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INFORMAQ@ES SOBRE O ARTIGO RESUMO

Historico do artigo: Objetivo: Comparar oito marcadores de estresse oxidativo (EO) no soro e no fluido folicular

Recebido em 2 de janeiro de 2015 (FF) de mulheres inférteis com e sem endometriose (E) submetidas a estimulacdo ovariana

Aceito em 20 de fevereiro de 2015 controlada (EOC) para injecao intracitoplasmaética de espermatozoide (ICSI).

On-line em 4 de junho de 2015 Material e métodos: Foram coletadas 87 amostras de soro (43 com E e 44 sem E — com fator
tubario e/ou masculino) e 61 amostras de FF (29 com E e 32 sem E) no dia da captagédo ooci-

Palavras-chave: taria. Hidroperéxidos totais (FOX;), malondialdeido (MDA), produtos avancados de oxidagdo

Endometriose proteica (AOPP), glutationa (GSH), superdxido dismutase (SOD) e capacidade antioxidante

Infertilidade total (CAT) foram determinados por espectrofotometria; vitamina E (Vit E) por cromatografia

Estresse oxidativo liquida de alta eficiéncia; e 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8 OHdG) por ELISA.

Soro Resultados: Foram observadas maiores concentragdes séricas de GSH (220,32 +43,2 nmol/g

Fluido folicular pt) e SOD (677,9+282,21 U/ml), menores concentracdes séricas da CAT (0,34+

8-hidroxi-2’-deoxiguanosina 0,17 mEq Trolox/L) e maiores concentragdes foliculares de 8 OHAG (23,19 + 6,8 ng/mL) e Vit E

(13,0 £ 5,33 pmol/L) em mulheres inférteis com E comparadas as sem E (193,92 + 43,25 nmol/g
pt, 563,04 +169,82 U/mL, 0,46 +0,15 mEq Trolox/L, 17,22 +5,6 ng/mL e 8,71+2,51 pmol/L,
respectivamente).
Conclusdes: Foievidenciado EO sistémico e folicular em pacientes inférteis com E submetidas
aEOC para ICSI. Sugerimos que o EO possa estar envolvido na etiopatogénese da infertilidade
relacionada a doenca
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Systemic and follicular oxidative stress in infertile women
with endometriosis undergoing intracytoplasmic sperm injection

ABSTRACT

Objectives: The aim of the study was to compare eight oxidative stress (OS) markers in serum
and follicular fluid (FF) of infertile women with and without endometriosis (E) undergoing
controlled ovarian stimulation (COS) for intracytoplasmic sperm injection (ICSI).

Material and methods: Eight-seven serum samples (43 with E and 44 without E - with male
or tubal factor) and 61 FF samples (29 with E and 32 without E) were collected in the day
of oocyte retrieval. Total hydroperoxides (FOX;), malondialdehyde (MDA), advanced oxida-
tion protein products (AOPP), glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD) and the total
antioxidant capacity (TAC) were determined by spectrophotometry, vitamin E (Vit E) by high
performance liquid chromatography, and 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8 OHdG) by ELISA.
Results: We observed higher serum concentrations of GSH (220.32 +43.2 nmol/g pt) and SOD
(677.9+282.21 U/mL), lower serum concentrations of TAC (0.34+0.17 mEq Trolox/L), and
higher follicular concentrations of 8 OHdG (23.19 + 6.8 ng/mL) and Vit E (13.0 +5.33 pmol/L)
in infertile women with E compared to those without E (193.92+43.25 nmol/g pt,
563.04 +169.82 U/mL, 0.46 + 0.15 mEq Trolox/L, 17.22 £ 5.6 ng/mL and 8.71 + 2.51 pmol/L, res-
pectively).

Conclusions: We evidenced the occurrence of systemic and follicular OS in infertile patients
with E undergoing COS for ICSI. We suggest that the OS may be involved in the etiopatho-

genesis of infertility-related disease
© 2015 Sociedade Brasileira de Reprodug¢ao Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.

All rights reserved.

Introducao

A endometriose é uma doenca ginecolégica altamente pre-
valente entre mulheres em idade reprodutiva,’ caracterizada
pela presenca de implantes endometriais (glandulas e/ou
estroma) ectdpicos.” Frequentemente associada a infertili-
dade, acomete de 25 a 40% das mulheres inférteis e estima-se
que 30 a 50% das mulheres com endometriose apresentam
infertilidade.? Entretanto, os mecanismos envolvidos na etio-
patogénese da infertilidade relacionada a endometriose sdo
pouco conhecidos, de modo que seu melhor entendimento
permitiria o delineamento de estudos de intervencao espe-
cificos para promover a melhoria da fertilidade natural dessas
mulheres.

O estresse oxidativo (EO) tem sido associado a diver-
sas doencas reprodutivas e tem se questionado seu papel
na etiopatogénese da endometriose.*® Sua ocorréncia estd,
possivelmente, associada a uma resposta inflamatéria aos
implantes endometriais ectépicos.” Em mulheres com a
doenca, uma tendéncia a maior producdo de agentes pré-
-oxidantes, associada a uma potencial alteracdo da sua
capacidade antioxidante, poderia promover a perda do equi-
librio redox do trato reprodutivo e induzir a ocorréncia do
EO,>*>8 que, por sua vez, poderia estar envolvido também
no comprometimento da fertilidade.®® Estudos evidenciam
que o EO, por meio de diferentes mecanismos, pode causar
anomalias meidticas e instabilidade cromossémica, além de
aumentar apoptose e causar prejuizos no desenvolvimento
embriondrio pré-implanta¢do.''? O microambiente folicular
tem um papel critico na qualidade oocitaria, fertilizacdo e

