos
primeiros 6 dias da inducdo. A partir do sétimo dia da indugdo da ovulacdo, a dose foi
ajustada ou introduziu-se HMG purificada (Menopur®, Serono, Brasil) na dose de 150 Ul/dia
de acordo com o crescimento folicular e a espessura endometrial, monitorados com USTV
diariamente ou em dias alternados. Quando pelo menos dois foliculos atingiram 18 mm de

diametro médio, foi administrada 250 pg de hCG recombinante (Ovidrel®, Serono, Brasil) as



22:00. A captagdo dos oocitos foi realizada 34 a 36h ap6s a administracdo do hCG
recombinante.

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

engravidaram.

Captacdo Oocitaria

A captacdo dos odcitos foi realizada mediante prévia anestesia geral endovenosa com
propofol (Diprivan®, Astra-Zeneca, Brasil), associado ao citrato de fentanil (Fentanil®,
Janssen-Cilag, Brasil). A aspiracdo dos foliculos por via endovaginal guiada por transdutor
ultrassonografico transvaginal, foi realizada utilizando-se uma agulha de lamen simples,
padrdo, com 300mm de comprimento, 1,1 mm de didmetro interno, duplo bizel cortante,
ranhurado nos dois centimetros terminais para uma maior ecogenicidade (Laboratério CCD,
Franca), com pressdo aspirativa artificial constante de 100 mmHg, por meio de bomba de
succdo com controle eletrénico (Craft® Suction Pump, Rocket Medical, Inglaterra).

Todo o manuseio dos odcitos foi realizado sob capela de fluxo laminar (Veco
Modelo HLFS 12), com a finalidade de manter o meio estéril.

Para a identificacdo e o isolamento dos complexos oocito-cumulus, o material
aspirado foi transferido para placas de Petri com 10 cm de diametro, previamente aquecidas
em platina térmica a 37°C. Depois de identificados, os complexos odcito-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 a 37°C, para a remoc¢do de sangue e debris. A seguir foram

colocados em placas NUNC (Multidish 4 wells Nuclon, Delta Sl), preenchidas com 0 meio



de cultura HTF-SSS e cobertas com 6leo mineral (Sigma-Aldrich), e levados a incubadora em
mistura gasosa de CO; a 5%, sob condicdes ideais de temperatura (37°C) e umidade (95%)
por um periodo de 2 a 4 horas. Apos este periodo, para realizarmos a remoc¢do do cumulus
oophorus e da corona radiata, os complexos oocito-cumulus foram colocados em micro-gotas
de 25uL de hialuronidase (H4272 tipo IV-S, Sigma), na diluicdo de 80 Ul/mL de
HTF/HEPES (Irvine Scientific), por 30 segundos e, entdo, lavados 2 ou 3 vezes com 0 meio
HTF-SSS. A remoc¢do mecanica das células da granulosa foi feita com o auxilio de uma pipeta
Stripper (130um - Denuding Pipette, Cook).

Imediatamente apds a realizacdo do desnudamento oocitario, foi realizada a analise
morfologica para identificacdo do grau de maturidade dos odcitos, sob visualizacdo ao
microscopio de luz.

Os o0citos que atingiram a Metafase Il (MII - caracterizada morfologicamente pela
presenca de 1 corpusculo polar (CP) extruso) foram considerados maduros e incubados em
gotas de 25 pL de HTF + SSS 10% por 1 a 2 horas, para, entdo, serem inseminados por meio
da realizacdo da ICSI.

Os odcitos que estavam em estagio de Vesicula Germinativa (VG) (auséncia de CP
extruso e presenca de VG) ou de Metafase | (MI) (auséncia do CP e da VG) foram
considerados imaturos, e, portanto, sem utilidade clinica para a realizacdo de ICSI, sendo
submetidos a Maturacdo In Vitro (MIV), para utilizacdo no presente estudo, conforme
descrito a seguir.

Os o0citos que apresentaram sinais de danos mecanicos ou sinais de atresia

(citoplasma irregular, escuro ou granulado) foram descartados.

