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GLOSSÁRIO: 

Análogo do hormônio 
liberador de gonadotrofinas 

(GnRH-a)

O acetato de leuprolida é um nonapeptídeo 

sintético análogo agonista do hormônio 

liberador da gonadotrofina natural (GnRH ou 

LH-RH). Possui maior potência que o 

hormônio natural e atua como um inibidor da 

produção de gonadotrofina. 

Astenoteratozoospermia Presença de alterações na motilidade e 

morfologia dos espermatozóides 

Astenozoospermia Contagem de espermatozóides móveis com 

progressão linear abaixo de 50% 

Azoospermia Ausência de espermatozóides no ejaculado 

Gonadotrofina coriônica 
humana (hCG)

É um hormônio glicoprotéico obtido de 

mulheres grávidas. Estimula a formação de 

esteróides nas gônadas, particularmente da 

progesterona após a ovulação, devido ao 

efeito biológico similar ao do LH. Promove a 

maturação folicular e induz a sua ruptura, que 

acontece no período de 34 a 36 horas após a 

sua administração. 

Gonadotrofina menopausal 
humana (hMG)

Extrato purificado obtido a partir da urina de 

mulheres menopausadas. A ampola utilizada 

contém 75 UI de FSH e LH. O mecanismo de 

ação baseia-se na promoção do recrutamento 

e crescimento folicular promovidos pelo FSH, 

enquanto o LH é necessário para a 

esteroidogênese plena.  

Mieloperoxidase (MPO) Enzima pró-inflamatória e marcador indireto da 

proliferação de neutrófilos. 

N-Acetilglucosaminidase 
(NAG)

Enzima que atua como um marcador indireto 

da proliferação de macrófagos/monócitos. 



Nefelometria Nefelometria é um método direto de medida de 

uma luz incidente sendo uma técnica sensível 

para quantificar as reações de precipitação 

entre antígenos e anticorpos. 

Oligoastenoteratozoospermia Presença de alterações na concentração, 

motilidade e morfologia dos espermatozóides 

Oligoastenozoospermia Presença de alterações na concentração e 

motilidade dos espermatozóides 

Oligozoospermia Contagem ou concentração de 

espermatozóides por mililitro abaixo de vinte 

milhões. 

Proteína quimiotática de 
monócitos-1 (MCP1)

Quimiocina que age especificamente como um 

agente químico atrativo e ativador de 

macrófagos/monócitos durante um processo 

inflamatório. 

Síndrome do Hiperestímulo 
ovariano (SHO)

Complicação iatrogênica na maioria das vezes 

grave, conseqüente a hiperestimulação 

ovariana controlada principalmente se 

realizada com gonadotrofinas e à 

administração do hCG, evoluindo com 

aumento da permeabilidade capilar e acúmulo 

de líquido no terceiro espaço. 

Teratozoospermia Contagem menor que 30% de 

espermatozóides com morfologia normal, ovais 

pelos critérios da Organização Mundial de 

Saúde (OMS) ou menor que 14% pelos 

critérios estritos de Kruger 



RESUMO: 

Introdução: A anovulação crônica é o distúrbio ovariano mais freqüente 
associado com quadros de infertilidade. Mecanismos inflamatórios apresentam 
um importante envolvimento na determinação da anovulação crônica. Esse 
estudo foi realizado para avaliar a resposta inflamatória no líquido folicular e 
soro de pacientes com infertilidade causada por anovulação crônica 
comparadas a pacientes ovulatórias e com ciclos regulares, submetidas à 
injeção intracitoplasmática de espermatozóides (ICSI). 
Métodos: Treze pacientes com anovulação crônica (casos) e 23 mulheres 
ovulatórias e com ciclos regulares (grupo controle) foram estudadas 
prospectivamente. As dosagens de N-acetilglucosaminidase (NAG), 
Mieloperoxidase (MPO), proteína quimioatrativa de monócitos-1 (MCP-1) e 
proteína C reativa (PCR) foram avaliadas no soro e líquido folicular obtidos no 
período da coleta dos oócitos. 
Resultados: A media de idade das pacientes variou de 20 a 37 anos (28,9±0,6 
anos). O valor médio do índice de massa corporal (IMC) foi 21,7±0,4 kg/cm2 
(17,6 to 28,0 kg/cm2). Não houve diferenças entre os grupos com relação à 
média de idade, IMC e dosagens de hormônio folículo estimulante (FSH). As 
pacientes com anovulação crônica apresentaram níveis maiores de hormônio 
luteinizante (LH), contagem de folículos antrais e volume ovariano. Nas 
pacientes com anovulação crônica foram observadas atividades elevadas de 
NAG (p=0,025) e MPO (p=0,030) no líquido folicular quando comparadas a 
mulheres ovulatórias, submetidas a ICSI. Os níveis de MCP-1 no líquido 
folicular foram maiores que no soro em todas as pacientes. O PCR no fluido 
folicular (p=0,025) e soro (p=0,024) estavam mais elevados nas pacientes com 
anovulação crônica que no grupo controle. A ocorrência de síndrome do 
hiperestímulo ovariano (SHO) foi associada com níveis elevados de MCP-1 no 
líquido folicular (p=0,038) e PCR no soro (p=0,016). 
Conclusões: Pacientes com anovulação crônica associaram-se com uma 
proliferação folicular elevada de macrófagos e neutrófilos e também com uma 
resposta inflamatória inespecífica comparadas a mulheres ovulatórias e com 
ciclos regulares, submetidas a ICSI. Níveis de MCP-1 no líquido folicular e de 
PCR no soro associaram-se com a ocorrência da SHO. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Processo inflamatório 

Denomina-se inflamação a reação do tecido vivo vascularizado a uma 

agressão local(1). A inflamação serve para destruir, diluir, ou imobilizar o agente 

agressor(1). O processo inflamatório está intimamente relacionado com o 

processo de reparo(2) O reparo inicia-se durante as primeiras fases da 

inflamação, atingido o seu pico após a neutralização da agressão. No entanto, 

a inflamação e reparo podem ser potencialmente nocivos(2). 

O processo inflamatório pode ser dividido, didaticamente, em fase aguda e 

crônica(3). A fase aguda tem curta duração e caracteriza-se por alteração da 

permeabilidade vascular com exsudação de líquidos e proteínas plasmáticas, 

liberação de mediadores inflamatórios e leucócitos polimorfonucleares, 

predominantemente neutrófilos, para o sítio da lesão(3). Os principais fatores 

responsáveis pela quimiotaxia neutrofílica são a fração 5a do complemento, 

interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) e o fator de necrose tumoral-α (TNF-α)(3). Esse 

tipo celular é responsável pela resposta fagocítica rápida e não específica e 

pela ação destrutiva de seus conteúdos granulares(3). 

Os mediadores químicos envolvidos na fase aguda da inflamação originam-se 

do plasma, células imunológicas ou tecido agredido(4). Destacam-se as aminas 

vasoativas (histamina, serotonina), as proteases plasmáticas (componentes do 

sistema complemento, da coagulação e as cininas), os metabólitos do ácido 

aracdônico, constituintes lisossômicos (grânulos de monócitos e neutrófilos, 

proteases, hidrolases), radicais livres de oxigênio, fator ativador plaquetário, 

citocinas e fatores de crescimento(4). 
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Caso os leucócitos envolvidos nessa etapa do processo inflamatório consigam 

extinguir o estímulo, ocorrerá o reparo tissular(4). A persistência do estímulo 

inflamatório implica recrutamento contínuo e ativação de células 

mononucleares, estabelecendo-se uma inflamação crônica(4). A ativação 

contínua de células mononucleares provoca um aumento de produção e 

secreção de citocinas inflamatórias, as quais amplificam e perpetuam a 

resposta à lesão(4). 

O macrófago é a figura central da inflamação crônica devido ao grande número 

de substâncias biologicamente ativas que produz como citocinas, quimiocinas e 

fatores de crescimento(5). O acúmulo de macrófagos durante a resposta 

inflamatória ocorre pelo recrutamento de monócitos da circulação(6). Sua 

ativação resulta na liberação de fatores quimiotáticos direcionados a vários 

tipos de células, ou na produção de substâncias tóxicas para os tecidos 

envolvidos no processo inflamatório, ou ainda na proliferação de fibroblastos 

com deposição de colágeno, levando ao reparo tecidual(6). 

Outros tipos celulares presentes na inflamação crônica são os linfócitos, 

plasmócitos, eosinófilos, mastócitos e neutrófilos, apesar desses últimos serem 

os tipos celulares característico de um processo inflamatório agudo(7). 

As citocinas são glicoproteínas capazes de modular várias respostas 

biológicas(7). Além da resposta imune e inflamatória, também estão presentes 

nas reações alérgicas, na hematopoiese, no crescimento ósseo, no 

remodelamento tecidual e na homeostasia glicêmica(7). 

O monócito/macrófago apresenta atividade celular citotóxica e modula as 

funções de linfócitos T e B por meio da liberação de citocinas como as IL 1 

(α/β), IL-6, interleucinas-10 (IL-10) e interleucinas-12 (IL-12) e o fator 
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estimulante de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) (7). As IL-6, IL-

10 e IL-12 influenciam o desenvolvimento das células T citotóxicas e células T 

helper(8). Essas últimas produzem citocinas do tipo I (Th1) ou tipo II (Th2)(8). As 

citocinas do tipo I são representadas pelo inteferon-λ (IFN-λ), interleucina-2 (IL-

2) e linfotoxina, promovendo uma resposta imune celular(8). As citocinas tipo II 

associam-se à resposta imune humoral, sendo representadas pela interleucina-

4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), IL-6, IL-10 e interleucina-13 (IL-13) (7,8). 
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1.1.1. N-Acetilglucosaminidase (NAG) 

A N-Acetilglucosaminidase (NAG) é uma enzima lisossômica intracelular 

liberada por macrófagos durante o processo de fagocitose, lise celular ou dano 

tecidual(9,10). 

A detecção da atividade do NAG em fluidos biológicos, juntamente com os 

níveis de cito/quimiocinas inflamatórias pode ser utilizado como marcador 

indireto do acúmulo de macrófagos ativados e da resposta inflamatória(9,10).
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1.1.2. Mieloperoxidase (MPO) 

A mieloperoxidase (MPO) é uma hemoproteína tradicionalmente vista como 

uma enzima microbicida, expressada por células polimorfonucleares, os 

neutrófilos e secretada durante a ativação dessas células(9,10). Possui potente 

propriedade pró-inflamatória e pode contribuir diretamente com a lesão 

tecidual(9,10). Pode também ser minimamente expressada por monócitos e 

macrófagos(9,10). 

Seu mecanismo de ação antimicrobiano ocorre pela conversão do peróxido de 

hidrogênio sintetizado pelo neutrófilo em hidroxicloreto, um poderoso oxidante 

de membranas celulares, destruindo as células(10). 

As células polimorfonucleares representam a fonte celular intravascular mais 

freqüente da MPO e contribuem com 95% do seu conteúdo total circulante(9,10). 

A enzima mieloperoxidase é considerada um importante marcador quantitativo 

indireto de neutrófilos e representa um modelo potencial para diagnóstico e 

intervenções terapêuticas nas doenças vasculares e inflamatórias em geral(11). 
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1.1.3. Proteína quimiotática de monócitos 1 (MCP-1) 

As quimiocinas, embora considerados membros da superfamília das citocinas, 

estabelecem rapidamente a sua própria identidade e são proteínas de baixo 

peso molecular (oito a doze kilodaltons)(12). Elas agem através de receptores de 

superfície celular, ativando a proteína G e promovendo a fosforilação da 

guanosina trifosfato(12). São potentes quimioatrativas de leucócitos, uma regra 

essencial na ativação da resposta inflamatória(12). 

Mais de trinta quimiocinas diferentes já foram identificadas e elas se agrupam 

basicamente em quatro famílias(13). As duas principais subfamílias de 

quimiocinas são distinguidas estruturalmente pela presença ou ausência de um 

aminoácido (X) entre os dois primeiros resíduos de cisteína, constituindo a α 

quimiocina ou CXC e a β quimiocina ou CC(13). A proteína -1 quimiotática de 

monócitos (MCP-1), que atrai monócitos e células T é o tipo representativo do 

grupo CC. As do tipo CXC são específicas para neutrófilos(13). As outras duas 

subfamílias são CX3C com três aminoácidos entre os dois resíduos de cisteína 

e C com uma única cisteína próximo ao N-terminal, com potente capacidade de 

quimioatração de linfócitos, mas nenhuma ação em monócitos(13). 

Cada grupo de quimiocinas apresenta seus receptores distintos em células 

alvo(14). Cada receptor pode servir como ligação para várias citocinas do 

mesmo grupo(14).  

O MCP-1 age especificamente como um agente químico atrativo e ativador de 

macrófagos/monócitos(15). É secretado por várias células incluindo as 

endoteliais, fibroblastos e monócitos(15).  

A expressão de MCP-1 tem sido observada no estroma ovariano e nas células 

granulosas-luteinizadas, sugerindo sua potencial importância na formação do 
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corpo lúteo(15). Demonstrou-se também um elevado nível dessa quimiocina 

durante o processo ovulatório, induzido pelo pico de hormônio luteinizante 

(LH)(15). Ela atrai os leucócitos para o interior de folículos que estão ovulando e 

assim mimetizam uma resposta inflamatória local(15). Possui uma correlação 

positiva dependente da duração e da concentração de IL-1 e TNF-α(15). 