no desenvolvimento embrionario.'® A ocorréncia de EO nesse
microambiente pode ter impacto na foliculogénese ovariana'*
e promover comprometimento da qualidade oocitaria.>®
Até o presente, poucos estudos investigaram a presenca
de EO no FF de mulheres inférteis com endometriose.'*'6
O estudo com maior casuistica ndo avaliou concomitante-
mente a presenca de EO sistémico.>'> Em recente estudo de
nosso grupo, foi evidenciado um efeito deletério do fluido foli-
cular (FF) de mulheres inférteis com endometriose leve sobre
o fuso e distribui¢do cromossémica de odcitos bovinos matu-
rados in vitro, o que indica a presenca de fatores nocivos a
qualidade oocitaria no FF de mulheres com a doenca e ques-
tiona o papel do EO na pioria da qualidade gamética.”” Dessa
forma, questionamos a ocorréncia de EO no microambiente
folicular de pacientes inférteis com a doenga, que poderia
afetar a qualidade oocitaria e, consequentemente, compro-
meter a fertilidade natural dessas pacientes, de modo que sua
identificacdo poderia ajudar na elucidacdo de mecanismos da
infertilidade relacionada a endometriose. Também questiona-
mos a ocorréncia de EO sistémico no dia da captacdo oocitaria
de pacientes submetidas a estimulacdo ovariana controlada
(EOC) para a feitura de ICSI, uma vez que sua presenca em
mulheres com endometriose poderia nao estar restrita a cavi-
dade pélvica e atingir também a circulacéo sistémica.'®?
Apesar de existirem evidéncias que sugerem presenca
de EO nos sitios dos implantes pélvicos endometriais,®
dispomos de dados inconclusivos acerca do balanco
oxidante-antioxidante em portadoras de endometriose e
nao encontramos estudos que avaliassem conjuntamente
diferentes marcadores pré e antioxidantes no soro e FF de
mulheres com infertilidade relacionada a endometriose, cuja
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analise conjunta permitiria um melhor entendimento desse
complexo processo. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
comparar oito marcadores de estresse oxidativo no soro e no
fluido folicular (FF) de mulheres inférteis com e sem endome-
triose (E) submetidas a estimulagdo ovariana controlada (EOC)
para injecdo intracitoplasmaética de espermatozoide (ICSI).

Material e métodos
Desenho do estudo

Fez-se um estudo observacional prospectivo junto ao Setor de
Reproduc¢do Humana do Departamento de Ginecologia e Obs-
tetricia da FMRP-USP e Laboratério de Nutrigdo e Metabolismo,
Departamento de Clinica Médica da FMRP-USP. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP),
Universidade de Sao Paulo (USP), processo HCRP 10187/2007.
As pacientes que preencheram os critérios de inclusao e mani-
festaram o desejo de participar do projeto e concordaram
em ceder amostras de fluido folicular assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido previamente a inclusdo no
estudo.

Critérios de elegibilidade

No grupo endometriose, foram incluidas pacientes com
infertilidade associada exclusivamente a endometriose diag-
nosticada e classificada por videolaparoscopia segundo os
critérios da American Society for Reproductive Medicine,?°
com exclusdo de fator masculino ou canalicular de inferti-
lidade. No grupo controle, foram incluidas pacientes apenas
com infertilidade por fator masculino e/ou tubdrio. Todas
as pacientes do grupo controle foram submetidas a video-
laparoscopia diagnéstica como procedimento de rotina para
investigacdo da infertilidade conjugal e foi descartada a
presenca de endometriose e outras doencas pélvicas, como
DIP em atividade.

Foram critérios de nao elegibilidade para os dois grupos
idade maior que 38 anos: indice de massa corporal (IMC) > 30
Kg/m?, nivel sérico de horménio foliculo estimulante (FSH) no
terceiro dia do ciclo menstrual natural >10mUI/ml, presenca
de sindrome dos ovérios policisticos e outras etiologias de
anovulacdo cronica, hidrossalpinge e doencas cronicas como
diabetes mellitus ou outras endocrinopatias, doenca cardio-
vascular, dislipidemia, lipus eritematoso sistémico e outras
doengas reumatolégicas, infeccdo pelo virus HIV, qualquer
infeccdo ativa, tabagismo, uso de medica¢des hormonais e de
anti-inflamatérios hormonais e ndo hormonais e suplementos
vitaminicos nos seis meses anteriores a inclusao no estudo (os
quais poderiam ser vieses do estudo, j& que estdo relacionados
a producdo de espécies reativas e estresse oxidativo).

Protocolo de estimulagdo

Com o objetivo de sincronizar e programar o inicio do ciclo
de estimulacdo ovariana controlada usou-se a programacao
da menstruacgdo, que consiste em se administrar diariamente
anticoncepcionais orais combinados, iniciados no periodo

menstrual do ciclo precedente até cinco dias antes do pre-
visto para o inicio da estimulacdo ovariana, e suspender sua
administracdo de tal forma que oinicio do sangramento mens-
trual coincida com a ultrassonografia transvaginal (USTV)
basal para se observar o padrao endometrial e afastar a
presenca de cistos ovarianos que pudessem interferir na res-
posta a administracdo das gonadotrofinas exdgenas e na
monitoracdo ultrassonografica do crescimento folicular.

O bloqueio hipofisédrio com anélogo do horménio libera-
dor de gonadotrofinas (GnRHa) foi iniciado 10 dias antes do
dia da USTV basal (protocolo longo), no periodo vespertino,
por meio da administragéo de acetato de leuprolide (Lupron®,
Abott, Brasil; Reliser®, Serono, Brasil) na dose de 0,5 mg/dia
(10 UI), por via subcutinea, mantida durante todo o periodo
de estimulacgdo ovariana controlada até o dia da administracdo
da gonadotrofina coridénica humana (hCG) (Ovidrel®, Serono,
Brasil).

A hiperestimulacdo ovariana controlada foi iniciada entre
o segundo e o quarto dia do ciclo menstrual. As pacientes
receberam 150 a 300 UI por dia de FSH recombinante (FSHr)
(Gonal-F®, Serono, Brasil; Puregon®, Organon, Brasil), via intra-
muscular, nos primeiros seis dias da inducdo. A partir do
sétimo dia da inducgdo da ovulacdo, a dose foi ajustada de
acordo com o crescimento folicular e a espessura endometrial,
monitorados com USTV diariamente ou em dias alternados.

Na presenca de, pelo menos, dois foliculos com 18 mm de
didmetro médio, foram administrados 250 ng de hCG recom-
binante (Ovidrel®, Serono, Brasil) &s 22:00. A captacdo dos
odcitos foi feita 34 a 36 h ap6s a administracao do hCG recom-
binante.