Maturacao in vitro
Os oocitos imaturos foram, entdo, imediatamente transferidos para as placas de

cultivo, colocados em micro-gotas de 50 pL. do meio HTF + SSS 10%, e levados a incubadora



em mistura gasosa de CO;, a 5%, sob condicGes ideais de temperatura (37°C) e umidade
(95%), por periodo previamente definido. Os odcitos no estdgio de vesicula germinativa
foram mantidos nestas condi¢Ges de cultivo por um periodo de 19 horas + ou — 1 hora e
aqueles em metafase I, por 4 horas + ou — 30 minutos de acordo com curva de maturacédo
previamente estabelecida neste servico, utilizando meios e condi¢Ges de cultura descritos
previamente, onde 36 odcitos em Metafase | foram submetidos a MIV ap0os ciclo estimulado
com taxa de maturacdo de 83% e tempo de maturacdo entre 210 e 420 minutos com mediana
de 240 minutos (4 horas) e 28 odcitos em VG com taxa de maturacdo de 71% e tempo de
maturacdo entre 18 e 24 horas com mediana de 19 horas. Apos este periodo pré-estabelecido
de cultivo, foi realizada novamente a analise do grau de maturacdo oocitaria, sendo que 0s
odcitos que atingiram MII sdo fixados para a analise por microscopia de imunofluorescéncia
para identificacdo do fuso celular e distribuicdo cromossémica. Os odcitos que ndo atingiram

a metafase Il apos o periodo descrito, assim como os que degeneraram, foram descartados.

Microscopia de imunofluorescéncia para visualizacdo do fuso meiético e da

distribuicdo cromossémica

Os oo6citos maturados in vitro sdo fixados e corados para microscopia de
fluorescéncia, conforme previamente descrito (17). Na preparacdo para a imunofluorescéncia,
o fixador MTSB XF, composto por 1X de Tampéo Estabilizador (0,1M de Pipes, 5mM de
Cloreto de Magnésio Hexahidratado e 2,5mM de EGTA), 50% de Oxido de Deutério, 0,01%
de Apronitina de pulmé&o bovino, 1 mM de DTT, 1 uM de Taxol, 0,5% de Triton-X, 2% de
Formaldeido e 4gua de MilliQ) foi aquecido a 37°C por 30 minutos. Em seguida, 0s o0citos
foram fixados a 37°C por 30 minutos e lavados 4 vezes em solucdo tampao de lavagem (15
minutos cada) composta por 0,02% de NaNs, 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. Apos esse periodo, os odcitos foram lavados 1 vez na solucdo tampao de lavagem para
incubacdo com o anticorpo primério (beta-tubulina de camundongo, diluicdo 1:1000 em
solugéo 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 secundario (Imunoglobulina
de cabra anti-camundongo FITC-conjugada, Zymed Laboratories, Invitrogen Corporation,
Calsbad, CA, USA, diluicdo 1:200 na mesma solucédo de diluicdo acima descrita) por 2 horas
a 37°C. Apds mais trés lavagens de 15 min cada, os odcitos foram corados com Hoechst
33342 em meio suporte por 10 min a temperatura ambiente, montados entre lamina e
laminula, estocados a 4°C e mantidos no escuro até observacdo em Microscopio de
Imunofluorescéncia (Zeiss Axiovert 100TV), realizada dentro de 1 semana do preparo da
lamina.

Analise morfoldgica do fuso meidtico e da distribuicdo cromossémica do o6cito

em Metéfase 11

O fuso meidtico foi considerado normal quando apresentou a forma de “barril” e
estava disposto em posicdo centripeta em relacdo ao corpusculo polar. Os cromossomos
apresentavam distribuicdo normal quando estavam reunidos na placa metafasica e bem
alinhados no equador do fuso celular oocitario.

Consideramos como em tel6fase I, os odcitos que apresentaram fuso celular
alongado perpendicular & membrana oocitaria com cromossomos distribuidos nas suas
extremidades. Foi considerada ativacdo partenogenética aqueles que apresentavam extrusao
do segundo corpusculo polar.

Se 0s cromossomos apresentavam-se dispersos, desalinhados ou fragmentados, se a
cromatina feminina encontrava-se aglomerada com microtubulos interfasicos, se o formato do
fuso ndo estava normal (forma de “barril”), ou se 0 mesmo apresentava ruptura, este foi

considerado anormal.



Anélise estatistica

A comparacgdo entre a proporcdo de anormalidades de fuso celular e distribuicao
cromossémica oocitarios entre os dois grupos estudados foi realizada pelo teste exato de
Fisher. O grau de significancia (alpha) foi definido em 0,05 (bicaudal), sendo o valor de
p<0,05 considerado estatisticamente significativo.

Para a determinacdo do tamanho do numero de amostras necessario para que a
diferenca obtida entre as proporcGes de anormalidades meidticas no grupo de estudo e no
grupo controle seja estatisticamente comprovada utilizamos teste de hipo6tese bicaudal para 2
proporgdes com um poder de teste de 80% e um nivel de significancia () de 5%, preconizado
pela Organizacdo Mundial de Saude (18).