Os estudos têm demonstrado que o MCP-1 é também expresso no corpo lúteo 

humano, principalmente pelas células endoteliais dos vasos que o 

circundam(16). Sua produção nesses vasos é induzida por vários agentes 

secretados pelas células lúteas(16). Corresponde a substâncias oxigênio 

reativas, citocinas como IL-1, TNF-α, INF-λ e fatores de crescimento como o 

fator de crescimento epidermal (EGF) e fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGF) (16). A expressão dessa quimiocina, juntamente com a 

infiltração de macrófagos, aumentou com o processo de luteólise(16).  
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1.1.4. Proteína C reativa (PCR) 

A Proteína C Reativa (PCR) é um polímero não glicosilado, composta por cinco 

subunidades idênticas(17). 

A PCR foi descoberta em 1930 onde se observou que poderia ligar-se ao 

polissacarídeo C do pneumococo(18). Sabe-se agora que a PCR reconhece 

especificamente a fosfocolina, porção hidrofílica da fosfatidilcolina, nas 

membranas celulares(18). A complexa ação da PCR ativa as paredes celulares 

do complemento estimulando o processo de fagocitose em macrófagos e 

demais células(18). 

A Proteína C Reativa é uma das principais proteínas de fase aguda produzida 

pelo fígado para combater a invasão de antígenos(18). A sua concentração pode 

aumentar precocemente de dez a cem vezes, nas primeiras 24 horas, em 

processos infecciosos, inflamatórios, infarto do miocárdio e neoplasias(18). A 

liberação de PCR é mediada por citocinas como a IL-6, que estimulam os 

hepatócitos preferencialmente na produção de proteínas inflamatórias de fase 

aguda no lugar de outras proteínas como albumina e a transferrina(18). 

Em algumas circunstâncias, a dosagem de PCR pode ser usada para 

discriminar processo infeccioso bacteriano, quando está elevada, do processo 

infeccioso viral, quando permanece em níveis baixos(18). 

É encontrada em baixas concentrações no soro de indivíduos saudáveis(19). Em 

situações agudas como nas infecções, processos inflamatórios ou de 

destruição tecidual, ela se eleva rapidamente(19). Sua presença no sangue pode 

ser detectada a partir de reação de precipitação específica(19). Tem sido 

especialmente valorizada na sinalização precoce do processo inflamatório em 

doenças cardiovasculares, devido à hipótese de sua produção ser estimulada 
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pela lesão do endotélio vascular(19). Estudos comparativos mostram ser o PCR 

um marcador mais sensível na detecção da resposta inflamatória endotelial, em 

relação a outros existentes como o soro amilóide A, a interleucina 6, a Apo A, a 

Apo B e a homocisteína(19). No entanto, sua inespecificidade faz com que o 

tabagismo, a obesidade e outros fatores reproduzam resultados falsos 

positivos(19). 

A PCR tem vida média de cinco a sete horas e por isto seus valores caem a 

níveis de referência mais rapidamente que outras proteínas de fase aguda(20). 

Elevações de PCR ocorrem mais rapidamente do que o aumento da velocidade 

de hemossedimentação(20). 

Quando a resposta é mediada por neutrófilos ou monócitos, a síntese hepática 

de PCR está aumentada, atingindo 100 mg/l(20). Em uma resposta inflamatória 

mediada por linfócitos, a síntese hepática de PCR não se altera ou pode estar 

ligeiramente aumentada, fazendo com que os valores séricos não se 

modifiquem ou raramente excedam a 26 mg/l(20). 

Os valores dos testes laboratoriais utilizados como referência são inferiores a 

0,11 mg/dl quando utilizados para avaliação de risco de doença vascular e 

inferiores a 0,5 mg/dl quando utilizados para avaliar processos 

inflamatórios/infecciosos(21). 

Devido à sua alta sensibilidade (limite de detecção de 0,02 mg/dl), a dosagem 

de PCR ultra-sensível pode ser utilizada(21). É importante ressaltar que a 

maioria dos métodos rotineiros que dosam essa proteína tem um limite de 

detecção entre 0,4 e 0,5 mg/dl, adequados para a utilização clínica tradicional 

da Proteína C Reativa(21). 
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Com relação ao ciclo menstrual normal, não há relatos entre alterações do 

PCR entre as suas diversas fases, exceto pela observação de aumento nos 

seus níveis seguido à administração de estrogênio(22). 
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1.2. A resposta inflamatória e o sistema reprodutivo 

A relação entre o sistema imune e reprodutivo é evidenciada pela presença de 

fatores reguladores de caráter parácrino e autócrino entre esses sistemas(23). 

Uma resposta imune persistente do tipo I ou II tem sido implicada no processo 

reprodutivo das mulheres. As citocinas do tipo I estariam correlacionadas com 

uma diminuição da fecundidade assim como as do tipo II com o seu 

aumento(14). 

No ciclo menstrual e na fase inicial da gestação são observadas alterações no 

número e padrão de leucócitos presentes no útero e ovários(23,24). A regulação 

da migração e replicação leucocitária, sua resposta a substâncias 

quimioatrativas e a secreção de fatores parácrinos podem estar direta ou 

indiretamente sujeitos ao controle hormonal nas diversas fases, como 

ovulação, função lútea, proliferação endometrial, decidualização e parto(23,25). 

Os macrófagos constituem o principal componente do compartimento celular 

intrafolicular e fonte primária das citocinas. Quando maduros, entram na 

corrente sanguínea como monócitos sendo responsáveis pela homeostasia 

tecidual. Apresentam atividades como fagocitose, remoção de debris celulares 

apoptóticos, degradação de antígenos estranhos e ativação de células T. 

Produzem proteases para a dissolução da matriz celular e proteínas ligadas à 

matriz e membrana celular. Os macrófagos promovem ainda remodelamento 

dos tecidos e secretam substâncias específicas como as citocinas. 

O macrófago atua nas diversas fases do ciclo ovariano (Figura 1.1). A liberação 

de citocinas e fatores de crescimento regulam os aspectos funcionais das 

células da teca e granulosa. As quimiocinas, membros da superfamília das 

citocinas e liberadas pelos macrófagos, são responsáveis pela atração e 
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ativação de monócitos, neutrófilos e células T provenientes da circulação 

sanguínea para o ovário. As quimiocinas estão envolvidas nos processos de 

desenvolvimento folicular e atresia, ovulação, esteroidogênese ovariana e na 

formação, desenvolvimento e regressão do corpo lúteo(5, 26,27). 
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Remodelamento 
da matriz

OVULAÇÃO
REGRESSÃO LÚTEA

CRESCIMENTO FOLICULAR
OVULAÇÃO

REGRESSÃO LÚTEA

CRESCIMENTO FOLICULAR
LUTEOGÊNESE

ATRESIA FOLICULAR
REGRESSÃO LÚTEA

PAPEL OVARIANO?

APRESENTAÇÃO ANTIGÊNICA

FAGOCITOSE

Secreção 
Citocina / Fator 
de crescimento Proliferação celular, 

diferenciação, 
esteroidogênesis

Secreção Citocina

Recrutamento de leucócitos

PRODUÇÃO DE PROTEASE

 

Figura 1-1 

Representação esquemática da resposta inflamatória mediada por macrófagos 

no ciclo menstrual. O macrófago é capaz de fagocitose contribuindo para o 

processo de apoptose celular, apresenta antígenos e ativa linfócitos T, secreta 

substâncias como as quimiocinas que atraem macrófagos/monócitos e 

neutrófilos para o ovário e secretam proteases para a digestão da matriz. 

Impacto causado na função ovariana. 

Nota: Adaptado de Wu R et al.(5), 2004. p. 120 
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Outras células presentes no ovário, além dos macrófagos, secretam citocinas 

como as células T, as células da granulosa e as células do complexo cumulus-

oophorus(7). As citocinas exercem importantes funções no ciclo menstrual(28,29). 

A interleucina-8 (IL-8) apresenta uma alta concentração na camada da teca 

vascularizada durante a foliculogênese normal e associa-se ao acúmulo de 

neutrófilos(28,29). Dessa forma, a IL-8 atua como um mediador da atração de 

neutrófilos durante o desenvolvimento folicular(29). O ovário produz ainda IL-1β, 

IL-6, IL-8, GM-CSF e TNF-α durante o período pré-ovulatório(28). 

O TNF-α influencia a biossíntese de esteróides sexuais, modula a ligação das 

gonadotrofinas aos seus receptores no ovário e afeta a foliculogênese e 

maturação ovariana(7,30). Quando esse fator encontra-se em associação com o 

INF-λ, os estudos têm demonstrado uma redução na produção de estradiol e 

progesterona pelas células lúteas humanas(7,30). 

A atividade quimiotática de neutrófilos no fluido folicular de folículos 

periovulatórios é maior nos ciclos onde houve concepção em comparação aos 

ciclos não-concepcionais(24). O oncogene-α regulador do crescimento (GRO-α), 

outro fator quimioatrativo de neutrófilos dez vezes mais potente que IL-8, está 

presente no fluido folicular periovulatório(31). Acredita-se que o estroma 

ovariano e as células da granulosa e luteínicas expressem o ácido ribonucléico 

mensageiro (RNA-m) desse fator(31). 

Similarmente, o MCP-1 também foi expressa em cultura de células da 

granulosa luteinizada e do estroma do ovário(32). Sua concentração foi 

estimulada e mediada pela interleucina-1 (IL-1), pelo TNF-α e LH e hormônio 

gonadotrófico coriônico (hCG)(32). O MCP-1 contribui para a migração de 
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macrófagos para o folículo pré-ovulatório e é regulado também pelos 

hormônios esteróides ovarianos(32). 

A regulação de IL-8, IL-10, GRO-α e MCP-1 nas células do ovário por seus 

hormônios tróficos sugere que essas citocinas têm uma regra importante na 

fisiologia dos eventos periovulatórios, tanto quanto no processo de ruptura do 

folículo(23). 

Após a ocorrência da ovulação, são necessários o reparo e organização do 

local da ruptura folicular para a produção do corpo lúteo(33). Acontece nessa 

fase, uma migração maciça para o seu interior de leucócitos, coincidindo com a 

neovascularização que se instala nesse momento(34). Essa rápida 

vascularização do corpo lúteo é acreditada ser guiada por fatores angiogênicos 

detectados no fluido folicular, sendo a IL-8 descrita como um potente fator(23,35). 

Se a ovulação não é seguida pela fertilização e pela gravidez, ocorrerá a 

regressão do corpo lúteo(36). Nessa fase é descrita a importante presença do 

MCP-1, demonstrada por imunohistoquímica e análise pelo Northern blot em 

corpo lúteo de ratos, relacionando-o com o estado funcional desse componente 

celular(37). 

Outro estudo realizado em porcos observou ser as células lúteas uma fonte 

tanto de MCP-1 quanto da proteína quimiotática de monócitos-2 (MCP-2). 

Esses compostos foram identificados nas células do corpo lúteo de porcos por 

clonagem do DNA complementar, análise da reação em cadeia da polimerase 

(PCR) e análise pelo Northern blot, associando a presença dessas citoquinas 

ao funcionamento do corpo lúteo e sua regressão(38,39). 

O seguimento em reprodução humana é primeiramente dependente do 

sucesso no processo de implantação no endométrio materno sete a dez dias 
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após o pico ovulatório do LH(40). Esse processo traz o embrião para um contato 

direto com células materna imunocompetentes(40). Há evidências para uma 

dicotomia na resposta imunológica mediada por células T-helper, com um 

aumento nas citocinas T-helper-1 (TH-1) durante o processo de rejeição 

embrionária, enquanto as citocinas T-helper-2 (TH-2) conferem proteção(40). 

Essas respostas não foram demonstradas serem dependentes de variações 

hormonais durante o ciclo menstrual(40). 

Nenhum estudo demonstrou mudanças no número total de linfócitos circulantes 

e na variação de porcentagem de subtipos de linfócitos durante o ciclo 

menstrual(41). 

Alguns estudos encontraram uma maior concentração e função de 

granulócitos, representados principalmente por neutrófilos, um essencial 

componente da resposta inflamatória aguda, durante a gravidez e na fase 

lútea, quando comparados com a fase folicular menstrual(42). Isso refere um 

possível efeito regulador causado pelo estrogênio e a progesterona(42). 

O mecanismo de ação do estradiol, progesterona e testosterona no controle da 

produção de citocinas parece ser mediado pelo fator nuclear-kB (NF-kB), um 

fator induzível da transcrição que regula positivamente a expressão de genes 

pró-imunes e pró-inflamatórios(43). Tem-se demonstrado que o complexo 

receptor/esteróide pode fisicamente interagir com NF-kB e inibir sua atividade 

de transcrição(43). Através desse mecanismo, esses hormônios sexuais podem 

inibir a expressão das citocinas pró-inflamatórias nas células imunes(43). Ainda 

permanecem obscuros todos os passos dessa complexa interação(43). 



Introdução 17

Por sua vez, as citocinas são consideradas importantes na criação de um 

ambiente favorável para o sucesso do ciclo reprodutivo, na implantação e 

gestação(44). 
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1.3. Anovulação crônica 

A chamada anovulação persistente ou crônica e também a síndrome dos 

ovários polimicrocísticos (SOP) é uma desordem heterogênea, de etiologia 

desconhecida e presente em aproximadamente cinco a 10% das mulheres na 

idade reprodutiva(45). Acomete tanto o sistema reprodutivo, quanto o endócrino 

e metabólico, levando a um modelo crescente de preocupação preventiva na 

assistência à saúde(46). Ë a causa mais comum de infertilidade de causa 

ovariana(46). 