Captagdo oocitdria e desnudamento oocitdrio

A captacdo dos odcitos foi feita mediante prévia anestesia
geral endovenosa com propofol (Diprivan®, Astra-Zeneca, Bra-
sil), associado ao citrato de fentanil (Fentanil®, Janssen-Cilag,
Brasil). A aspiracdo dos foliculos por via endovaginal gui-
ada por transdutor ultrassonografico transvaginal foi feita
com uma agulha de limen simples padrdo, (Laboratério
CCD, Franga), com pressdo aspirativa artificial constante de
100 mmHg, por meio de bomba de sucg¢do com controle eletro-
nico (Craft® Suction Pump, Rocket Medical, Inglaterra). Cada
foliculo, cujo FF foi usado neste estudo (critérios descritos a
seguir), foi aspirado individualmente em tubos previamente
aquecidos a 37° C. Nao continham meio de cultivo. O respec-
tivo COC foi identificado e transferido para a placa com os
demais complexos aspirados. Os demais foliculos foram aspi-
rados em pool, em tubos de ensaio, previamente aquecidos a
37°C, com 1 ml de meio de cultivo HTF-HEPES.

Para a identificacdo e o isolamento dos COC, o material
aspirado foi transferido para placas de Petri com 10cm de
didmetro, previamente aquecidas em platina térmica a 37 °C.
Nao continham meio de cultivo. Depois de identificados, os
COC foram lavados cuidadosamente em meio de cultura HTF-
-HEPES (HTF, Irvine Scientific), para a remocao de sangue e
debris. A seguir foram colocados em pool em placas NUNC
(Multidish 4 wells Nuclon, Delta SI), preenchidas com o meio
de cultura HTF e cobertas com 6leo mineral, e levados a incu-
badora em mistura gasosa de CO; a 5%, sob condi¢bes ideais
de temperatura (37 °C) e umidade (95%) por trés a quatro horas.
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Ap6s esse periodo, os COC foram colocados em microgotas de
25 pL de hialuronidase (H4272 tipo IV-S, Sigma), na diluicdo
de 80 Ul/mL de HTEF/HEPES (Irvine Scientific), por no maximo
30 segundos, e, entdo, lavados duas ou trés vezes com o meio
HTF modificado (HTF/HEPES, Irvine Scientific), suplementado
com soro sintético substituto (SSS) a 10%. A remogao mecéanica
dos restos celulares foi feita com o auxilio de uma pipeta de
desnudacao (stripper pipette 130 um denuding pipette, Cook,
Melbourne, Australia).

Apbés o desnudamento oocitdrio (remocdo do cumulus
oophorus), identificamos o grau de maturidade dos odcitos, sob
visualizacdo ao estereomicroscépio invertido. Os oécitos ima-
turos (em estagio de vesicula germinativa ou metafase I) foram
descartados e os odcitos maduros (caracterizados morfologi-
camente pela presenca de um corpusculo polar extruso) foram
injetados como descrito a seguir.

Injecdio intracitoplasmadtica de espermatozoide,, taxas de
fertilizagdo, implantagdo, gestagdo clinica e nascido vivo

Os o6citos maduros, caracterizados pela extrusdo do CP, foram
submetidos a ICSI trés a quatro horas apds a captacio oocita-
ria e, ap6s injetados, foram cultivados em gotas separadas.
Cerca de 16 a 18 horas apds a ICSI foi avaliada a fertilizacao,
caracterizada pela presenca de dois pré-nucleos e dois corpus-
culos polares (a taxa de fertiliza¢do corresponde ao nimero
de odcitos fertilizados, divididos pelo nimero de oécitos inje-
tados X 100). Cerca de 43 a 45 horas apés a ICSI (segundo
dia de desenvolvimento embriondrio - D2) foi avaliada a
qualidade embriondria (Quanto ao numero e a simetria de
blastdomeros, percentagem de fragmentacdo e presenca ou
nao de multinucleac¢do). Para os casos em que a transferén-
cia embriondria ndo ocorreu no D2, cerca de 67 a 69 horas
ap6s a ICSI (D3) foi feita novamente a andlise da qualidade
embrionaria.

Foram considerados como embrides de boa qualidade em
D2 os que apresentaram quatro blastdmeros, simétricos, sem
fragmentacgdo e sem multinucleacdo (21). Foram considerados
de boa qualidade no D3 os embrides com oito blastomeros
simétricos, sem fragmentacéo e sem multinucleagéo.?!

Fez-se a transferéncia embrionaria em D2 ou D3, de acordo
com a individualizacdo de cada caso. Avaliou-se a taxa de taxa
de gravidez clinica por ciclo com transferéncia, caracterizada
pelo nimero de pacientes com embrido com batimento car-
diaco visualizado ao USTV feito quatro a cinco semanas apés
a transferéncia embrionaria dividido pelo ntimero de ciclos
com transferéncia embriondria X 100. Calcularam-se também
as taxas de nascidos vivos por ciclos com transferéncia embri-
ondria (nimero de ciclos com nascidos vivos dividido pelo
numero de ciclos com transferéncia embrionaria X 100) nos
dois grupos.

Foram avaliados também idade, peso, estatura, IMC,
valor do FSH basal no 3° dia do ciclo natural, quantidade
total de FSH usado para estimulacdo ovariana, nimero de
dias de estimulacdo ovariana, espessura endometrial no
dia da transferéncia embriondria, nimero total de odcitos
captados e maduros (com extrusdo do primeiro CP), total
de embrides de boa qualidade, de embrides formados e de
embrides transferidos.

Coleta e processamento das amostras

Sangue
Para a coleta sanguinea foram usados tubos estéreis, a vicuo,
com &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), para coleta de
5mL de sangue venoso das pacientes no dia da captacdo ooci-
taria.

As amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minu-
tos e o soro foi armazenado a-80°C, dividido em quatro
aliquotas, para posterior andlise.

Fluido folicular

Aspirou-se apenas todo o contetido do primeiro foliculo do
primeiro ovario puncionado, com didmetro médio > 15mm
(pela chance elevada de conter um odcito maduro), em um
tubo previamente aquecido a 37°C. Apenas os FF livres de
contaminagdo sanguinea a inspegéo visual®” e que apresen-
taram células da granulosa (CG) ou células da granulosa e um
oécito maduro captado foram considerados adequados para
andlise. Cada amostra de FF adequado foi centrifugada a 300 g
por sete minutos, para remover os componentes celulares e
estocada a-80°C, aliquotada em dois ou trés criotubos, para
posterior andlise.

As amostras de sangue e FF armazenadas foram, pos-
teriormente, enviadas para o Laboratério de Nutricdo da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde foram
dosados os marcadores de estresse oxidativo descritos a
seguir. Todas as dosagens foram feitas em duplicata, no
mesmo momento, pelo mesmo técnico, com experiéncia
comprovada nas metodologias empregadas. O responsavel
técnico pelas dosagens ndo teve acesso aos dados clinicos
das pacientes e ndo conhecia o grupo ao qual perten-
ciam.