Resultados

Taxas de Maturacéo In Vitro (MIV) entre pacientes dos grupos SOP e controle

Segundo classificacdo de maturidade oocitaria realizada por microscopia 6ptica, no
grupo de estudo, dos 34 odcitos imaturos submetidos a MIV, 17 odcitos atingiram a metafase
Il (taxa de MIV de 50%). No grupo controle, de 56 odcitos imaturos submetidos a MIV, 24
atingiram MII (taxa de M1V de 42,8%).

N&o observamos diferenga significativa nas taxas de MIV (utilizando como critério a
extrusdo do primeiro corpusculo polar, observada por microscopia Optica) entre os dois
grupos avaliados (50% e 42,8%, respectivamente, para os grupos SOP e controle) (Tabela 2).

Na andlise por microscopia de imunofluorescéncia, detectaram-se 3 e 2 00citos,
respectivamente, no grupo de estudo e no grupo controle, em estagio de Tel6fase | e 3 06citos
ativados partenogeneticamente no grupo controle (Figura 3), ou seja, ndo em metéfase I,
como classificados pela microscopia éptica. Ocorreu a impossibilidade de analise de 4 odcitos

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



0 que impossibilita o calculo adequado da taxa de MIV neste grupo, segundo a classificagcdo
pela microscopia de imunofluorescéncia. Desta forma, foram analisados por microscopia de
imunofluorescéncia, respectivamente, 14 odcitos em MII de 8 pacientes do grupo de estudo
(taxa de MIV de 41,2%; 14 MII/34 od6citos imaturos) e 15 odcitos MII de 12 pacientes do

grupo controle.

Analise do fuso meidtico e distribui¢cdo cromossémica dos o6citos em metafase 11,

apos M1V, nos grupos SOP e controle

No grupo de estudo, dos 14 odcitos MII analisados, foram observados 6 o6citos em
metafase Il (MIIl) normais (42,9%) e 8 MII anormais (57,1%). No grupo controle, dos 15
odcitos MII analisados, foram observados 8 MII normais (53,3%) e 7 MIl anormais (46,7%)
(Tabela 3). Nao houve diferenca significativa nas proporcdes de anomalias meidticas entre 0s

grupos SOP e controle (57,1 e 46,7%, respectivamente) (Figura 2).

Calculo do tamanho amostral

O tamanho de amostras necessario para que a diferenca de 10,4% obtida entre as
proporcOes de anormalidades meioticas 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 hipdtese bicaudal, com um poder de 80% e um nivel de significancia

(B) de 5%, é de 322 para cada grupo.

Discussao

O presente estudo foi o primeiro na literatura que avaliou as proporcdes de
anomalias meioticas nos odcitos maturados in vitro provenientes de ciclos estimulados de

pacientes com SOP, comparando-as aos de mulheres com fatores tubario e/ou feminino de



infertilidade. Os dados preliminares do presente estudo ndo evidenciaram diferenca
significativa nas freqiéncias de anomalias meidticas entre estes dois grupos estudados.
Contudo, sugerem uma tendéncia a maior ocorréncia de anomalias meioticas nos odcitos de
mulheres com SOP, o que podera ser elucidado ampliando-se a presente casuistica. Se
confirmados, os referidos achados poderdo contribuir para a elucidacdo de um dos
mecanismos envolvidos na sugerida piora da qualidade oocitaria em portadoras desta afeccao,
guando submetidas a estimulacdo ovariana para a realizacdo de TRA de alta complexidade.
Um estudo publicado recentemente (19), utilizando analise comparativa da expressao génica
oocitaria (microarrays analysis), de portadoras de SOP e mulheres normo-ovulatorias,
evidenciou diferencas nos perfis de expressdo génica entre estes dois grupos avaliados. Estes
autores sugeriram que esta expressao génica alterada poderia culminar com defeitos na
meiose ou no desenvolvimento embrionario inicial, contribuindo com a menor competéncia
para 0 desenvolvimento, observada nos o6citos de mulheres com SOP. Se confirmada a
tendéncia observada no nosso estudo, de maior proporcao de anomalias meioticas nos o6citos
de mulheres com SOP, poderemos elaborar uma relagdo entre a expressao génica alterada,
descrita por Wood et al. (2007), e os potenciais danos meiéticos oocitarios em fuso celular
e/ou distribuigdo cromossdmica neste grupo.