Várias teorias e sistemas tentam explicar a etiologia desse distúrbio(47). Os 

ovários policísticos surgem quando se instala um estado de anovulação 

persistente por qualquer tempo de duração(47). É caracterizado pelo lento 

crescimento e desenvolvimento dos folículos antrais cuja vida média pode 

estender-se por vários meses, gerando cistos foliculares múltiplos que 

acumulam no parênquima ovariano(47). 

As células foliculares presentes nos ovários policísticos de pacientes 

anovulatórias são caracterizadas pela excessiva produção de androgênio e 

estrogênio, levando a um microambiente endócrino anormal, que contribui para 

as alterações clínicas encontradas(47). 

Não foi evidenciado até o momento um defeito fisiopatológico específico que 

caracterize a SOP(47). Esses incluem vários momentos envolvidos no controle 

neuro-enzimático-protéico-hormonal do ciclo menstrual e que podem se alterar, 

mudando assim toda a dinâmica do funcionamento ovariano(47). Esse 

mecanismo cíclico é regulado pelo hormônio folículo estimulante (FSH), LH, 

estradiol e inibina transmitindo mensagens entre o ovário e o eixo hipotálamo-

hipófise(47). Fatores parácrinos/autócrinos como o fator de crescimento 
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insulínico II (IGF-II), inibina, ativina, folistatina e outros também coordenam a 

seqüência de atividades dentro do folículo dominante(47). A disfunção pode 

acontecer devido a uma anormalidade em qualquer evento responsável pelo 

controle dessas substâncias ou em uma incapacidade de responder 

adequadamente aos sinais necessários(47). 

É observada nas portadoras da SOP uma hipersecreção de LH que estimula a 

parada prematura do crescimento dos folículos ainda em tamanhos bem 

pequenos(47,48). Esse evento pode ser precipitado ou ampliado pela ação 

gonadotrópica da insulina em conjunto com o excesso de androgênio(47). 

Essa alta proporção de folículos antrais prematuramente avançados no seu 

desenvolvimento produzem níveis elevados de estradiol e inibina-B(47). Isso 

contribui para o retrocontrole negativo na secreção de FSH, abaixando seus 

níveis em relação à fase folicular precoce de ciclos normais(47). Sob a influência 

de baixos, mas constantes níveis de FSH, múltiplos folículos são estimulados, 

porém não alcançam a maturação(47). 

Os critérios para o diagnóstico clínico da SOP são controversos sobre quais os 

critérios seriam preponderantes na definição do quadro(49). Recentemente, em 

uma tentativa de padronizar os critérios diagnósticos para a SOP, obteve-se 

um consenso entre as sociedades americana e européia de medicina 

reprodutiva e embriologia, chamado Consenso de Rotterdam, revisado em 

2003 e publicado em 2004(49). Pelo Consenso definiu-se que a SOP é uma 

condição primariamente ovariana na ausência de morbidades como 

hiperprolactinemia, hiperplasia adrenal congênita ou tumores secretores de 

androgênios que quando associadas poderiam levar a um quadro de distúrbio 

ovulatório(49). Para o diagnóstico deveriam estar presentes dois ou mais dos 
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seguintes critérios: oligo e/ou anovulação, sinais clínicos e/ou bioquímicos de 

hiperandrogenismo e, no mínimo, um ovário de aspecto polimicrocístico a 

ultrassonografia(49). Morfologicamente, essa aparência ultrassonográfica 

ovariana seria definida pela presença de um ovário com doze ou mais folículos 

medindo entre dois a nove mm de diâmetro e/ou um volume ovariano acima de 

dez cm3(49). Esses critérios, apesar das críticas a ele atribuídas, foram aceitos 

pela comunidade científica como uma tentativa de padronizar o diagnóstico e a 

definição da SOP, principalmente para pesquisas epidemiológicas sobre a 

patofisiologia e tratamento dessa entidade(49). 

Clinicamente as pacientes podem apresentar quadros de obesidade, 

hiperandrogenismo bioquímico ou clínico manifestando-se por hirsutismo, acne 

e/ou alopécia androgênica, distúrbios menstruais variando de um estado de 

amenorréia persistente a oligomenorréia, ou sangramento uterino 

disfuncional(50). Outra importante manifestação clínica seria a infertilidade ou as 

perdas gestacionais recorrentes, freqüentes nesse grupo de pacientes(50).  

O principal mecanismo etiológico de infertilidade nessas pacientes é a 

anovulação persistente, sendo necessário o uso de drogas indutoras para 

restabelecer o processo ovulatório(46). A maioria das mulheres anovuladoras 

crônicas responde de forma exacerbada a esse tipo de tratamento ao recrutar 

múltiplos folículos, apresentando risco aumentado para gravidez múltipla e 

síndrome do hiperestímulo ovariano(46). O processo pelo qual há um aumento 

da sensibilidade as gonadotrofinas exógenas não é ainda completamente 

conhecido(46). 

Em mulheres com SOP e hiperandrogenismo, os estudos demonstraram uma 

relação entre o sistema imune e o endócrino promovendo um decréscimo nos 
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linfócitos T CD8+ e NK (linfócitos natural killer)(15). Não houve diferenças entre a 

produção de IL-1 e TNF-α entre ovários de pacientes normais e com ovários 

micropolicísticos(15, 51). 

Estudos foram feitos para determinar o mecanismo pelo qual o tratamento de 

ovários polimicrocísticos com a técnica de laser (“ovarian drilling”) restaurava a 

ovulação. Os resultados mostraram uma consistente resposta inflamatória local 

após seis horas do procedimento e persistindo além do décimo segundo dia 

pós-operatório, sugerindo que sua eficiência nesse grupo de pacientes poderia 

ser atribuído aos produtos secretados pelas células inflamatórias(15). 

O excesso de LH presente nas pacientes com anovulação crônica influencia na 

síntese de pró-renina e do fator vascular de crescimento endotelial (VEGF), 

substâncias importantes no processo de angiogênese e que poderiam 

contribuir para o risco elevado para a síndrome do hiperestímulo ovariano(52).  

 

1.4. Síndrome do Hiperestímulo Ovariano (SHO): 

A síndrome do hiperestímulo ovariano (SHO) é uma condição fisiológica e 

iatrogênica conseqüente à estimulação ovariana farmacológica, especialmente 

quando utilizado gonadotrofinas(53). Suas manifestações instalam-se após o 

pico de hCG, administrado para completar a maturação oocitária ou estimular a 

ocorrência da ovulação(53). 

O mecanismo patológico principal da SHO é o aumento da permeabilidade 

capilar resultando no extravasamento de líquido do espaço vascular para o 

terceiro espaço(54). Os fatores envolvidos nesse processo compreendem a 

exudação de fluidos protéicos dos ovários aumentados de volume ou da 
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superfície peritonial, aumento nos níveis de pró-renina e renina no líquido 

folicular e alterações na permeabilidade vascular secundária a angiotensina(54). 

As citocinas também se encontram presentes na fisiopatologia da SHO(54). A 

mais estudada é o VEGF, considerado um estimulador e fator de 

permeabilidade do endotélio vascular(54,55). O VEGF é importante para o 

desenvolvimento folicular, no funcionamento do corpo lúteo e na angiogênese 

ovariana(54,55,56). Sua concentração encontra-se diretamente proporcional com a 

gravidade da SHO e é estimulada pelo hCG(54). Outros fatores direta ou 

indiretamente envolvidos na SHO, via VEGF, seriam angiotensina II, IGF-1, 

EGF, TGF (fator de transformação do crescimento), FGF (fator de crescimento 

de fibroblastos), PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas), IL-1 e IL-

6(54,55,56).  

Os fatores de risco para a ocorrência da SHO são pacientes jovens, baixo peso 

corporal, SOP, altas doses de gonadotrofinas, níveis elevados ou aumento 

súbito do estradiol, episódios prévios de SHO, grande número de folículos em 

desenvolvimento e de oócitos retirados durante procedimento de reprodução 

assistida(57). 

Clinicamente a SHO manifesta-se com sintomas relacionados ao acúmulo de 

líquido no terceiro espaço, portanto edema, ascite derrame pleural e/ou 

pericárdico, hemoconcentração, leucocitose, hipovolemia, oligúria, distúrbio 

hidroeletrolítico, náuseas, vômitos, dispnéia dentre outros sintomas que variam 

de intensidade conforme a gravidade do quadro(53). 

É importante esclarecer as reais influências das células efetoras da resposta 

inflamatória e seus produtos, tanto no controle fisiológico quanto nas doenças 

ovarianas. A identificação de marcadores prognósticos entre as várias 
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substâncias presentes durante o processo inflamatório e o correto 

entendimento da ativação ou supressão de passos importantes da 

foliculogênese, competência oocitária e angiogênese propiciaria um tratamento 

mais adequado e um melhor seguimento das pacientes. É possível que a 

expressão de quimiocinas, especialmente o MCP-1, a avaliação da atividade 

de enzimas pró-inflamatórias como o NAG e o MPO e a resposta inflamatória 

inespecífica fornecida pelo PCR possam ser utilizados como fatores 

prognósticos em pacientes submetidas a hiperestimulação ovariana controlada 

e desenvolver pesquisas através da terapêutica com antagonistas da resposta 

inflamatória. Esse estudo visa avaliar a resposta inflamatória no líquido folicular 

e soro em pacientes inférteis com anovulação crônica comparando-as com 

mulheres com ciclos menstruais ovulatórios, submetidas à estimulação 

ovariana controlada com gonadotrofinas para ICSI. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar a resposta inflamatória após a hiperestimulação ovariana controlada 

com gonadotrofinas para técnica de reprodução assistida (ICSI) em pacientes 

com infertilidade por anovulação crônica e mulheres apresentando ciclos 

menstruais regulares e ovulatórios associado a fator masculino. 

 

2.2. Objetivos específicos 

• Comparar as dosagens de NAG, MPO, MCP-1 e PCR no soro e líquido 

folicular em pacientes com infertilidade por anovulação crônica com 

pacientes apresentando ciclos menstruais regulares e ovulatórios 

associado a fator masculino submetidas a hiperestimulação ovariana 

controlada para técnica de reprodução assistida (ICSI). 

• Verificar se as dosagens de NAG, MPO, MCP-1 e PCR influenciam no 

número e maturidade dos oócitos obtidos na punção folicular, nas taxas 

de gravidez e ocorrência de síndrome do hiperestímulo ovariano em 

pacientes com infertilidade submetidas à hiperestimulação ovariana 

controlada para técnica de reprodução assistida (ICSI). 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

3.1. Casuística 

O estudo foi realizado prospectivamente em 36 mulheres atendidas no 

ambulatório de infertilidade da Clínica Pró-Criar/MaterDei, no período de 

abril/2006 a maio/2006. 

Foram incluídas na pesquisa somente aquelas que concordaram e assinaram o 

termo de consentimento livre e esclarecido, de acordo com a resolução 196/96 

do Conselho Nacional de Saúde (Anexo II). 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa (CEP) do Hospital 

MaterDei (parecer número 154 – Anexo I) 

As pacientes foram divididas em dois grupos: 

• Grupo 1: 13 pacientes com infertilidade e anovulação crônica que foram 

submetidas a hiperestimulação ovariana e injeção intracitoplasmática de 

espermatozóides (ICSI) por fator masculino associado 

• Grupo 2: 23 pacientes com infertilidade e ciclos menstruais regulares e 

ovulatórios que foram submetidas a hiperestimulação ovariana e ICSI devido à 

presença de uma causa masculina. 

Como não existe na literatura o valor esperado das dosagens de PCR e 

atividade de NAG, MPO e MCP 1 no soro e/ou líquido folicular de pacientes 

jovens e inférteis o cálculo amostral demonstrou que essa casuística (n=13) e o 
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controle (n=23) foram capazes de demonstrar uma diferença na média de 

dosagem dessas proteínas/enzimas entre os grupos superiores a um desvio 

padrão com um nível de confiança de 95% e poder estatístico de 80%.  

 

3.1.1. Critérios de inclusão 

• Pacientes inférteis com anovulação crônica, afastado outras causas de 

anovulação pela dosagem de prolactina e 17-hidroxiprogesterona e mulheres 

com ciclos menstruais regulares, ovulatórios apresentando dosagem de 

progesterona acima de 5 ng/ml(58), idade inferior a 38 anos, índice de massa 

corporal < 30 Kg/m2 e presença de um fator masculino associado, que serão 

submetidas à estimulação ovariana com gonadotrofinas para ICSI . 

 

3.1.2. Critérios de exclusão 

• Pacientes com infertilidade por outras causas como endometriose, 

infertilidade sem causa aparente (ISCA), fator tubário ou idade 

avançada, com sinais sugestivos de processos infecciosos e/ou 

inflamatórios agudos, diabetes e outras doenças associadas e história 

de uso de drogas antiinflamatórias, imunossupressores e/ou 

hipoglicemiantes orais nos últimos 30 dias.  