Mensuracdo dos marcadores de estresse oxidativo

Hidroperdxidos totais Injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide

A concentracdo total de peréxidos foi determinada pelo
método hidroperéxidos totais (FOX;).> O sistema de teste
FOX; é baseado na oxidacdo do Fe*? (ion ferroso) a Fe*? (ion
férrico) por varios tipos de peréxidos contidos nas amostras
analisadas. Na presenca de xylenol orange forma-se um com-
plexo colorido (xylenol orange-férrico) de cor azul purpura,
cuja absorbancia pode ser medida.”* Nesse método usa-se
uma substancia preparada no dia da leitura (o reagente FOXj).
A solucdo 1 é preparada com 7,6mg de xylenol orange e
88mg de BHT (butil-hidroxitolueno) em 90mL de metanol.
A solucdo 2 é preparada com 9,8mg de sulfato ferroso em
10mL de 4cido sulfarico 250 mM (0,13 mL de acido sulftrico
em 10mL de 4gua). As duas solugdes devem ser misturadas
em concentracdo 9:1 somente no dia da leitura. Para a ana-
lise sdo necessarios 100 pL de soro ou fluido, 100 pL de dgua
(para o branco) e 1 mL da solugdo, que reagem por 30 minutos
ao abrigo da luz a temperatura ambiente. Apds esse periodo,
centrifuga-se por cinco minutos a 3.500 rpm e a absorbancia do
sobrenadante é medida em 560 nm. A curva foi feita com H,O,
em concentracdes de 10 a 200 uM. O resultado foi expresso em
pmol/g proteina.
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Glutationa — concentragdo total de grupos tiéis ou sulfidrilas

A glutationa (GSH) do soro e FF foi medida por um método
descrito originalmente por ELLMAN?> e modificado por HU,?°
no qual os grupos tidis interagem com o &cido ditionitroben-
zoico (DTNB) e formam um anion altamente colorido com um
pico méximo a 412 nm (e412 =13,600 M~1cm~1). Nesse ensaio,
uma aliquota de 25 pL de soro ou fluido é misturada a 1mL
de tris-EDTA buffer (25 nmol/L Tris-base, 20 mmol/L EDTA, pH
8,2) e a leitura da absorbéncia é feita em um comprimento de
onda de 412nm. Apoés essa leitura, uma aliquota de 25 pL de
solucdo estoque de DTNB (10 nmol/L em etanol absoluto) é
adicionada a solugdo, que é mantida a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Apds esse periodo, nova leitura é feita
com o uso como branco do DTNB.?* A concentracéo de grupos
sulfidril foi calculada com a glutationa reduzida e o resultado
foi expresso em nmol/g proteina.

Vitamina E

A determinacdo da concentracdo de vitamina E (Vit E) (a-
-tocoferol) no soro e no FF foi feita segundo o método descrito
por Arnaud et al.,”’ como detalhado a seguir. Uma amostra
de 0,5mL de soro ou FF foi homogeneizada em 2mL de eta-
nol. Em seguida foi colocada em 1mL de n-hexano e agitada
por dois minutos. Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante (n-
-hexano) foi pipetada, cuidadosamente, em tubo de ensaio
seco em nitrogénio, ressuspensa em 0,5mL de fase mével,
composta por acetonitrila/diclorometanol/metanol (70:10:20,
v/v/v) e filtrada. Uma quantidade de 100 pL foi injetada na
HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) e a leitura
efetuada como descrito a seguir. Para a determinacdo das
concentracbes da Vit E foi usado um HPLC modelo Shi-
madzu LC-94, com uma coluna tipo C-18 (Simpack CLC-ODS
4,6 x 25cm), uma pré-coluna de 4mm x 1cm, com fluxo de
2mL/min. A leitura foi feita por espectrofotometria com um
detector UV/Vis a 292nm. O equipamento foi calibrado com
solucdes padroes de a-tocoferol (SIGMA), nas concentragcoes
de 10, 20 e 200 pmol/L. Antes de cada leitura foi injetada uma
solucdo padrao de a-tocoferol na concentracao de 20 pmol/L.
O equipamento foi programado para que os resultados fossem
expressos em pmol/L para o soro e FE.

Superdxido dismutase

A superdxido dismutase (SOD) foi avaliada de acordo com
o protocolo do Kit Frutosamina da Labtest Diagndstica S.A.
modificado. Para a dosagem com inibicdo foram preparados
dois tubos eppendorfs. No primeiro tubo foram colocados 50 p.l
de fluido ou soro, 50 pl de HCL a 2N e incubado por dois minu-
tos & temperatura de 37 °C. Em seguida adicionaram-se 100 .l
de NaOH 1 M. No segundo tubo, foram colocados 500 pl de rea-
gente do kit e incubado por dois minutos a temperatura de
37 °C. Depois foram adicionados 100 pl da solugdo do primeiro
tubo e incubada por 10 minutos a temperatura de 37°. Os dois
tubos foram lidos separadamente em 530 nm, o segundo cinco
minutos depois do primeiro. Para a dosagem sem inibigdo foi
feito um tubo eppendorf onde foram colocados 500 .l de rea-
gente do kit e incubado por dois minutos a temperatura de
37C. Logo em seguida foram adicionados 25ulda amostra,
mais 25 plde HCL a 2N e 50l de NaOH a 1M. Essa mistura
foi homogeneizada e incubada a temperatura de 37 °C por dez
minutos e foi feita a leitura.

Os célculos foram: sem inibi¢do = A2-A1 (S); com inibicdo =
A2-A1 (C); %inibi¢do=(CX100)/S; U/mL=(%inibi¢doX500)/
(%inibi¢do do padrao).

Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total (CAT) do soro e fluido folicular
foi medida por um método baseado na 2, 2-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato (ABTS).?*?® Nesse ensaio, ATBS
é incubada com potassio persulfato para produzir a oxidacdo
do ATBS. Em resumo, uma amostra de 10mg de ATBS é dis-
solvida em 10 mL de uma solug¢do aquosa com 2,5 mmol/L de
persulfato de potéssio. Essa solucdo é deixada no escuro em
temperatura ambiente, de uma a quatro horas, antes de ser
usada. Para o estudo das amostras, a solucdo de estoque ATBS
oxidada é diluida em agua deionizada em absorvéancia de 0,70
a 734 m. Cerca de 10 minutos apés a adicdo de 1mL de ABTS
oxidado diluido em 10 pL de soro ou fluido folicular é feita a
leitura da absorvéncia. A CAT foi calculada com Trolox® (OXIS
International Inc., USA) como padrao e o resultado foi expresso
em mEq Trolox®/L.