A imensa escassez de odcitos humanos maduros disponiveis e passiveis de serem
doados para a realizacdo de pesquisas utilizando metodologias invasivas, que inviabilizam o
uso clinico do referido material, como é o caso da microscopia de imunofluorescéncia,
justificou a utilizacdo, no presente estudo, de odcitos imaturos, obtidos em ciclos estimulados
por gonadotrofinas para a realizagdo de ICSI, que atingissem a metafase Il apos a realizacéo
de maturacgdo in vitro. Todavia, as baixas proporc¢des de odcitos 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 obtencdo de oo6citos maturados in



vitro, justificando a pequena casuistica obtida apds dezessete meses de inclusdo de pacientes
elegiveis para participarem do presente estudo. Ndo encontramos na literatura estudos que
tenham utilizado o mesmo meio de cultivo usado no presente estudo. Contudo, Ebner et al.
(2006), avaliaram a maturacdo in vitro em meio de cultura BM1 (Biomedical Medium stage
one, NMS Biomedical, Praroman, Suica), com condi¢6es de cultivo similares as empregadas
no nosso estudo, de 75 odcitos em ciclos estimulados, demonstrando taxa de maturagédo de
44,7% (20), semelhante aquela observada em nosso grupo controle. E importante ressaltar que
a heterogeneidade nos resultados das taxas de maturacdo ndo depende unicamente de meio e
condicdes de cultivo utilizados, mas também, de diferencas intrinsicas entre odcitos captados
de foliculos de tamanhos diferentes, que podem variar a sua capacidade evolutiva devido ao
crescimento anormal ou incompleto (21).

Existem evidéncias na literatura que suportam que ndo sO a resisténcia insulinica
(22), mas também, a obesidade (23,24), quando presentes nas pacientes portadoras de SOP,
poderiam afetar a qualidade do odcito e, conseqlientemente, influenciar os resultados das
TRA, reduzindo as taxas de fertilizacdo e elevando os indices de abortamento (1,2). Todavia 0
hiperandrogenismo intra-ovariano, principal suspeito da captura e excesso foliculares (25),
caracteristicas da SOP, parece ser também decorrente da producdo androgénica pelas células
da teca por uma via independente de insulina (26). Ainda ndo existe uma hipo6tese formada de
como tais alteracGes enddcrinas e metabolicas poderiam interferirir no processo de maturacao
e qualidade oocitarias, mas um microambiente folicular composto por substdncias como
Hormonio Anti-Mulleriano (AMH), insulina, IGF-1, fatores de crescimento, citocinas,
agentes oxidantes entre outros, em quantidades sub ou supra-fisiologicas poderiam,
hipoteticamente, agir via interagdes foliculo-foliculo (25) e granulosa-odcito (27), afetando a

dindmica microtubular e o aparelho meidtico (28,29,30).



Sabe-se que o fuso celular oocitario é uma estrutura celular altamente dindmica e
extremamente sensivel a acdo de diversos fatores, como o envelhecimento, as mudancas
térmicas, o suporte insuficiente de oxigénio durante o tempo de cultura, a manipulagédo
oocitaria, a exposicdo ambiental a diversos agentes toxicos, entre outros (31,32,33,34). Tais
fatores podem afetar o fuso, causando uma despolimerizacéo da tubulina e o deslocamento de
cromossomos do equador metafasico, gerando anomalias meidticas. Alguns autores
evidenciaram que o tempo de cultivo apds a maturacdo nuclear estar completa poderia
promover o envelhecimento oocitario metafasico, que também seria um dos fatores
relacionado ao aumento da incidéncia de anormalidades meidticas (35), o que justificou a
realizacdo de uma curva-padrdo de MIV no sentido de estabelecermos o tempo médio de
cultivo nas condicdes e meio de cultura utilizados no presente estudo, no qual a maioria dos
odcitos atingiria a metafase Il. Desta forma, apenas 0s 00citos imaturos que atingiram a
metafase Il apés o tempo de cultivo pré-definido (19 +/- 1 hora e 4 +/- 0,5 hora,
respectivamente para odcitos em estdgio de vesicula germinativa e metafase 1) foram
utilizados e analisados no presente estudo.

Ressaltamos que os nossos dados evidenciaram um elevado percentual de anomalias
meidticas, caracterizadas por anormalidades do fuso e/ou distribui¢cdo cromossdémica oocitérias,
tanto no grupo controle (46,7%), como no grupo de estudo (57,1%). Nao dispomos de dados na
literatura avaliando a incidéncia de anomalias meidticas em odcitos humanos, maturados in
vitro, obtidos de ciclos estimulados com gonadotrofinas.