As pacientes e seus parceiros foram submetidos à investigação básica para o 

casal infértil apresentando no mínimo três análises de espermograma, citologia 

cérvico-vaginal; dosagens hormonais basais no terceiro dia do ciclo menstrual 
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de FSH, LH, prolactina e TSH; sorologia para sífilis, hepatite B, C e HIV; 

histerossalpingografia; histeroscopia diagnóstica; espermograma e dosagem 

sérica de progesterona no 21° dia do ciclo menstrual.  

Também na fase folicular precoce, isto é, no terceiro dia de qualquer ciclo 

menstrual prévio ao início do tratamento, espontâneo ou induzido com uso de 

progestagênio, todas as pacientes foram submetidas à contagem de folículos 

antrais bilaterais e à medida do volume de cada ovário. Foi realizado exame 

ultrassonográfico transvaginal (SonoAce 3200 – Medson), utilizando cortes 

longitudinal, transverso e oblíquo do órgão para avaliação da média entre duas 

medidas perpendiculares ao maior eixo dos folículos presentes, variando entre 

dois a nove mm. Para o cálculo do volume ovariano foi utilizada a fórmula 

simplificada para uma estrutura elipsóide em cm3 (0,5 x altura x largura x 

espessura).  

As pacientes anovuladoras crônicas foram caracterizadas pela presença clínica 

de oligo-amenorréia e pelo critério ultrassonográfico transvaginal de ovários 

morfologicamente policísticos com mais de doze microcistos dispersos na 

periferia e volume acima de dez cm3, de acordo com o proposto pelo Consenso 

de Rotterdam 2003(49). A dosagem de prolactina e 17 alfa hidroxiprogesterona 

foram realizadas para afastar quadros de hiperprolactinemia e hiperplasia 

adrenal congênita de início tardio, respectivamente(49). 

A avaliação do fator masculino foi verificada pela presença de alterações nos 

espermatozóides em três análises de espermogramas referentes à ausência, 

concentração, motilidade e morfologia pelo critério estrito de Kruger. Esses 
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parâmetros foram utilizados para a indicação da técnica de reprodução 

assistida através do ICSI em ambos os grupos estudados(59). 

3.2. Métodos 

3.2.1. Hiperestimulação ovariana controlada 

Todas as pacientes foram submetidas ao protocolo para estimulação ovariana, 

onde inicialmente era administrado um agonista do hormônio liberador de 

gonadotrofinas (GnRH-a), na dose de 3,75 mg em aplicação única para inibição 

da secreção de gonadotrofinas, iniciando no meio da fase lútea do ciclo 

precedente (21o dia) ou no 1o ou 2o dia do ciclo atual. A confirmação do 

bloqueio hipofisário foi realizada em todas as pacientes através de avaliação 

ultrassonográfica transvaginal (Sono Ace 3200 – Medson), constatando uma 

espessura endometrial abaixo de cinco mm e a ausência de cistos foliculares 

em ambos os ovários no período de 12 a 14 dias após o uso da medicação. 

Após a dessensibilização hipofisária, foi iniciada a hiperestimulação ovariana 

com gonadotrofinas da mulher menopausada (hMG), na dose de 150 a 300 

UI/dia. O ajuste da primeira dose foi realizado de acordo com a resposta 

individual obtida e avaliada através da quantidade de folículos recrutados, seis 

a sete dias após o início da estimulação ovariana. O crescimento folicular foi 

monitorizado através de ultrassonografia transvaginal seriada, com intervalos 

de 48 horas. Quando no mínimo dois folículos alcançaram o diâmetro médio de 

17 mm ou quatro folículos com um tamanho médio de 15 mm, a gonadotrofina 

coriônica humana (hCG) foi administrada via subcutânea na dose de 10.000 UI.  
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3.2.2. Coleta ovular 

A punção folicular guiada por ultrassom transvaginal para coleta bilateral dos 

oócitos (Figura 3.1) foi realizada entre 35 a 36 horas após a aplicação do hCG, 

com agulha de 17 gauge CCD (COOK – Irlanda). O procedimento foi realizado 

em ambiente hospitalar, sob anestesia geral por sedação venosa com propofol. 

Seguindo a retirada dos oócitos, esses foram transportados imediatamente 

através de incubadora própria até o laboratório de reprodução assistida onde 

foram analisados e apenas os oócitos maduros, em metáfase II (MII), segundo 

os critérios de Veek (60) foram inseminados. Os óvulos fertilizados pela técnica 

de injeção intracitoplasmática (ICSI) foram incubados a 37° C em incubadora 

com 5,5% de CO2 (Forma – Scientific). Em aproximadamente doze horas foram 

avaliados os oócitos fertilizados pela visualização dos pró-núcleos. A 

transferência embrionária foi realizada com o cateter de Sidney (Sidney IVS® 

ET SET – Cook – Irlanda) 48 a 72 horas após a retirada dos oócitos, guiada por 

ultrassom pélvico e estando a paciente com a bexiga repleta. No máximo 

quatro embriões foram transferidos por paciente. Todas as pacientes 

receberam suporte da fase lútea através de progesterona natural micronizada 

na dose diária de 600 mg/dia, via vaginal, iniciada 24 horas após a retirada dos 

oócitos e mantida até o resultado do teste de gravidez ou 12 semanas de 

gestação. A gravidez foi confirmada através do teste quantitativo sérico de β-

hCG, com valores considerados positivos se superiores a 25 mUI/ml. Nos 

resultados positivos, o exame de ultrassonografia transvaginal foi realizado 

após 14 dias para avaliar o número de sacos gestacionais e sua presença 

intraútero. 
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COLETA OVULAR TÉCNICA DE ICSI TRANSFERÊNCIA 
EMBRIONÁRIA

 

Figura 3-1 

Descrição do procedimento de coleta ovular, injeção intracitoplasmática de 

oócitos (ICSI) e transferência embrionária. A punção folicular para coleta 

bilateral de oócitos é realizada guiada por ultrassonografia transvaginal. Para a 

técnica de ICSI é necessário micromanipulador com pipetas de apreensão do 

óvulo e injeção do espermatozóide. A transferência intra-uterina embrionária é 

realizada por cateter próprio de transferência, por exame especular. 
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3.2.3. Coleta das amostras 

As amostras de sangue (12 ml) e do líquido de folículos maiores que 17 mm de 

diâmetro após a retirada do oócito (12ml) foram coletados em tubos de Falcon 

sem anticoagulante no momento da punção. A seguir eram transportadas e 

condicionadas em gelo até o laboratório, onde foram centrifugadas a 3000 rpm 

durante 10 minutos e armazenadas em tubos ependorffs em freezer a -80ºC 

para posteriores dosagens. Não foi utilizado meio de cultivo para lavagem dos 

folículos ovarianos aspirados cujas amostras foram enviadas para análise. 

 

3.2.4. Dosagens laboratoriais 

 

3.2.4.1. Atividade de N- Acetilglicosaminidase (NAG) 

Para realização da dosagem da NAG, utilizou-se 100µl das amostras de soro e 

líquido folicular que foram colocados em duplicata a uma placa de 96 poços. 

Nesses poços foram adicionados 100µl do substrato (p-nitrofenil-N-acetil-β-D-

glicosaminida) (Sigma - Aldrich), diluído em tampão citrato/fosfato com pH = 

4,5. A seguir foram incubadas a 37º C durante 10 minutos. Por último, foram 

adicionados 100µl de tampão glicina 0,2M, pH = 10,6 (Figura 3.2). A 

absorbância foi medida por espectrofotometria em leitor de Elisa (Thermoplate 

3200 TM) com comprimento de onda de 400 nm. Os resultados foram expressos 

em atividade de NAG (Absorbância em OD 400 nm/ml de cada amostra). 
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1. Distribuição das amostras na placa (96 poços):
100µl de soro ou líquido folicular em duplicata

3. Incubação:
estufa a 37oC por 10 minutos

2. Adição do substrato:
100µl de p-nitrofenil-N-acetil-β-D-glicosaminida diluido em tampão 

citrato/fosfato (pH 4,5)

4. Reação da atividade enzimática do NAG:
100µl de tampão glicina 0,2M (pH 10,6)

5. Leitura:
medida da absorbância por espectofotometria com comprimento de 

onda de 400nm

 

Figura 3-2 

Fluxograma do protocolo básico de ELISA para detecção da atividade de N- 

Acetilglicosaminidase (NAG). 

Nota: ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; NAG -N- Acetilglicosaminidase. 
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3.2.4.2. Atividade de Mieloperoxidase (MPO) 

Para a dosagem da atividade do MPO foram utilizados amostras de soro e 

líquido folicular diluídas em tampão fosfato com pH 5,4 nas concentrações de 

1:3 e 1:1, respectivamente. Em seguida foi colocado 25µl das amostras em 

duplicata a uma placa de 96 poços. Às amostras, adicionaram-se 25µl do 

substrato TMB (3,3’, 5,5’ – tetrametilbenzidina – Sigma - Aldrich) diluído em 

DMSO (Dimetil sulfóxido – Merck) e procedeu-se à incubação da placa a 37º C 

por 5 minutos. Após esse período, foi acrescentado 100µl de peróxido de 

hidrogênio 0,003% a cada poço e a placa foi novamente incubada a 37º C por 

5 minutos. A reação foi interrompida através da adição de 100µl de H2SO4, 4M 

(Figura 3.3). A absorbância foi medida por espectrofotometria em comprimento 

de onda de 450 nm pelo aparelho Thermoplate 3200 TM. Os resultados foram 

expressos em atividade de MPO (Absorbância em OD 450 nm /ml das 

amostras). 
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1. Diluição e distribuição das amostras na placa (96 poços):
diluição das amostras em tampão fosfato (pH 5,4) nas concentrações

1:3 no soro e 1:1 no líquido folicular
25µl das amostras diluidas em duplicata na placa

3. Incubação:
estufa a 37oC por 5 minutos

2. Adição do substrato:
25µl de TMB (tetrametilbenzidina) diluido em tampão DMSO

4. Catalização da reação enzimática do MPO:
100µl de peróxido de hidrogênio 0,003%

7. Leitura:
medida da absorbância por espectofotometria com comprimento de 

onda de 450nm

6. Interrupção da reação enzimática do MPO:
100µl de H2SO4 4M

5. Incubação:
estufa a 37oC por 5 minutos

 

Figura 3-3 

Fluxograma do protocolo básico de ELISA para detecção da atividade de 

Mieloperoxidase (MPO). 

Nota: ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; DMSO - Dimetilsulfóxido; H2SO4 - Ácido 

sulfúrico; MPO - Mieloperoxidase. 
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3.2.4.3. Dosagem da proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1) 

A quimiocina MCP-1 foi avaliada pela técnica de ELISA utilizando o KIT 

Citocina Humana  LINCOplex – 1 Plex MCP-1 Humano- HCYTO-60K ( Texas – 

EUA) e a leitura foi realizada pelo equipamento Luminex 200TM (Software 

versão 2.3 – Texas – EUA). 

O ensaio enzimático foi realizado seguindo-se os passos do protocolo 

padronizado pelo fornecedor do Kit. A placa de 96 poços “virgem” foi fixada 

com anticorpo policlonal. Lavou-se cada poço da placa com 200 µl de solução 

tampão-ensaio, agitando-se a placa por 10 minutos à temperatura ambiente. 

Removeu-se toda essa solução e acrescentou-se 25 µl de solução tampão-

ensaio aos poços classificados como “brancos”, como curva padrão e aos 

locais destinados às amostras. Uma fração de 25 µl de cada amostra foi 

adicionada aos poços apropriados, permitindo que os anticorpos específicos 

fossem ligados aos antígenos. Acrescentou-se às amostras meio próprio para 

lavagem dos anticorpos e a placa foi incubada por uma hora à temperatura 

ambiente. Lavou-se a placa duas vezes com 200 µl de solução de lavagem, 

com a finalidade de retirar os anticorpos não ligados. Adicionou-se aos poços 

25 µl de solução para detecção do anticorpo e 25 µl de estreptavidina e a placa 

foi novamente incubada por trinta minutos à temperatura ambiente. Lavou-se a 

placa duas vezes com 200 µl de solução de lavagem para retirar os conjugados 

não ligados. Foi então adicionado 100 µl do substrato cromogênico para 

detectar a presença da ligação antígeno anticorpo (figuras 3.4 e 3.5). A placa 

foi encaminhada ao aparelho de leitura de ELISA. 

Sensibilidade do KIT: 1,29 pg/ml.  
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Erro intra-ensaio: 11,1 %CV.  

Erro inter-ensaio: 6,5 %CV 
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ANTICORPO 
POLICLONAL
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MUDANÇA NA 
COLORAÇÃO

 

Figura 3-4 

Representação esquemática da técnica de ELISA utilizada para avaliação da 

proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1). 

Nota: ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; MCP-1 - Proteína quimiotática de 

monócitos-1. 
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1. Fixação da placa com anticorpo:
96 poços “virgem” com anticorpo policlonal específico

2. Lavagem da placa:
200µl solução tampão

3. Remoção da solução

8. Detecção da ligação antígeno-anticorpo:
100µl do substrato cromogênico OPD (O-fenilenodiamina)

espectofotometria no leitor ELISA

5. Lavagem da placa (retirada de anticorpos não ligados):
200µl solução de lavagem

4. Adição das amostras (ligação antígeno-anticorpo):
25µl da solução tampão + 25µl da amostra de soro ou líquido folicular

6. Formação do anticorpo conjugado:
25µl solução de detecção do anticorpo + 25µl estreptavidina

7. Lavagem da placa (retirada de conjugados não ligados):
200µl solução de lavagem

 

Figura 3-5 

Fluxograma do protocolo básico de ELISA para detecção da proteína 

quimiotática de monócitos-1 (MCP-1). 