Malondialdeido

Cerca de 1mL de cada amostra foi misturado com 2ml de
TCA-TBA-HCL (15% de acido tricloracético, 0,375% de &cido
tiobarbitirico e 0,25N de &cido cloridrico) e aquecido em
banho-maria por 15 minutos. Apés resfriamento, o precipi-
tado foi centrifugado em 1.000 g por 10 minutos. A absorbancia
do produto foi medida em espectrofotdmetro (Spectronic 601-
Milto Roy) com comprimento de onda de 535nm. O calculo
da concentracdo das substancias reativas ao acido tiobar-
bittrico (TBARS) foi feito considerando-se o coeficiente de
absortividade molar do produto (E535=1,56 x 10> M~ cm™1).
Os resultados foram expressos em nmol de malondialdeido
(MDA)/litro. Uma curva padrao foi feita, com o uso de
uma solucdo estoque de malondialdeido a 10 mM, preparada
a partir do tetrametoxipropano (SIGMA). As concentra¢oes
encontradas nas amostras apresentaram-se dentro dessa
curva e mostraram uma boa linearidade com o padrao. O resul-
tado foi expresso em nmol MDA/g proteina.

Produtos avancados de oxidagdo proteica

Os produtos de oxidagdo proteica presentes no soro (AOPPs)
e FF foram determinados pelo método descrito por Witko-
-Sarsat et al.,”® conforme sumarizado a seguir. Uma amostra
de 40 pL de soro ou FF foi misturada a 160 pL de PBS (tampao
fosfato salino) e 20 uL de acido acético glacial (ultrapuro). A
leitura da absorbéancia foi feita com comprimento de onda de
340nm. A curva para essa leitura foi feita com o uso de clora-
mina T (curva de 10 a 100mM) e iodeto de potéssio (1,16 M).
Misturaram-se 200 pL dos padroes a 10 pL de iodeto de potas-
sio e 20pL de 4cido acético e a placa foi agitada por seis
minutos antes da leitura. O resultado final foi expresso em
pmol/L.

Oito-hydroxy-2’-deoxyguanosina

A determinacdo e a quantificacdo da oito-hydroxy-2’-
-deoxyguanosina (8 OHdG) foi feita pelo método de ELISA
(Stressgen® DNA Damage ELISA Kit, Ann Arbor, MI), de
acordo com as recomendacdes do fabricante, sumarizadas
a seguir. Previamente a deteccdo, as amostras de soro ou
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fluido sdo diluidas em um diluente especifico do Kit em
concentracdo 1:20 (v/v). Durante a preparacdo dos reagentes,
a amostra diluida permanece em temperatura ambiente. A
curva de calibracdo é feita com padrédo conhecido de 8 OHdG
nas concentracdes de 0,94ng/mL a 10ng/mL. Para o pro-
cedimento, em uma placa previamente sensibilizada com
anticorpos anti-80HdG, adicionam-se 50 pL das amostras e
dos padrdes em cada pogo, faz-se uma primeira lavagem da
placa e a seguir adicionam-se 50 uL de anticorpo anti-80HdG
previamente diluidoem cada poco, exceto no branco. Apés
incubacdo a temperatura ambiente por uma hora, fazem-
-se seis lavagens da placa com solucdo tampao. Adicionam-se
100 nLdo conjugado HRP - anti-IgG de camundongo a cada
poco, exceto no branco, e incuba-se por mais uma hora a
temperatura ambiente. Ap6s mais uma lavagem, adicionam-
-se 100 pL do substrato TMB em cada poco, incuba-se por
10 minutos no escuro e adicionam-se 100 pLda solucao de
parada. A cor obtida é estdvel por 30 minutos e a absorbancia
é medida em 450nm. A intensidade da cor amarela é inver-
samente proporcional a concentracdo de 8 OHdG expressa em
ng/mkL.

Determinagdo de proteinas totais (hidroperéxidos totais,
malondialdeido e glutationa sdo expressos por g proteina)

As determinacdes de proteinas nas amostras de soro e FF
foram feitas pelo kit Proteinas Totais Labtest®. O principio
dessa metodologia esta nareagdo entre o ion cobre doreagente
biureto, que reage em contato com as ligacdes peptidicas da
proteina e produz uma cor purpura, que deve ser lida a 540 nm
no espectrofotémetro.

Andlise estatistica. Para as comparacdes dos marcadoresde
EO entre os grupos, foi aplicado o modelo de regressao linear
com efeitos mistos (efeitos aleatérios e fixos) e o pds-teste por
contrastes ortogonais.

Para comparacdo das varidveis idade, peso, estatura, IMC,
FSH basal, total de FSH usado, nimero de dias de inducéo,
endométrio e numero de oécitos captados entre os grupos foi
aplicado o teste t. As varidveis nimero de odcitos maduros,
taxa de fertilizacdo, nimero de embrides de boa qualidade,
total de embrides formados, nimero de embrides transferidos
e taxa de implantagdo foram comparadas entre os grupos com
o teste de Mann-Whitney. O teste exato de Fisher foi usado
para associar a gestacdo clinica e os nascidos vivos entre os
grupos.

Para essas anélises foi usado o programa estatistico SAS®
9.0.

Foi considerado o nivel de significancia de 5% (p <0,05).

Resultados
Fluxograma

De outubro de 2009 a outubro de 2010, 275 pacientes parti-
ciparam do Programa de Reproducao Assistida do Hospital
Universitario da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto e
foram submetidas a estimulacdo ovariana para ICSI. Dessas,
124 ndo foram elegiveis para o estudo. As 151 pacientes ele-
giveis (76 do grupo sem endometriose e 75 do grupo com

endometriose) foram entrevistadas e, dessas, 19 ndo aceita-
ram participar do estudo. Assim, 132 pacientes assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (65 do grupo sem
endometriose e 67 do grupo com endometriose) e iniciaram
o ciclo de EOC para ICSI. Trinta e trés pacientes ndo tiveram
captacdo oocitaria, 25 em virtude de ciclo suspenso por ma
resposta (11 do grupo sem endometriose e 15 do grupo com
endometriose), quatro em virtude de falta de condicoes econd-
micas para continuar o tratamento (duas em cada grupo) e
quatro pelo uso incorreto de medicacao (duas em cada grupo).
Noventa e nove pacientes (50 do grupo sem endometriose e
49 do grupo com endometriose) foram submetidas a captacdo
de odcitos. Foram obtidas amostras de sangue das 50 paci-
entes sem endometriose e das 49 com endometriose. Foram
obtidas amostras de FF de todas as pacientes. Todavia, ape-
nas 32 amostras de FF de pacientes sem endometriose e 35 de
pacientes com endometriose foram elegiveis para o estudo.
Oitenta e sete amostras de soro (43 com E e 44 sem E) e 61
amostras de FF (29 com E e 32 sem E) tiveram dados analisados
no presente estudo (fig. 1). As demais estavam inadequadas
para dosagens.