Alguns autores realizando andlise citogenética de oocitos em metéafase Il, nédo
fertilizados apos a realizagdo de fertilizagdo in vitro convencional (FIV), ndo observaram
diferenca entre a incidéncia de aneuploidias, diploidias e cromossomos prematuramente
condensados quando compararam pacientes com SOP (24,6 % de anormalidades) e com

infertilidade secundéaria a fator tubario (27% de anomalias cromossomicas) (4). Apesar da



incidéncia de anomalias cromossémicas oocitarias nas portadoras de SOP encontrada por
Sengoku e Tamate (1997) (24,6 %) ser inferior a observada no nosso estudo (57,1%),
ressaltamos que, tanto o material utilizado, quanto as metodologias empregadas foram distintas,
impossibilitando a adequada comparacdo dos dados obtidos. A nédo realizacdo da anélise do
fuso meidtico oocitario pode ter resultado na subestimativa da proporcdo de anomalias
meioticas, o que precisa ser avaliado melhor.

Encontramos um dnico estudo publicado avaliando a incidéncia de anomalias do fuso
meidtico e configuracdo cromossémica em o0citos humanos maturados in vitro, obtidos em
ciclos ndo estimulados com gonadotrofinas, evidenciando, respectivamente, 43,7% e 33,3%
de anormalidades (36). Todavia, estes odcitos analisados foram obtidos em ciclos néo
estimulados com gonadotrofinas. Como se postula um potencial papel deletério da
estimulacdo ovariana com gonadotrofinas, na dinamica do citoesqueleto e competéncia
oocitaria (37), é possivel que a incidéncia de anomalias meiéticas seja maior em o00citos
maturados in vitro em ciclos estimulados do que naqueles ndo estimulados, o que precisa ser
mais bem avaliado por meio de estudos utilizando metodologia pertinente. Este mesmo estudo
comparou a incidéncia de anormalidades meidticas entre os odcitos maturados in vitro,
oriundos de ciclos ndo estimulados, com os maturados in vivo, obtidos em ciclos estimulados,
objetivando determinar a possivel influéncia da MIV no fuso meidtico e distribuicdo
cromossOmica oocitaria de pacientes com SOP. Detectou-se uma proporcéo
significativamente maior de anomalias meioticas nos oocitos maturados in vitro, sugerindo
que a MIV tenha um efeito deletério sobre a organizacdo do fuso celular e o alinhamento
cromossémico oocitario. Desta forma, € provavel que a incidéncia de anomalias meiéticas
obtidas no presente estudo (57,1%), no qual analisamos o0citos maturados in vitro, obtidos de
ciclos estimulados com gonadotrofinas, seja superior tanto a observada nos o6citos maturados

in vitro, utilizados rotineiramente nas TRA, como a evidenciada em odcitos maturados in



vitro, porém provenientes de ciclos ndo estimulados (36). Todavia, como comparamos 00citos
de pacientes com SOP com os de pacientes com fator tubario e/ou masculino de infertilidade
(grupo controle), ambos maturados in vitro, e encontramos uma tendéncia a maior incidéncia
de anomalias meioticas nas portadoras de SOP, estes achados sugerem um possivel
comprometimento da qualidade oocitaria ralacionada a SOP, e ndo apenas a MIV, o que
devera ser mais bem analisado aumentando a presente casuistica. Neste sentido, o calculo do
nimero amostral necessario para suportar ou afastar a referida tendéncia a aumento da
freqiéncia de anomalias meidticas nos odcitos maturados in vitro, obtidos em ciclos
estimulados de portadoras de SOP, definido a partir da realizacdo do presente estudo piloto,
assume importancia no sentido de podermos elucidar esta importante questao.