Nota: ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; MCP-1 - Proteína quimiotática de 

monócitos-1. 

Foram utilizados: 1- Anticorpo biotinilado de detecção da quimiocina humana 

    2 – Solução tampão-ensaio: PBS + EDTA + ázido de sódio + BSA 

    3 – Solução de lavagem: 1:10 água deionizada + PBS (0,05%) 
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3.2.4.4. Dosagem da Proteína C reativa (PCR) 

A medida quantitativa de PCR de alta sensibilidade foi realizada pelo método 

nefelométrico (Dade Behring Inc., Newark, DE, EUA). Por esse método, a 

aglutinação das partículas recobertas por anticorpos anti-PCR foi mensurada 

pela intensidade da luz refletida, proporcional à concentração de PCR nas 

amostras. Partículas de poliestireno, recobertas com um anticorpo monoclonal 

anti-PCR sofreram aglutinação quando misturados às amostras que contém 

PCR (limite de detecção 0,0175 mg/dl). Para a reprodutibilidade do PCR em 

baixas concentrações, foram utilizados volumes de 0,5 ml de soro e líquido 

folicular os quais foram diluídos na proporção de 1/10ml com albumina bovina 

60g/l. A concentração de PCR (expressa em mg/l) foi calculada a partir de uma 

curva elaborada com um soro padrão fornecido pelo kit (com concentração 

conhecida) e testado em diferentes diluições. O valor de referência do método 

foi ≤ 3,5 mg/l. 

 

3.3. Análise estatística 

As informações foram codificadas e digitadas em banco de dados no programa 

SPSS para Windows versão 10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA), que 

desenvolveu os cálculos posteriores. Todos os dados analisados foram 

submetidos ao exame de normalidade utilizando-se o teste Kolmogorov-

Smirnov. As variáveis foram descritas por meio de suas médias, valores 

mínimos, máximos e erro padrão da média. As diferenças entre as médias 

foram feitas pelo teste t de Student. As demais comparações foram feitas pelo 

teste do qui-quadrado (comparação entre grupos independentes). As 
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diferenças ou correlações com valor de p<0,05 foram consideradas 

significativas. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Características gerais da amostra 

O estudo incluiu pacientes com idades variando entre 20 e 37 anos 

(média±erro padrão da média = 28,9±0,6 anos). O índice de massa corpórea 

(IMC) médio foi de 21,7±0,4 Kg/cm2 (17,6 a 28,0 Kg/cm2). A infertilidade 

primária foi evidenciada em 31 pacientes (86,1%) e secundária em 5 pacientes 

(13,9%). 

Todas as pacientes estudadas apresentavam fator masculino associado como 

mostra a Tabela 4-1. 

Como ilustra a tabela 4-2, não houve diferença significativa pré-estimulação 

ovariana controlada para técnica de reprodução assistida (ICSI) de pacientes 

com anovulação crônica (casos) e pacientes com ciclos menstruais regulares e 

ovulatórios (controle) em relação à idade (p=0,859), tipo de infertilidade 

(p=0,539), tempo de infertilidade (p=0,742), IMC (p=0,648) e FSH basal 

(p=0,541). As pacientes com infertilidade por anovulação crônica apresentaram 

uma maior dosagem sérica de LH basal (8,4±0,7 versus 5,7±0,8 UI/ml; 

p=0,017), contagem de folículos antrais no 3º dia do ciclo menstrual (29,1±1,6 

versus 19,1±0,9; p<0,001), volume ovariano direito (12,3±0,5 versus 5,5±0,3 

cm3; p<0,001) e esquerdo (11,5±0,5 versus 5,8±0,4 cm3; p<0,001) em 

comparação àquelas do grupo controle. 
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Tabela 4-1: Etiologia do fator masculino de infertilidade em pacientes com 

anovulação crônica (casos) e pacientes com ciclos menstruais regulares e 

ovulatórios (controle) submetidas a hiperestimulação ovariana controlada para 

técnica de reprodução assistida (ICSI). 

Fator masculino 

Anovulação crônica

(casos) 

n (%) 

Ciclos 

menstruais 

ovulatórios 

(controle) 

n (%) 

Oligoastenoteratozoospermia 4 (38,8%) 6 (26,1%) 

Azoospermia 0 7 (30,4%) 

Astenozoospermia 5 (38,5%) 0 

Astenoteratozoospermia 1 (7,7%) 5 (21,7%) 

Teratozoospermia 1 (7,7%) 3 (13%) 

Oligozoospermia 1 (7,7%) 1 (4,3%) 

Oligoastenozoospermia 1 (7,7%) 1 (4,3%) 

 

Nota: ICSI - Injeção intracitoplasmática de espermatozóide. O diagnóstico foi baseado em pelo 

menos 3 espermogramas e a morfologia analisada pelo critério estrito de Kruger(59). 
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Tabela 4-2: Comparação das características clínico-laboratoriais pré-

estimulação ovariana controlada para técnica de reprodução assistida (ICSI) de 

pacientes com infertilidade por anovulação crônica (casos) com pacientes 

apresentando ciclos menstruais regulares e ovulatórios associado a fator 

masculino (controle). 

Características clínico-

laboratoriais 

Anovulação 

crônica 

(casos) 

n=13 

Ciclos 

menstruais 

ovulatórios 

(controle) 

n=23 

p 

Idade (anos) 28,8±0,9 29±0,8 0,859 

Tipo de infertilidade    

   Primária 11 (84,6%) 22 (95,7%) 0,539 

   Secundária 2 (15,4%) 1 (4,3%)  

Tempo de infertilidade (anos) 4,3±0,9 3,9±0,6 0,742 

IMC (Kg/cm2) 21,9±0,4 21,6±0,6 0,648 

FSH 3o dia do ciclo (mUI/ml) 5,6±0,3 5,8±0,2 0,541 

LH 3o dia do ciclo (mUI/ml) 8,4±0,7 5,7±0,8 0,017 
Contagem de folículos antrais no 

3o dia do ciclo 
29,1±1,6 19,1±0,9 <0,001

Volume ovariano (cm3)    

   Direito 12,3±0,5 5,5±0,3 <0,001
   Esquerdo 11,5±0,5 5,8±0,4 <0,001

 

Nota: ICSI - Injeção intracitoplasmática de espermatozóide; IMC - Índice de massa corpórea; 

FSH – Hormônio folículo estimulante; LH – Hormônio luteinizante. Os valores representam a 

média±erro padrão da média ou número de casos (%). Utilizou-se o teste t de Student e do qui-

quadrado para avaliação das diferenças entre os grupos. 
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Não houve diferença significativa após a estimulação ovariana controlada para 

técnica de reprodução assistida (ICSI) entre os casos e controles em relação 

ao número de ampolas de hMG (p=0,494), oócitos obtidos (p=0,662), oócitos 

maduros (MII) (p=0,223), taxa de fertilização (p=0,907) ou número de embriões 

transferidos (p=0,120) (Tabela 4-3). 

Como ilustra a figura 4-1, não houve diferenças na taxa de síndrome do 

hiperestímulo ovariano (15,4 versus 13%; p=1,00) e gravidez (38,5 versus 

45,5%; p=0,737) entre pacientes com anovulação crônica (casos) e pacientes 

com ciclos menstruais regulares e ovulatórios (controle) após hiperestimulação 

ovariana controlada para técnica de reprodução assistida. 
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Tabela 4-3: Comparação das características laboratoriais de pacientes com 

infertilidade por anovulação crônica (casos) com pacientes apresentando ciclos 

menstruais regulares e ovulatórios associado a fator masculino (controle) após 

hiperestimulação ovariana controlada para técnica de reprodução assistida 

(ICSI). 

Características clínico-

laboratoriais 

Anovulação 

crônica 

(casos) 

n=13 

Ciclos 

menstruais 

ovulatórios 

(controle) 

n=23 

p 

Número de ampolas de hMG 25,5±2,4 27,3±1,4 0,494 

Número oócitos obtidos 24,9±3,3 23,2±2,2 0,662 

Número de oócitos maduros 

(MII) 
21,1±3,1 17,5±1,4 0,223 

Taxa de fertilização (%) 74,1±4,9 73,3±4,1 0,907 

Número de embriões 

transferidos 
3,1±0,1 3,3±0,1 0,120 

 

Nota: ICSI - Injeção intracitoplasmática de espermatozóide; hMG – Gonadotrofina humana 

menopausada; MII – Metáfase II(60). Os valores representam a média±erro padrão da média ou 

porcentagem dos casos. Considerou-se taxa de fertilização a relação entre o número de 

oócitos fertilizados com a presença de 2 pró-núcleos / o número de oócitos maduros injetados. 

Utilizou-se o teste t de Student para avaliação das diferenças entre os grupos. 
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Figura 4-1 

Comparação da taxa de síndrome do hiperestímulo ovariano (A) e gravidez (B) 

em pacientes com infertilidade por anovulação crônica (casos) com pacientes 

apresentando ciclos menstruais regulares e ovulatórios associado a fator 

masculino (controle) submetidas a hiperestimulação ovariana controlada para 

técnica de reprodução assistida (ICSI). 

Nota: SHO - Síndrome do hiperestímulo ovariano; ICSI - Injeção intracitoplasmática de 

espermatozóide. Utilizou-se o teste do qui-quadrado para avaliação das diferenças entre os 

grupos. 
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4.2. Atividade de N- Acetilglicosaminidase (NAG) 

A atividade de NAG nas pacientes do grupo controle foi superior no soro em 

comparação à atividade no líquido folicular (191,6±8,0 versus 309,8±17,0 

nmol/l; p<0,001) (Figura 4-2). As pacientes com infertilidade por anovulação 

crônica (casos) apresentaram uma maior atividade de NAG no líquido folicular 

em comparação ao grupo controle (216,3±15,8 versus 187,9±7,7 nmol/l; 

p=0,025) (Figura 4-3A). Não houve diferença na atividade sérica do NAG entre 

os grupos (344,2±38,3 versus 309,8±17 nmol/l; p=0,346) (Figura 4-3B). 
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Figura 4-2 

Comparação da atividade de NAG no líquido folicular com a atividade sérica 

em pacientes com infertilidade por anovulação crônica (casos) com pacientes 

apresentando ciclos menstruais regulares e ovulatórios associado a fator 

masculino (controle) submetidas a hiperestimulação ovariana controlada para 

técnica de reprodução assistida (ICSI). 

Nota: NAG - N- Acetilglicosaminidase; Injeção intracitoplasmática de espermatozóide. A 

dosagem de NAG foi realizada pelo método de ELISA. As diferenças entre as médias foram 

feitas pelo teste t de Student. As colunas representam as médias e as barras os erros padrão 

da média. 
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Figura 4-3 

Comparação da atividade de NAG no líquido folicular (A) e soro (B) em 

pacientes com infertilidade por anovulação crônica (casos) com pacientes 

apresentando ciclos menstruais regulares e ovulatórios associado a fator 

masculino (controle) submetidas a hiperestimulação ovariana controlada para 

técnica de reprodução assistida (ICSI). 

Nota: NAG - N- Acetilglicosaminidase; ICSI - Injeção intracitoplasmática de espermatozóide. A 

dosagem de NAG foi realizada pelo método de ELISA. As diferenças entre as médias foram 

feitas pelo teste t de Student. As colunas representam as médias e as barras os erros padrão 

da média. 
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4.3. Atividade de Mieloperoxidase (MPO) 

A atividade de MPO nas pacientes com infertilidade por anovulação crônica 

(casos) foi superior no líquido folicular em comparação à atividade sérica 

(3,1±0,2 versus 2,6±2,2 absorbância; p=0,035). Nas pacientes do grupo 

controle a atividade de MPO no soro foi superior à do líquido folicular (2,5±0,1 

versus 3,4±0,1 absorbância; p<0,001) (Figura 4-4). A atividade de MPO no 

líquido folicular foi superior nos casos em comparação aos controles (3,0±0,2 

versus 2,5±0,1 absorbância; p=0,030) (Figura 4-5A). As dosagens séricas 

mostraram uma menor atividade nos casos em comparação aos controles 

(2,6±0,2 versus 3,4±0,1 absorbância; p=0,001) (Figura 4-5B). 
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Figura 4-4 

Comparação da atividade de MPO no líquido folicular com a atividade sérica 

em pacientes com infertilidade por anovulação crônica (casos) com pacientes 

apresentando ciclos menstruais regulares e ovulatórios associado a fator 

masculino (controle) submetidas a hiperestimulação ovariana controlada para 

técnica de reprodução assistida (ICSI). 

Nota: MPO – Mieloperoxidase; ICSI - Injeção intracitoplasmática de espermatozóide. A 

dosagem de MPO foi realizada pelo método de ELISA. As diferenças entre as médias foram 

feitas pelo teste t de Student. As colunas representam as médias e as barras os erros padrão 

da média. 
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Figura 4-5 

Comparação da atividade de MPO no líquido folicular (A) e soro (B) em 

pacientes com infertilidade por anovulação crônica (casos) com pacientes 

apresentando ciclos menstruais regulares e ovulatórios associado a fator 

masculino (controle) submetidas a hiperestimulação ovariana controlada para 

técnica de reprodução assistida (ICSI). 