Varidveis clinicas, resposta a estimulagdo ovariana e
resultados de injecdo intracitoplasmadtica de
espermatozoide, em pacientes inférteis com e sem
endometriose

Nao observamos diferenca significativa entre os grupos avali-
ados com relacdo a idade, peso, estatura, IMC, FSH basal, dose
total de FSH usada, dias de estimulacdo ovariana, espessura
endometrial no dia da transferéncia embrionaria, namero de
odcitos captados e maduros, nimero de embrides de boa qua-
lidade, total de embrides formados e nimero de embrides
transferidos (tabela 1). Também néo se evidenciou diferenca
entre as taxas de fertilizacdo, gestagdo clinica e nascidos vivos
entre os grupos (tabela 1).

Marcadores de estresse oxidativo no soro e fluido folicular
de pacientes inférteis com e sem endometriose submetidas
a estimulagdo ovariana controlada para injegdo
intracitoplasmadtica de espermatozoide, no dia da captacdo
oocitdria

No soro, o grupo com endometriose apresentou maiores
concentragées de GSH (220,32+43,2 nmol/g pt; p=0,03)
e SOD (677,94+£282,21 U/mL; p=0,02) e menores niveis
de CAT (0,34+0,17 mEq Trolox/L; p<0,01) comparado ao
sem endometriose (193,92 +43,25 nmol/g pt, 563,04 + 169,82
U/mL, 0,46 £ 0,15 mEq Trolox/L, respectivamente). Além disso,
foi observada uma tendéncia a maiores concentragdes de
FOX; no grupo endometriose (8,30 +1,6 pmol/g pt) compa-
rado ao sem endometriose (7,69+1,71pmol/g pt; p=0,05;
tabela 2).

No fluido folicular, o grupo com endometriose apresentou
maiores concentra¢des de 8 OHAG (23,19 + 6,8 ng/mL; p <0,01)
e Vit E (13,1+5,33 pmol/L; p=0,03) comparado ao grupo sem
endometriose (17,22 +£5,6 ng/mL e 8,71+2,51 pmol/L, respec-
tivamente; tabela 2).
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Tabela 1 - Varidveis clinicas, resposta a estimulacdo ovariana e resultados de ICSI em pacientes inférteis com e sem

Figura 1 - Fluxograma do estudo.

endometriose submetidas a estimulag¢io ovariana controlada

Variavel Com endometriose DP Sem endometriose DP p
n=43 n=45

Idade 32,91 3,33 33,04 4,49 0,87
Peso 62,01 9,76 63,64 11,26 0,53
Estatura 1,62 0,07 1,62 0,07 0,92
IMC 23,75 3,18 24,11 3,51 0,66
FSH basal 5,83 2,71 5,41 1,92 0,41
Total de FSH usado 2.070,51 714,85 2.092,21 838,73 0,90
Numero de dias de inducdo 8,98 1,75 8,53 1,98 0,28
Endométrio (mm) 10,53 1,67 10,73 2,57 0,67
Numero de odcitos captados 7,53 5,28 5,82 3,6 0,08
Numero de obcitos maduros 5,52 3,58 4,44 3,08 0,13
Taxa de fertilizacdo (%) 74,49 24,32 80,9 23,08 0,15
Numero de embrides boa qualidade 1,71 1,03 1,57 1,05 0,75
Numero total de embrides formados 2,64 1,23 2,38 1,09 0,39
Numero de embrides transferidos 1,88 0,63 1,89 0,75 0,99
Taxa de gestacdo clinica (%)* 18/40 (45%) 13/42 (30,95%) 0,26
Taxa de nascidos vivos* 11/40(27,5%) 13/42 (30,95%) 0,81

Nota: Dados apresentados como média + desvio padrao (DP). Taxa de fertilizacdo: nimero de odcitos fertilizados dividido pelo nimero de
odcitos injetados X 100; taxa de gestacdo clinica por transferéncia embriondria: nimero de ciclos com presenca de pelo menos um embrido
com batimento cardiaco visivel ao US feito quatro a cinco semanas ap6s a transferéncia embriondria dividido pelo nimero de ciclos com
transferéncia embriondria X100; taxa de nascidos vivos por ciclos com transferéncia embrionéria: nimero de ciclos com nascidos vivos dividido
pelo numero de ciclos com transferéncia embrionaria X 100. Dados analisados pelo teste t ou teste de Mann-Whitney. *Dados analisados pelo
teste exato de Fisher. Nivel de significancia de 5% (p <0,05).
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Tabela 2 —- Marcadores de estresse oxidativo no soro e fluido folicular de mulheres inférteis com e sem endometriose

submetidas a estimulagdo ovariana controlada com gonadotrofinas no dia da captacgdo oocitaria

Marcador Com endometriose DP Sem endometriose DP p

Soro
FOX; 8,30 1,6 7,69 1,71 0,05
MDA 18,55 12,66 17,97 11,25 0,75
AOPP 133,50 72,68 121,69 66,24 0,50
80HdG 17,00 4,62 18,98 6,74 0,14
GSH 220,32 43,2 193,92 43,25 0,03
Vit E 23,77 6,93 21,18 7,01 0,06
SOD 677,90 282,21 563,04 169,82 0,02
CAT 0,34 0,17 0,46 0,15 <0,01

FF
FOX, 5,72 1,11 5,85 0,74 0,71
MDA 20,44 4,86 20,64 4,81 0,93
AOPP 97,19 47,04 104,61 39,43 0,35
8OHAG 23,19 6,8 17,22 5,6 <0,01
GSH 276,92 70,94 265,66 71,66 0,47
Vit E 13,10 5,33 8,71 2,51 0,03
SOD 504,93 108,39 435,44 181,07 0,27
CAT 0,50 0,08 0,48 0,11 0,55

Nota: Grupo com endometriose: soro n=43; fluido folicular (FF) n=29. Grupo sem endometriose: soro n=44; FF n=32. FOX;: total de hidrope-
réxidos, expresso em pmol/g proteina; MDA: malondialdeido, expresso em nmol/g proteina; AOPP: produtos avancados de oxidacdo proteica,
expressos em pmol/L; 8 OHdG: 8-hidroxideoxiguanosina, expresso em ng/mL; GSH: glutationa reduzida, expressa em nmol/g proteina; Vit E:
vitamina E, expressa em pmol/L; SOD: superdxido dismutase, expressa em U/mL; CAT: capacidade antioxidante total, expressa em mEq Trolox/L.
Dados apresentados como média + desvio padrdo (DP) e analisados com o modelo de regressao linear com efeitos mistos (efeitos aleatérios e

fixos) e pos-teste por contrastes ortogonais. Nivel de significdncia de 5% (p <0,05).