Os dados do presente estudo piloto ndo evidenciaram diferenca significativa nas
frequiéncias de anomalias meidticas entre estes 0s odcitos maturados in vitro provenientes de
ciclos estimulados de pacientes com SOP, quando comparados aos de mulheres com fator
tubario e/ou masculino de infertilidade. Contudo, sugerem uma tendéncia a maior ocorréncia
de anomalias meidticas, caracterizadas por anormalidades do fuso e/ou distribuicdo
cromossémica oocitarias, nos oocitos de pacientes com SOP, o que poderéa ser elucidado
ampliando-se a presente casuistica. Se forem confirmados, estes achados podem apontar um
possivel papel destas anormalidades relacionadas a maturacdo nuclear oocitaria, nas
controversas menores taxas de fertilizacdo observadas em pacientes com SOP submetidas as
Técnicas de Reproducéo Assistida. Se ndo confirmados, sugerirdo o possivel envolvimento de
fatores relacionados a maturacao citoplasmatica em detrimento da nuclear na etiopatogénese

da piora da qualidade oocitaria em portadoras de SOP.
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Legendas de tabelas e ilustragdes
Tabela 1 - Caracterizacdo das pacientes, que apresentaram oocitos analisados, dos grupos de

estudo (SOP) e controle quanto a idade, indice de massa corporal e FSH basal.

Grupo SOP Grupo controle

Varidavel
NUmero de pacientes 8 12
Mediana da Idade (anos) 33 (28 a 37) 35 (24 a 38)
indice de Massa Corporal (Kg/m?)* 245+39 23,6 +3,1
54+£25 475+£2,0
FSH basal (mUl/ml)*

NOTA - * Valores expressos em média + Desvio-Padrao

SOP — Sindrome dos Ovérios Policisticos.

Tabela 2 — Taxa de maturagdo in vitro, segundo analise por microscopia optica, nos grupos

SOP e Controle.

Odcitos Grupo SOP Grupo Controle

Ndmero % NUmero %

Imaturos submetidos a MIV 34 100 56 100
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MII provenientes de MIV 17 50,0* 24 42,9*

NOTA: MII — Odcito em estdgio de metafase Il; MIV — Maturacdo In Vitro; SOP —

Sindrome dos Ovérios Policisticos (grupo de estudo).

*Valor de p = 0,522 (sem significancia estatistica)

Tabela 3 — Distribui¢do dos odcitos em metéfase 11 apds Maturacdo In Vitro entre portadoras

de SOP e controle quanto a normalidade meidtica.

Odcitos Grupo SOP Grupo Controle
NUmero % Ndmero %
MII analisaveis ap6s MIV 14 100 15 100
MII normais 6 42,9* 8 53,3*
MII anormais 8 57,1* 7 46,7*
NOTA: MIl — Od6cito em estagio de metafase II; MIV — Maturagdo In Vitro; SOP —

Sindrome dos Ovarios Policisticos (grupo de estudo). *Valor de p = 0,71 (sem significancia

estatistica)



Figura 1 — Fluxograma de pacientes participantes e do respectivo material utilizado no

projeto de pesquisa

74 pacientes
concordaram em

26 pacientes participar com a 48 pacientes
preencheram critérios | | @sinaradetermode ] | hreencheram critérios
para grupo SOP consentlmentp livre e para grupo controle
esclarecido
13 pacientes 21 pacientes
ndo captaram néo captaram
o6citos oocitos
imaturos imaturos
13 pacientes captaram 34 56 27 pacientes captaram
odcitos imaturos de | —{ odcitos o6citos |—  odcitos imaturos de
ciclos estimulados imaturos imaturos ciclos estimulados
4 pacientes 10 pacientes
ndo tiveram ndo tiveram
oocitos Ml oocitos Ml
apos M1V apos M1V
9 pacientes obtiveram 17 odcitos 24 odcitos 17 pacientes
o6citos em metéfase 11 MII pés MII pos obtiveram odcitos em
(M11) por MIV dos MIV MIV metéfase Il por MIV
oocitos captados (50%0) (42,9%) dos odcitos captados
1 paciente néo teve 5 pacientes ndo
oocitos Ml tiveram oécitos Ml
analisaveis por ] || analisaveis por
microscopia de microscopia de
imunofluorescéncia imunofluorescéncia
8 pacientes tiveram 14 o6citos 15 odcitos 12 pacientes tiveram
odcitos MII analisados | MII MII — | odcitos MII analisados
por microscopia de analisaveis analisaveis por microscopia de
imunofluorescéncia imunofluorescéncia




Figura 2 - Imagens representativas de fusos e cromossomos de odcitos de portadoras de SOP
e controle por microscopia de imunofluorescéncia. Fusos meidticos em metafase Il foram
corados por anticorpo anti-b-tubulina e cromossomos corados por Hoechst 33342. a e b)
Odcitos de pacientes controle com fusos meidticos normais e cromossomos alinhados na
placa metafasica do fuso; c) Odcito de paciente portadora de SOP com ruptura de fuso
meidtico e distribuicdo cromossémica anormal; d) Od6cito de paciente controle que sofreu

ativacdo partenogenética.