Nota: MPO – Mieloperoxidase; ICSI - Injeção intracitoplasmática de espermatozóide. A 

dosagem de MPO foi realizada pelo método de ELISA. As diferenças entre as médias foram 

feitas pelo teste t de Student. As colunas representam as médias e as barras os erros padrão 

da média. 
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4.4. Dosagem da Proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1) 

A dosagem de MCP-1 foi superior no líquido folicular em comparação ao soro 

nos casos (200,6±32,3 versus 64,9±18,8 pg/ml; p=0,008) e controles 

(234,8±24,3 versus 62,2±11,4 pg/ml; p<0,001) (Figura 4-6). Não houve 

diferença na dosagem de MCP-1 em pacientes com infertilidade por 

anovulação crônica (casos) em comparação aos controles no líquido folicular 

(193,8±27,8 versus 234,7±24,3 pg/ml; p=0,285) ou soro (64,9±318,8 versus 

61±10,9 pg/ml; p=0,852) (Figura 4-7). 
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Figura 4-6 

Comparação da dosagem de MCP-1 no líquido folicular com a dosagem sérica 

em pacientes com infertilidade por anovulação crônica (casos) com pacientes 

apresentando ciclos menstruais regulares e ovulatórios associado a fator 

masculino (controle) submetidas a hiperestimulação ovariana controlada para 

técnica de reprodução assistida (ICSI). 

Nota: MCP-1 – Proteína quimiotática de monócitos-1; ICSI - Injeção intracitoplasmática de 

espermatozóide. A dosagem de MCP-1 foi avaliada pelo método de ELISA. As diferenças entre 

as médias foram feitas pelo teste t de Student. As colunas representam as médias e as barras 

os erros padrão da média. 
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Figura 4-7 

Comparação da dosagem de MCP-1 no líquido folicular (A) e soro (B) em 

pacientes com infertilidade por anovulação crônica (casos) com pacientes 

apresentando ciclos menstruais regulares e ovulatórios associado a fator 

masculino (controle) submetidas a hiperestimulação ovariana controlada para 

técnica de reprodução assistida (ICSI). 

Nota: MCP-1 – Proteína quimiotática de monócitos-1; ICSI - Injeção intracitoplasmática de 

espermatozóide. A dosagem de MCP-1 foi avaliada pelo método de ELISA. As diferenças entre 

as médias foram feitas pelo teste t de Student. As colunas representam as médias e as barras 

os erros padrão da média. 



Resultados 56

4.5. Dosagem de Proteína C reativa (PCR) 

A dosagem de PCR foi superior no soro em comparação ao líquido folicular nos 

casos (2,1±0,5 versus 3,0±0,7 mg/L; p=0,015) e controles (0,9±0,2 versus 

1,5±0,3 mg/L; p=0,002) (Figura 4-8). As pacientes com infertilidade por 

anovulação crônica (casos) apresentaram uma maior dosagem de PCR no 

líquido folicular (2,1±0,4 versus 0,9±0,1 mg/L; p=0,025) e soro (3,0±0,7 versus 

1,5±0,3 mg/L; p=0,024) em comparação ao grupo controle (Figura 4-9). 

 

A tabela 4-4 mostra uma representação esquemática dos resultados obtidos 

nas dosagens de NAG, MPO, MCP-1 e PCR no líquido folicular e soro em 

pacientes com infertilidade por anovulação crônica (casos) com pacientes 

apresentando ciclos menstruais regulares e ovulatórios associado a fator 

masculino (controle) submetidas a hiperestimulação ovariana controlada para 

técnica de reprodução assistida (ICSI). 
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Figura 4-8 

Comparação da dosagem de PCR no líquido folicular com a dosagem sérica 

em pacientes com infertilidade por anovulação crônica (casos) com pacientes 

apresentando ciclos menstruais regulares e ovulatórios associado a fator 

masculino (controle) submetidas a hiperestimulação ovariana controlada para 

técnica de reprodução assistida (ICSI). 

Nota: PCR – Proteína C reativa; ICSI - Injeção intracitoplasmática de espermatozóide. A 

dosagem de PCR foi realizada pelo método nefelométrico. As diferenças entre as médias foram 

feitas pelo teste t de Student. As colunas representam as médias e as barras os erros padrão 

da média. 
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Figura 4-9 

Comparação da dosagem de PCR no líquido folicular (A) e soro (B) em 

pacientes com infertilidade por anovulação crônica (casos) com pacientes 

apresentando ciclos menstruais regulares e ovulatórios associado a fator 

masculino (controle) submetidas a hiperestimulação ovariana controlada para 

técnica de reprodução assistida (ICSI). 

Nota: PCR – Proteína C reativa; ICSI - Injeção intracitoplasmática de espermatozóide. A 

dosagem de PCR foi realizada pelo método nefelométrico. As diferenças entre as médias foram 

feitas pelo teste t de Student. As colunas representam as médias e as barras os erros padrão 

da média. 
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Tabela 4-4: Representação esquemática dos resultados obtidos nas dosagens 

de NAG, MPO, MCP-1 e PCR no líquido folicular e soro em pacientes com 

infertilidade por anovulação crônica (casos) com pacientes apresentando ciclos 

menstruais regulares e ovulatórios associado a fator masculino (controle) 

submetidas a hiperestimulação ovariana controlada para técnica de reprodução 

assistida (ICSI). 

 
Anovulação crônica 

(casos) 

Ciclos menstruais 

ovulatórios 

(controle) 

 
Líquido 

folicular 
Soro 

Líquido 

folicular 
Soro 

NAG ↑ ↑↑ → ↑↑ 

MPO ↑↑ → → ↑↑ 

MCP-1 ↑↑ → ↑↑ → 

PCR ↑ ↑↑ → ↑ 

 

Nota: NAG - N- Acetilglicosaminidase; MPO - Mieloperoxidase; MCP-1 - Proteína quimiotática 

de monócitos-1; PCR - Proteína C reativa; ICSI - Injeção intracitoplasmática de 

espermatozóide. As dosagens de NAG, MPO e MCP-1 foram realizadas pelo método de ELISA 

e a dosagem de PCR foi realizada pelo método nefelométrico. 
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4.6. Associação das dosagens de NAG, MPO, MCP-1 e PCR com 

desfechos reprodutivos 

Nas tabelas 4.5 e 4.6 houve associação significativa na dosagem de MPO no 

soro, respectivamente com um maior número de oócitos totais e maduros 

obtidos durante a punção folicular. 

 

Como mostra a tabela 4-7 houve uma associação significativa da dosagem do 

MCP-1 no líquido folicular (p=0,038) e dosagem sérica do PCR (p=0,016) com 

a ocorrência da SHO em pacientes submetidas a hiperestimulação ovariana 

controlada para técnica de reprodução assistida (ICSI). Não houve associação 

das dosagens de NAG, MPO, MCP-1 e PCR no líquido folicular e soro com a 

taxa de gravidez (Tabela 4-6). 
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Tabela 4-5: Associação entre as dosagens de NAG, MPO, MCP-1 e PCR no 

líquido folicular e soro com o número de oócitos obtidos na punção folicular em 

pacientes com infertilidade por anovulação crônica (casos) com pacientes 

apresentando ciclos menstruais regulares e ovulatórios associado a fator 

masculino (controle) submetidas a hiperestimulação ovariana controlada para 

técnica de reprodução assistida (ICSI). 

 Oócitos obtidos ≥ 24 

 Não 

(n=19) 

Sim 

(n=17) 

p 

NAG (nmol/l)    

   Líquido folicular 200,8±10,3 199,6±11,9 0,944 

   Soro 313,8±22,2 332,0±26,7 0,904 

MPO (absorbância)    

   Líquido folicular 2,7±0,1 2,7±0,2 0,753 

   Soro 3,1±0,2 3,2±0,2 0,005 
MCP-1 (pg/ml)    

   Líquido folicular 220,1±20,0 222,4±37,2 0,961 

   Soro 63,4±12,8 62,8±15,2 0,737 

PCR (mg/L)    

   Líquido folicular 1,1±0,2 1,5±0,4 0,610 

   Soro 1,9±0,4 1,93±0,6 0,919 

 

Nota: NAG - N- Acetilglicosaminidase; MPO - Mieloperoxidase; MCP-1 - Proteína quimiotática 

de monócitos-1; PCR - Proteína C reativa; ICSI - Injeção intracitoplasmática de 

espermatozóide. Considerou-se como ponte de corte para dicotomização entre os grupos a 

média do número de oócitos obtidos. As dosagens de NAG, MPO e MCP-1 foram realizadas 

pelo método de ELISA e a dosagem de PCR foi realizada pelo método nefelométrico. As 

diferenças entre as médias foram feitas pelo teste t de Student. 
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Tabela 4-6: Associação entre as dosagens de NAG, MPO, MCP-1 e PCR no 

líquido folicular e soro com o número de oócitos maduros (MII)(60) obtidos na 

punção folicular em pacientes com infertilidade por anovulação crônica (casos) 

com pacientes apresentando ciclos menstruais regulares e ovulatórios 

associado a fator masculino (controle) submetidas a hiperestimulação ovariana 

controlada para técnica de reprodução assistida (ICSI). 

 

 Oócitos maduros (MII)(60) ≥ 19 

 Não 

(n=19) 

Sim 

(n=17) 

p 

NAG (nmol/l)    

   Líquido folicular 200,8±10,3 199,6±11,9 0,765 

   Soro 313,8±22,2 332,0±26,7 0,379 

MPO (absorbância)    

   Líquido folicular 2,7±0,1 2,7±0,2 0,529 

   Soro 3,1±0,2 3,2±0,2 0,016 
MCP-1 (pg/ml)    

   Líquido folicular 220,1±20,0 222,4±37,2 0,401 

   Soro 63,4±12,8 62,8±15,2 0,391 

PCR (mg/L)    

   Líquido folicular 1,1±0,2 1,5±0,4 0,368 

   Soro 1,9±0,4 1,9±0,6 0,857 

 

Nota: MII - Metáfase II; NAG - N- Acetilglicosaminidase; MPO - Mieloperoxidase; MCP-1 - 

Proteína quimiotática de monócitos-1; PCR - Proteína C reativa; ICSI - Injeção 

intracitoplasmática de espermatozóide. Considerou-se como ponte de corte para dicotomização 

entre os grupos a média do número de oócitos maduros (MII)(60). As dosagens de NAG, MPO e 

MCP-1 foram realizadas pelo método de ELISA e a dosagem de PCR foi realizada pelo método 

nefelométrico. As diferenças entre as médias foram feitas pelo teste t de Student. 
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Tabela 4-7: Associação entre as dosagens de NAG, MPO, MCP-1 e PCR no 

líquido folicular e soro com a ocorrência da Síndrome do hiperestímulo 

ovariano em pacientes com infertilidade por anovulação crônica (casos) com 

pacientes apresentando ciclos menstruais regulares e ovulatórios associado a 

fator masculino (controle) submetidas a hiperestimulação ovariana controlada 

para técnica de reprodução assistida (ICSI). 

 SHO 

 
Não 

(n=31) 

Sim 

(n=5) 

p 

NAG (nmol/l)    

   Líquido folicular 196,6±8,2 221,7±21,0 0,261 

   Soro 329,7±18,4 272,5±29,3 0,199 

MPO (absorbância)    

   Líquido folicular 2,7±0,12 2,7±0,4 0,888 

   Soro 3,2±0,13 2,6±0,3 0,05 

MCP-1 (pg/ml)    

   Líquido folicular 202,6±16,6 308,3±71,6 0,038 
   Soro 63,8±11,1 54,5±8,8 0,725 

PCR (mg/L)    

   Líquido folicular 1,1±0,2 2,16±0,7 0,091 

   Soro 1,6±0,3 3,64±1,1 0,016 
 

Nota: NAG - N- Acetilglicosaminidase; MPO - Mieloperoxidase; MCP-1 - Proteína quimiotática 

de monócitos-1; PCR - Proteína C reativa; ICSI - Injeção intracitoplasmática de 

espermatozóide; SHO – Síndrome do hiperestímulo ovariano. As dosagens de NAG, MPO e 

MCP-1 foram realizadas pelo método de ELISA e a dosagem de PCR foi realizada pelo método 

nefelométrico. As diferenças entre as médias foram feitas pelo teste t de Student. 
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Tabela 4-8: Associação entre as dosagens de NAG, MPO, MCP-1 e PCR no 

líquido folicular e soro com a ocorrência de gravidez em pacientes com 

infertilidade por anovulação crônica (casos) com pacientes apresentando ciclos 

menstruais regulares e ovulatórios associado a fator masculino (controle) 

submetidas a hiperestimulação ovariana controlada para técnica de reprodução 

assistida (ICSI). 