Discussao

O presente estudo comparou as concentra¢des de oito marca-
dores de EO (FOXj, GSH Vit E, SOD, CAT, MDA, AOPP e 8 OHAQG)
no soro do dia da captagdo oocitéria e no FF de mulheres infér-
teis com e sem endometriose (infertilidade de causa tubaria
e/ou masculina) submetidas a EOC para ICSL

Podemos considerar, didaticamente, que o EO é um
processo que ocorre por meio de trés etapas distintas. Na
primeira observa-se o aumento da producdo de espécies
reativas, na segunda, ha a mobilizacdo de antioxidantes na
tentativa de prevenir os danos oxidativos aos seus principais
alvos e na terceira ocorre o dano oxidativo a proteinas,
lipideos, DNA, entre outros alvos.’>3! Neste estudo, a pri-
meira etapa foi avaliada por meio da mensuracdo do total
de FOX1, considerado um marcador de producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS).>? A segunda etapa foi analisada
por meio da medida da glutationa reduzida (GSH), importante
antioxidante na protecao celular ao estresse oxidativo que
atua na neutralizacdo de perdxidos,®® da Vit E, que pode
tanto bloquear o inicio da peroxidacao lipidica como inibir
primariamente a sua etapa de propagacdo,> da SOD, que
estd presente no fluido folicular pré-ovulatério em niveis
mais altos que no soro e parece conferir protecdo contra o
dano oxidativo oocitario,>> e da CAT, que reflete o balanco
antioxidante total da amostra, resultante das defesas anti-
oxidantes enzimadticas e ndo enzimdticas, o que permite
uma avaliacdo global desse processo.”*?® A terceira etapa,
por sua vez, foi avaliada por meio da andlise do MDA, um
dos produtos finais da peroxidacdo lipidica e que pode ser
usado como medida cumulativa desse processo,*® dos AOPP,

que permitem uma estimativa da oxidagdo protéica,”’ e da
8 OHdG, que possibilita a analise do dano oxidativo ao DNA.?’

Demonstramos maiores concentracdes de GSH e SOD e
menores concentracées da CAT no soro de mulheres com
endometriose comparadas com as mulheres sem endometri-
ose, 0 que sugere a ocorréncia de EO sistémico em pacientes
inférteis com a doenca e corrobora estudos de Lambrinoudaki
et al.,'® Bordin et al.*® e Andrade et al.,’” que associam a
endometriose ao EO sistémico ao analisar marcadores de
EO distintos dos aqui avaliados. O aumento de GSH e SOD
sugere haver uma mobiliza¢do do sistema antioxidante sérico
na tentativa de neutralizar o prévio aumento de agentes
pré-oxidantes, sugerido neste estudo pela tendéncia a mai-
ores concentragdes de FOX; circulantes, uma vez que esse
marcador, quando elevado, é indicador de maior producdo de
espécies reativas.>” O Unico estudo na literatura que analisou
hidroperdxidos totais no soro de portadoras de infertilidade
relacionada a endometriose foi publicado pelo nosso grupo.'?
Analisou esse marcador na fase folicular precoce do ciclo
natural, com achados similares aos aqui apresentados com
amostras séricas obtidas apds EOC no dia da captacdo ooci-
taria. A GSH, por ter importante papel na neutralizacdo do
peréxido de hidrogénio e dos perdxidos orgédnicos, esses
produzidos abundantemente em processos inflamatérios,>°
pode indicar uma resposta antioxidante sistémica frente as
reacOes inflamatérias provocadas pelos implantes endome-
triais ectépicos.® Entretanto, contrariamente aos presentes
achados, Jana et al.*0 encontraram menores concentracdes
de GSH em soro de mulheres com endometriose comparadas
com controles. Da mesma forma, as maiores concentragoes
de SOD no soro de mulheres com endometriose evidenciadas
no presente estudo contrariam os resultados de Jana et al.*° e
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também os de Prieto et al.,’* que observaram menores valores
desse marcador no grupo com endometriose. No entanto, o
trabalho de Jana et al. foi feito com amostras coletadas na fase
folicular precoce do ciclo menstrual,*® diferentemente do pre-
sente estudo, em que as amostras sanguineas foram coletadas
no dia da captacgdo oocitéria, o que dificulta a comparacdo dos
dados e pode justificar as discrepancias encontradas, uma vez
que a EOC parece promover aumento da SOD em mulheres
submetidas a FIV ou IUL*! Prieto et al.,’* por sua vez, avalia-
ram apenas pacientes com endometriose moderada e grave.
O avanco no estadiamento da doenca pode estar relacionado
a ocorréncia de estresse oxidativo mais pronunciado,*?*3 com
maior consumo de antioxidantes. As menores concentragcoes
da CAT encontradas no presente estudo indicam consumo de
outros antioxidantes presentes, culminam com diminuicao da
capacidade antioxidante total no compartimento sérico e cor-
roboram os achados de Jana et al.*’ e de Szczepanska et al.,” os
quais evidenciaram menores concentra¢oes desse marcador,
respectivamente, no soro e fluido peritoneal de mulheres com
a doenca e sugeriram, também, que o compartimento sérico
esteja refletindo o status redox do microambiente peritoneal.

Com relacdo ao compartimento folicular, o grupo com
endometriose apresentou maiores concentracdes de 8 OHAG
e Vit E no FF comparado ao grupo sem endometriose, o
que sugere ocorréncia de estresse oxidativo também nesse
microambiente reprodutivo de pacientes inférteis com a
doenca submetidas a EOC. Esta é a primeira vez em que a
8OHAG é avaliada no FF de mulheres com endometriose,
esse um achado de grande importancia para o entendimento
da etiopatogénese da infertilidade relacionada a doenca. A
presenca de elevadas concentracoes da 8 OHdAG no FF de
mulheres inférteis com endometriose sugere a ocorréncia de
dano oxidativo ao DNA nesse microambiente reprodutivo, que
pode promover comprometimento da qualidade gamética,
como sugerido pelos estudos que serdo apresentados a seguir.
Segundo Seino et al.,** concentragdes elevadas da 8 OHdG nas
células da granulosa de mulheres inférteis submetidas a FIV
tém correlacdo negativa com taxa de fertilizacdo e formacéo
de embrides de boa qualidade. Corroborando esses achados,
Tamura et al.*> demonstraram que elevadas concentragdes da
8 OHAG no FF de mulheres submetidas a FIV foram correlacio-
nadas com maiores taxas de odcitos degenerados. Isso sugere
que a elevagdo desse marcador de EO a nivel folicular tenha
efeito téxico sobre a maturacdo oocitaria. Com base na andlise
imuno-histoquiimica da 8 OHdG, Matsuzaki et al.*® sugerem
que o cértex ovariano saudavel adjacente a um endometrioma
é afetado mais severamente pelo EO do que o cortex adjacente
a cistos ovarianos benignos de outra origem e indicam maior
dano ao DNA no ovario de mulheres com a doenga. Somado
a isso, um estudo recente de Polak et al.*’ aponta haver
maiores concentracdes de 8 OHAG no FP de mulheres com
endometriose comparadas com pacientes com cistos serosos
e dermoides e sugerem que o FP dessas pacientes pode ter
efeito na infertilidade relacionada a endometriose. Estudo
publicado por nosso grupo*® sugeriu comprometimento e/ou
retardo na conclusédo da meiose de odcitos maturados in vitro,
provenientes de ciclos estimulados de mulheres inférteis com
endometriose. Outro estudo feito por nosso grupo demonstrou
que o fluido folicular de mulheres inférteis com endometriose

leve submetidas a EOC para ICSI promove anomalias meidticas
oocitdrias em modelo bovino.'” Analisando conjuntamente
esses achados e os do presente estudo, hipotetizamos que a
presenca de estresse oxidativo no compartimento folicular
de mulheres inférteis com endometriose, representada pela
maior concentracdo de 8 OHAG, esteja relacionada a ocorrén-
cia de dano oxidativo e anomalias oocitarias, participa da
etiopatogénese da infertilidade relacionada a doenca nessas
mulheres e corrobora os achados em células da granulosa e
fluido peritoneal apresentados na literatura.

A maior concentracdo de Vit E encontrada no FF de mulhe-
res com a doenca, por sua vez, indica uma mobilizacdo do
sistema antioxidante folicular na tentativa de neutralizar
espécies reativas e evitar danos oxidativos oocitarios. Entre-
tanto, essa mobilizacdo nao teria sido capaz de prevenir o dano
oxidativo ao DNA, como evidenciado pela maior concentracao
da 8 OHAG. Esse achado contraria tanto um estudo recente de
Singh et al.,’> que encontrou menores concentra¢des de Vit E
no FF de mulheres com a doenca, como os estudos de Campos
Petean et al.’® e Prieto et al.,’* nos quais néo foi evidenciada
diferenca nas concentragoes de Vit E entre o FF de pacientes
inférteis com endometriose e controles. Todavia, os critérios
de elegibilidade dos sujeitos dos referidos estudos sdo hete-
rogéneos, assim como os protocolos de estimulac¢do ovariana,
o que dificulta a comparacgado dos resultados. Associadamente
aisso, nestes estudos nao foi apresentado o poder de teste das
anadlises feitas. Com base nos presentes achados e conside-
rando um estudo de Tamura et al.,*> no qual a administracdo
de vitamina E (a-tocoferol, 600mg/dia), do quinto dia do
ciclo anterior ao tratamento até o dia da captacdo ooci-
taria de pacientes inférteis submetidas a FIV, reduziu as
concentracoes intrafoliculares da 8 OHAG com relacao ao ciclo
prévio, questionamos a importancia de terapias antioxidantes
adicionais, especificamente da administracdo de Vit E, com
vistas a prevencao de danos oxidativos ao DNA em pacientes
inférteis com endometriose, o que necessita de estudos
pertinentes.

Como limitacdes do estudo podemos considerar, primeiro,
a pequena casuistica, em virtude dos restritivos critérios
de elegibilidade adotados, que limitaram a validade externa
do estudo, porém eliminaram outros fatores potencialmente
relacionados ao estresse oxidativo e a pioria da qualidade
oocitdria, fundamentais para aumentar a validade interna do
estudo. Segundo, todas as pacientes foram submetidas a blo-
queio hipofisdrio com agonista do GnRH e EOC e persiste a
duvida se os presentes achados podem ser extrapolados para
os ciclos naturais dessas mulheres; mas, por questoes éticas,
nao seria adequado propor a feitura de FIV ou ICSI em ciclos
naturais. Terceiro, ndo é possivel esclarecer se os achados
oriundos da andlise do FF de um unico foliculo representam o
conjunto de foliculos que responderam a EOC.

Resumidamente, os resultados do presente estudo indi-
cam ocorréncia de estresse oxidativo sistémico, representado,
sobretudo, pela menor CAT, e folicular, evidenciado principal-
mente pelas maiores concentragées de 8 OHdG, marcador de
dano oxidativo ao DNA em pacientes inférteis com endometri-
ose submetidas a EOC para ICSI. Em decorréncia dos restritivos
critérios de elegibilidade usados no presente estudo, os acha-
dos podem ser generalizados apenas para mulheres inférteis
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que atendam a esses critérios. Se os presentes achados pude-
rem ser extrapolados para os ciclos naturais dessas pacientes,
acreditamos que tanto o EO sistémico como o EO no micro-
ambiente folicular possam favorecer o comprometimento da
qualidade oocitaria e participar da etiopatogénese da inferti-
lidade em mulheres com endometriose. Esses achados abrem
perspectivas para o delineamento de estudos clinicos rando-
mizados com poder de teste adequado que avaliem o impacto
da suplementacdo de antioxidantes (como a vitamina E) na
melhoria da fertilidade natural de mulheres inférteis com
endometriose. Considerando que mesmo em paises desenvol-
vidos o acesso as ART é limitado, intervencdes que melhorem
a fertilidade natural sdo de extrema relevancia populacional.
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