 Gravidez 

 Não 

(n=21) 

Sim 

(n=15) 

p 

NAG (nmol/l)    

   Líquido folicular 203,7±10,7 197,8±11,9 0,720 

   Soro 313,8±22,2 331,9±26,7 0,601 

MPO (absorbância)    

   Líquido folicular 2,7±0,1 2,76±0,2 0,781 

   Soro 3,1±0,2 3,2±0,2 0,542 

MCP-1 (pg/ml)    

   Líquido folicular 220,1±20,0 222,4±37,2 0,953 

   Soro 63,4±12,8 62,8±15,2 0,976 

PCR (mg/L)    

   Líquido folicular 1,1±0,2 1,5±0,4 0,430 

   Soro 1,9±0,4 1,9±0,6 0,989 

 

Nota: NAG - N- Acetilglicosaminidase; MPO - Mieloperoxidase; MCP-1 - Proteína quimiotática 

de monócitos-1; PCR - Proteína C reativa; ICSI - Injeção intracitoplasmática de 

espermatozóide. As dosagens de NAG, MPO e MCP-1 foram realizadas pelo método de ELISA 

e a dosagem de PCR foi realizada pelo método nefelométrico. As diferenças entre as médias 

foram feitas pelo teste t de Student. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Neste estudo foram avaliadas as dosagens de NAG, MPO, MCP-1 e PCR no 

soro e líquido folicular de pacientes inférteis submetidas à estimulação ovariana 

com gonadotrofinas e ICSI, visando determinar possíveis fatores prognósticos 

e marcadores da resposta inflamatória que poderiam interferir nos resultados 

dessa técnica de reprodução assistida. Essas enzimas e quimiocinas 

estudadas participam de importantes etapas do processo inflamatório como 

marcadores indiretos de proliferação celular, lesão endotelial, atividade 

inflamatória, além de um estudo inespecífico da presença de inflamação 

avaliado pelo PCR(61). A identificação de novos marcadores pode ser valiosa 

para um melhor entendimento do processo de hiperestimulação ovariana, 

trazendo novas perspectivas para a seleção, seguimento e prognóstico dessas 

pacientes(62). 

A anovulação crônica constitui a causa ovariana mais comum de infertilidade 

(63). Apresenta alterações complexas em qualquer etapa de seu retrocontrole 

hormonal, desencadeando o quadro clínico característico de ausência de 

ovulação(63). O exato momento e o fator desencadeante desse processo ainda 

não é bem esclarecido(63). Mecanismos imunes parecem ter um importante 

papel na ocorrência desses eventos, sugerido pela elevada concentração de 

leucócitos alta prevalência de anticorpos antiovarianos e mudanças na ativação 

de linfócitos no sangue periférico dessas pacientes(15,64,65). Os dados na 

literatura sobre a relação entre o envolvimento da anovulação crônica, o risco 

de SHO e o desfecho reprodutivo com uma possível resposta inflamatória 

alterada nessas pacientes são conflitantes(62). 
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O papel das citocinas em pacientes com anovulação crônica têm sido 

investigado, apresentando resultados controversos na literatura(66). Não houve 

diferença nas concentrações de IL-6, IL-1 e TNF-α no líquido folicular, em 

ciclos não estimulados, em pacientes com anovulação crônica comparadas 

àquelas com ciclos regulares(66,67). Uma maior concentração de TNF-α no 

líquido folicular foi evidenciada em mulheres com anovulação crônica em ciclos 

não estimulados(68,69). O motivo da controvérsia nesses resultados pode ser 

devido às diferenças na forma de avaliação, período da análise e no grupo 

estudado(70). Esse estudo avaliou pacientes com anovulação crônica que 

representam uma população de risco para estimulação ovariana excessiva(53). 

As citocinas presentes no fluido folicular e ovário exercem efeitos diretos sobre 

a esteroidogênese, proliferação de células da granulosa, crescimento folicular e 

concentração de receptores de gonadotrofinas(71). As gonadotrofinas podem 

modular a produção de citocinas durante os diferentes estágios da 

foliculogênese(72). O presente estudo avaliou a resposta inflamatória após a 

administração do hCG em um ciclo de hiperestimulação ovariana controlada 

com gonadotrofinas para técnica de reprodução assistida (ICSI). Esse 

momento da avaliação possibilitou a obtenção das amostras de líquido folicular 

e soro em uma mesma fase de desenvolvimento folicular. 

Nesse estudo foram avaliados mediadores da resposta inflamatória e 

proliferação celular, derivados de macrófagos e neutrófilos, representados pelo 

NAG e MPO. A ativação e a liberação de marcadores indiretos dessas células 

e sua participação ou influência nos eventos do ciclo reprodutivo, em ciclos 

normais e em pacientes com anovulação crônica, ainda não foram avaliados. 
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As técnicas de imunoensaio utilizadas e reproduzidas nessa pesquisa para 

dosagem do NAG e MPO são bem estabelecidas e sensíveis na correlação 

entre a medida da atividade dessas enzimas e a infiltração celular tecidual de 

macrófagos e neutrófilos que elas representam, confirmados pela análise 

histológica dos tecidos expostos(63,71,74). 

A quimiocina MCP-1 é considerada uma importante moduladora dos eventos 

periovulatórios(71). Sua avaliação no fluido folicular em pacientes submetidas a 

técnicas de reprodução assistida têm sido implicada como possível marcador 

molecular de maturação oocitária e fertilização(71). A expressão da proteína 

MCP-1 e RNA-m em células estromais e granulosas luteinizadas foram 

demonstradas em cultura de células obtidas de líquidos foliculares de pacientes 

submetidas à fertilização in vitro e avaliadas por técnica de imunocitoquímica e 

ELISA(32). Demonstrou-se uma associação do MCP-1 com a IL-1α, TNF-α e 

LH/hCG(32). Não há relatos na literatura sobre o comportamento do MCP-1 em 

pacientes com anovulação crônica, submetidas a hiperestimulação ovariana. 

Como nessas mulheres há uma alta incidência de oócitos imaturos obtidos 

durante a punção folicular, um risco elevado de hiperestimulação ovariana e 

uma menor taxa de gravidez quando comparadas a mulheres férteis, o 

comportamento dessa quimiocina foi avaliado nesse estudo(75,76). 

A técnica de ELISA é capaz de detectar o nível de quimiocinas presentes em 

uma amostra(10). Entre os diversos kit’s comercializados encontram-se 

diferenças na sensibilidade o que poderia justificar as diversidades observadas 

entre vários estudos(40). Os resultados, no entanto podem ser confirmados e 

validados utilizando a análise da expressão dos receptores das quimiocinas 

pela precisa medida do RNA-m seguida pela ativação do gene, avaliados por 
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reação em cadeia da polimerase-transcriptase reversa (RT-PCR) (10). Essa 

técnica apresenta uma sensibilidade maior que o ELISA(40), no entanto 

apresenta um custo elevado inviabilizando nosso estudo. 

Vários estudos têm sugerido que pacientes com anovulação crônica 

encontram-se em um estado inflamatório crônico(77,78). Os níveis de PCR são 

maiores em pacientes com anovulação crônica comparadas àquelas com ciclos 

regulares ovulatórios(79,80). Para completar a hipótese da existência de uma 

resposta inflamatória alterada tanto sistêmica quanto local no grupo de 

pacientes com anovulação crônica comparadas com as de ciclos regulares e 

ovulatórios, utilizamos também a dosagem de PCR como marcador inflamatório 

inespecífico. 

A técnica para dosagem da proteína C reativa nesse estudo foi quantitativa, por 

nefelometria com um limite de detecção de 0,0175 mg/dl. Um estudo avaliou a 

dosagem de PCR pela técnica de ELISA no líquido folicular obtido durante a 

coleta ovular e no soro de pacientes submetidas a hiperestimulação ovariana 

controlada para ICSI, com uma sensibilidade de 0,30 ng/ml, encontrando níveis 

maiores sangüíneos que no líquido folicular(81). Outro estudo analisou o PCR no 

líquido folicular e soro de pacientes submetidas a ciclos de FIV pela técnica 

imunoturbidimétrica de alta sensibilidade, apresentando uma variação intra e 

inter ensaio menor que a descrita pelo método anterior, o ELISA (1,0 e 2,9% x 

5,5 e 10,6%, respectivamente) (82). A sensibilidade do método usado foi 

adequada para a avaliação de concentrações muito baixas esperadas no 

material analisado. 
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5.1. Resposta inflamatória na anovulação crônica 

Nesse estudo, as pacientes com anovulação crônicas e submetidas a 

hiperestimulação ovariana com gonadotrofinas para ICSI apresentaram uma 

maior atividade de NAG e MPO no líquido folicular quando comparadas às 

pacientes com ciclos regulares ovulatórios. Esses valores representam 

respectivamente, de uma maneira indireta, uma maior proliferação local de 

macrófagos e neutrófilos nas pacientes com anovulação crônica. Sabe-se que 

leucócitos presentes no ovário podem regular a função ovariana pela secreção 

local de moduladores(15,83) Existe um fluxo cíclico de leucócitos em associação 

às mudanças nos fluxos sangüíneos e linfáticos durante o ciclo ovariano, que 

pode ser aumentado durante e estimulação ovariana exógena(15). 

O líquido folicular é um material biológico com grande potencial para ser 

investigado e que até o momento apresenta composição celular incerta(84). A 

variedade na composição do líquido folicular pode refletir uma infiltração celular 

de uma reposta inflamatória característica e progressiva presente em outros 

sistemas(84). Um estudo avaliou a contagem e caracterização dos leucócitos e 

eritrócitos no aspirado folicular e sangue periférico em pacientes submetidas à 

estimulação ovariana e FIV(84). Não houve associação entre o número de 

leucócitos e eritrócitos no líquido folicular, afastando a possibilidade do 

acúmulo de células brancas ser resultante de lesão provocada pela punção. O 

perfil dos leucócitos também foi diferente do encontrado no sangue com um 

predomínio no líquido folicular de monócitos/macrófagos e uma menor 

contagem de polimorfonucleares, caracterizando uma população local 

específica(84). Outro estudo, avaliando ciclos menstruais normais, mostrou que 

a camada da teca do folículo periovulatório apresenta um número elevado de 
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neutrófilos e que macrófagos estariam presentes em maior concentração no 

corpo lúteo(85). Sugere-se que desenvolvimento folicular e as características do 

óvulo resultante da estimulação com gonadotrofinas poderiam também alterar o 

padrão migratório dessas células(84). Não existem estudos avaliando as 

enzimas NAG e MPO como marcadores de proliferação celular em pacientes 

submetidas à estimulação ovariana com gonadotrofinas ou em pacientes com 

anovulação crônica. 

O achado de uma atividade do MPO maior no líquido folicular que no soro de 

pacientes com anovulação crônica pode sugerir um acúmulo de neutrófilos 

intraovarianos nesse grupo de pacientes. Não há relatos na literatura sobre a 

avaliação direta ou indireta de alterações nas concentrações de neutrófilos ou 

macrófagos obtidos no líquido folicular de pacientes com anovulação crônica. 

Evidencia-se um maior número de linfócitos T helper e ativados em pacientes 

com anovulação crônica em comparação àquelas ovulatórias(84,87). 

O nível de MCP-1 foi superior no líquido folicular em comparação ao soro nas 

pacientes com anovulação crônica e nas pacientes com ciclos regulares e 

ovulatórios, não havendo diferenças entre os grupos. Um estudo avaliando as 

concentrações de M-CSF e MCP-1, pelo método de ELISA, em pacientes 

submetidas a FIV por fator tubário confirmou esse achado(71). Observou-se uma 

maior concentração do MCP-1 no líquido folicular em comparação ao soro, 

sendo mais elevada nas amostras de fluido folicular que continham oócitos 

maduros(71). Um outro estudo avaliou o MCP-1 pelo método de ELISA, no 

líquido folicular e sangue periférico em pacientes com infertilidade associada a 

um fator masculino, tubária, endometriose e de causa inexplicada(32). Houve 

uma maior concentração de MCP-1 no líquido folicular, aumentando suas 
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concentrações progressivamente horas após a injeção de hCG, avaliados por 

meio de cultura de células granulosas-luteínicas obtidas no líquido folicular 

durante a punção(32). Outro estudo confirmou a maior concentração do MCP-1 

no líquido folicular, mostrando ainda um aumento na sua expressão no período 

ovulatório e com a adição de IL-1 na cultura de células da teca(16). Essa maior 

concentração observada no líquido folicular pode estar relacionada a uma 

maior produção local pelas células foliculares, pelo estímulo causado pelo hCG 

e pela influência de outras citocinas que se encontram também localmente 

aumentadas durante ciclos estimulados, principalmente IL-1 e TNF-α(16,84,88). 

Não houve diferença nos níveis de MCP-1 no líquido folicular ou soro entre os 

grupos estudados. Não há relato na literatura de dosagens de MCP-1 em 

pacientes com anovulação crônica. Um estudo demonstrou um aumento nos 

níveis de TNF-α e IL-6, medidos pela técnica de ELISA, no líquido folicular e 

soro de pacientes com anovulação crônica comparadas àquelas com ciclos 

regulares e submetidas a FIV(62). 

As pacientes com anovulação crônica apresentaram uma maior dosagem de 

PCR no líquido folicular e soro em comparação às pacientes com ciclos 

regulares e ovulatórios. Nenhum estudo avaliando as dosagens de citocinas 

em pacientes com anovulação crônica associou seus achados com a dosagem 

de PCR no líquido folicular ou soro. Um estudo avaliou a dosagem de PCR, por 

imunoturbidimetria no soro e líquido folicular, em pacientes submetidas a 

hiperestimulação ovariana controlada para técnicas de reprodução assistida 

devido à associação de fator masculino, tubário, anovulação ou de causa 

inexplicada(89). Não houve diferença na dosagem do PCR entre os grupos(89). 

Houve um maior nível de PCR no soro dessas pacientes após a administração 
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do hCG, sugerindo a interferência da hiperestimulação ovariana controlada em 

uma resposta inflamatória sistêmica(89). 

 

5.2. Resposta inflamatória e desfechos reprodutivos 

Nesse estudo apenas a dosagem sérica de MPO associou-se 

significativamente com um maior número de oócitos totais e maduros obtidos 

na punção folicular. Um estudo demonstrou que a hiperestimulação ovariana 

controlada e a administração do hCG elevam os níveis de vários mediadores 

da resposta inflamatória, como o PCR e selectinas endoteliais e de leucócitos, 

estimulando ainda a proliferação de neutrófilos(89). 

Vários estudos têm investigado o papel das citocinas no desenvolvimento da 

SHO(90,91,92). O estudo do líquido ascítico e pleural em pacientes que 

apresentaram a SHO mostraram níveis progressivamente mais baixos de 

VEGF, IL-6, IL-8 e TNF-α com a involução da doença(93,94) Um outro estudo 

evidenciou um aumento do VEGF no soro e diminuição no líquido folicular em 

pacientes de risco para a SHO, sem alteração nas concentrações de IL-1β e IL-

6(67,95,96). 

Nesse estudo observamos uma associação significativa da dosagem do MCP-1 

no líquido folicular com a ocorrência da SHO. Não há relatos na literatura sobre 

alteração no nível folicular ou sangüíneo de MCP-1 e sua relação com a SHO. 

Um estudo avaliou em amostras de líquido folicular e sangue os níveis de IL-6, 

IL-8, TNF-α e VEGF em mulheres submetidas a FIV e que desenvolveram a 

SHO, comparadas a grupos que não apresentaram essa complicação(94,97). 

Houve um aumento de IL-6 no líquido folicular e de IL-8 no soro no momento 

da transferência embrionária nas pacientes com SHO, sem alteração nas 
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demais citocinas avaliadas(94,98). Uma maior dosagem de IL-2 no líquido 

folicular de pacientes submetidas a FIV e que desenvolveram a SHO foi 

descrita(99) Existe a possibilidade do MCP-1 no líquido folicular de pacientes 

com SHO ser influenciado por fatores intrínsecos ovarianos liberados pelo 

aumento exagerado do seu volume ou pela presença e estímulo de outras 

citocinas que poderiam estar alteradas em pacientes com risco ou que 

desenvolveram a síndrome. 

Não há relatos na literatura da associação do PCR com a ocorrência da SHO. 

Um estudo demonstrou nível sérico elevado de PCR em pacientes submetidas 

a hiperestimulação ovariana controlada para FIV nos dias de administração do 

hCG e retirada dos oócitos, com um aumento progressivo entre esses 

dias(99,100). O achado de uma associação significativa da dosagem sérica do 

PCR com a ocorrência da SHO pode ser explicada pelo caráter inflamatório 

agudo dessa complicação. 

 

5.3. Considerações finais 

Os resultados desse estudo sugerem uma maior proliferação folicular de 

neutrófilos e macrófagos e resposta inflamatória inespecífica em pacientes com 

anovulação crônica comparadas àquelas com ciclos menstruais regulares e 

ovulatórios. Uma implicação clínica desse achado seria a possível utilização de 

terapias antiinflamatórias nesse grupo de pacientes para amenizar essa 

resposta inflamatória. Poderiam ser utilizados corticosteróides sistêmicos, 

agentes anti-soro neutralizantes de quimiocinas, imunomoduladores e agentes 

sensibilizantes da insulina. Outros estudos fora do período de hiperestimulação 
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ovariana seriam necessários para avaliar se o tratamento com essas drogas 

reverteria o quadro crônico de anovulação. 

Os grupos estudados de anovuladoras crônicas e pacientes com ciclos 

regulares constituiu-se de forma homogênea. Não podemos descartar a 

hipótese de que outras características, se presentes, influenciariam na resposta 

inflamatória observada e nos resultados encontrados. 

As dosagens do MCP-1 e PCR como marcadores de risco para ocorrência de 

SHO é um achado de grande importância clínica. No entanto, estudos com um 

maior número de pacientes e específicos para essa questão devem ser 

realizados. 

A infertilidade é uma condição multifatorial e uma preocupação crescente no 

modelo assistencial de saúde. A oportunidade de oferecer tratamentos efetivos 

e com menores custos, aliados a um baixo risco para as pacientes tem 

proporcionado avanços nas pesquisas por todo o mundo. Devem ser realizados 

maiores estudos para confirmar e estender os achados encontrados a um 

grupo maior de pacientes e a outros grupos que cursam com uma resposta 

inflamatória alterada, muitas vezes desencadeada pelo próprio fator que levou 

ao distúrbio da fertilidade, na busca do sucesso na concepção. 
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6. CONCLUSÕES 

 

O presente estudo permite concluir que: 

• Pacientes com infertilidade por anovulação crônica apresentam uma 

maior proliferação folicular de neutrófilos e macrófagos e resposta 

inflamatória inespecífica em comparação a mulheres pacientes 

apresentando ciclos menstruais regulares e ovulatórios associado a fator 

masculino submetidas a hiperestimulação ovariana controlada para 

técnica de reprodução assistida (ICSI). 

• A atividade sérica do MPO apresentou uma associação significativa com 

um maior número de oócitos totais e maduros obtidos na punção 

folicular. A ocorrência de síndrome do hiperestímulo ovariano associou-

se com um nível mais elevado de MCP-1 no líquido folicular e de PCR 

no soro em pacientes com infertilidade submetidas a hiperestimulação 

ovariana controlada para técnica de reprodução assistida (ICSI). 
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8. ANEXOS 

I. Parecer do Comitê de Ética e Pesquisa (CEP) do Hospital MaterDei 
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II. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE ATRAVÉS DA CORRELAÇÃO ENTRE A DOSAGEM 
DE CITOCINAS NO LÍQUIDO FOLICULAR E SÉRICO EM PACIENTES PORTADORAS 

DE ANOVULAÇÃO CRÔNICA E PACIENTES FÉRTEIS 
 

1. IDENTIFICAÇÃO DA PACIENTE: 

 
Nome:        Registro: 
Idade:        Carteira de identidade 
Endereço:       Telefone: 

 
A senhora está sendo convidada a participar de um projeto de pesquisa que 

visa investigar a presença de algumas substâncias no sangue e no líquido folicular 
colhido durante a punção folicular (retirada dos óvulos) para a realização do 
processo da fertilização in vitro e que possam nos ajudar a fazer o tratamento mais 
adequado para as causas de infertilidade. A participação no estudo consiste em 
doar uma amostra de sangue e uma quantidade do líquido folicular que, após a 
identificação dos óvulos normalmente é completamente desprezado, para serem 
analisados. Essa participação não modifica o tratamento proposto para o seu caso. 

A sua identidade será preservada e o seu direito de não participar no estudo 
não a prejudicará no seu tratamento. 

 
2. DESCRIÇÃO DAS COMPLICAÇÕES DOS MÉTODOS: não haverá aumento 

do risco de complicações devido à retirada da amostra de sangue e da coleta do 
líquido folicular. As complicações serão as mesmas relacionadas ao procedimento 
cirúrgico a ser realizado 

 
2a. DESCRIÇÃO TÉCNICA DOS PROCEDIMENTOS: 
Uma amostra do líquido folicular que é retirado de rotina através de punção 

guiada por ultrassom para a retirada dos óvulos será armazenada para estudo 
naquelas pacientes que estão em tratamento de fertilização assistida. Será ainda 
armazenada uma amostra de sangue periférico (veia do braço) para posterior 
análise. 

 
2b. OBJETIVO DOS PROCEDIMENTOS: 
O objetivo da realização desse estudo é o melhor conhecimento do processo 

de fertilização assistida (fertilização in vitro), com a possibilidade de 
desenvolvimento de novos tratamentos no futuro e poder melhorar os resultados 
obtidos. 

2c. DESCRIÇÃO DOS INSUCESSOS: 
O único insucesso possível é a não obtenção dos efeitos necessários nas 

análises previstas no líquido folicular e da amostra de sangue. 
 
2d. DESCRIÇÃO DAS COMPLICAÇÕES DOS MÉTODOS: 
Não haverá aumento do risco de complicações ou de prejuízo nos resultados 

obtidos com o tratamento devido ao armazenamento do líquido folicular, visto que 
o mesmo seria totalmente desprezado. Se for o caso das amostras de líquido 
folicular e sangue serem usadas no futuro, um novo termo de consentimento será 
redigido e apresentando aos participantes da pesquisa, doadores do material 
biológico. Convém ressaltar que também nesse caso a sua identidade será 
preservada e o seu direito de não participar no estudo não a prejudicará no seu 
tratamento. 



Anexos 96

As complicações serão unicamente as relacionadas ao procedimento 
cirúrgico proposto. 

2e. DESCRIÇÃO DA ANESTESIA: 
Foi-me explicado que poderá haver necessidade de me submeter à anestesia para a 
realização da cirurgia proposta. O tipo de anestesia utilizado no tratamento 
proposto é a sedação venosa geral. 

 
2f. DESTINO DOS ÓVULOS: 

Todos os óvulos obtidos na punção folicular durante o tratamento serão utilizados 
conforme meu desejo expresso em termo de consentimento próprio e não farão 
parte desse ou qualquer outro estudo. 

 
3. NÃO HAVERÁ RESSARCIMENTO OU INDENIZAÇÕES. 
4. RECEBI TODAS AS INFORMAÇÕES QUE DESEJAVA CONHECER E A 

POSSIBILIDADE DE FAZER PERGUNTAS E QUESTIONAR DÚVIDAS. 
6. TAMBÉM ENTENDI QUE, A QUALQUER MOMENTO E SEM NECESSIDADE 

DE DAR NENHUMA EXPLICAÇÃO PODEREI REVOGAR O CONSENTIMENTO QUE 
AGORA PRESTO. 

7. ASSIM, DECLARO AGORA QUE ESTOU SATISFEITA COM A INFORMAÇÃO 
RECEBIDA E QUE COMPREENDO O ALCANCE E RISCOS DO TRATAMENTO. 

8. RESERVO-ME EXPRESSAMENTE O DIREITO DE REVOGAR A QUALQUER 
MOMENTO MEU CONSENTIMENTO ANTES QUE O PROCEDIMENTO OBJETO DESTE 
DOCUMENTO SE REALIZE. 

9. POR TAL RAZÃO E NESTAS CONDIÇÕES CONSINTO QUE PARTICIPE 
DESSA PESQUISA E QUE UMA AMOSTRA DO LÍQUIDO FOLICULAR E UMA AMOSTRA 
DE SANGUE SEJAM ENCAMINHADOS PARA ESTUDO CONFORME PROPOSTO. 
 
Investigador: Dra. Rívia Mara Lamaita 
Endereço: Rua Alvarenga Peixoto, 1379 – Santo Agostinho 
   Belo Horizonte – Minas Gerais – CEP:30.180-121 
TELEFONE DE CONTATO: 31 3292-5299      31 91418131 
CEP MATERDEI: 3339 9000 

 
De pleno acordo  
Cidade:                                           Data: 

 
  

Assinatura do médico Assinatura da paciente 
  

Testemunha Testemunha 
Declaro que é possível a qualquer momento antes da cirurgia revogar o meu 

consentimento. 
 

Revogo o consentimento prestado no dia .................................. E afirmo que 
não desejo prosseguir na pesquisa e tratamento que me foi proposto, 
que dou como finalizado nesta data. 

Cidade:                                          Data: 
 

  
Assinatura do médico Assinatura da paciente 

  
Testemunha Testemunha 

 



Summary 97

9. SUMMARY 

 
Introduction: Chronic anovulation is the most frequently occurring ovarian 

disorder associated with infertility. Inflammatory mechanisms may play an 

important role in determining chronic anovulation. This study was performed to 

evaluate the inflammatory response in follicular fluid and serum in patients with 

infertility caused by chronic anovulation and normally ovulating women 

undergoing intracytoplasmic sperm injection (ICSI). 

Methods: Thirteen patients with chronic anovulation (cases) and 23 normally 

ovulating women (control group) were prospectively studied. N-

acetylglucosaminidase (NAG), Myeloperoxidase (MPO), Monocyte 

chemoattractant protein-1 (MCP-1) and Reactive C protein (PCR) 

concentrations were evaluated in serum and in follicular fluids obtained at the 

time of oocyte retrieval. 

Results: The age of the patients ranged from 20 to 37 years (28.9±0.6 years). 

The average body mass index (BMI) was 21.7±0.4 kg/cm2 (17.6 to 28.0 

kg/cm2). There were no differences between groups regarding mean age, BMI, 

follicle-stimulating hormone (FSH). The patients with chronic anovulation were 

associated with higher levels of luteinizing hormone (LH), antral follicles count 

and ovarian size. The patients with chronic anovulation presented higher NAG 

(p=0.025) and MPO (p=0.030) activity in follicular fluid compared to normally 

ovulating women undergoing ICSI. The MCP-1 levels in follicular fluid were 

higher than the serum levels in all patients. The PCR in follicular fluid (p=0.025) 

and serum (p=0.024) were higher in patients with PCR chronic anovulation to 

the control group. The occurrence of ovarian hyperstimulation syndrome 

(OHSS) was associated with higher follicular fluid levels of MCP-1 (p=0.038) 

and serum PCR (p=0.016). 

Conclusions: Patients with chronic anovulation are associated with higher 

follicle macrophage/neutrophil influx and also with an inespecific inflammatory 

response compared to normally ovulating women undergoing ICSI. Follicular 

fluid levels of MCP-1 and serum PCR associated with the occurrence of OHSS. 

 


