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1. INTRODUGAO

A endometriose, ocorréncia de tecido endometrial ectdpico, desde a sua
primeira descricao, por Rockitansky em 1860, vem sendo uma das patologias mais
estudadas em ginecologia. E estimada que 10 a 15% da populagdo feminina apresenta
endometriose em algum periodo de sua vida, esta paciente podem ser assintoméaticas, ou
com um quadro clinico variado que pode ser caracterizado por dor pélvica, infertilidade,

dismenorréia e, ou dispareunia.

A associacao entre endometriose e infertiidade ja € bem estabelecida, a
prevaléncia de endometriose chega a 60% se considerarmos apenas pacientes inférteis.
Diversos estudos vém tentando explicar esta relagdo, porém as justificativas encontradas
nao atingem todas as apresentagdes desta patologia, principalmente quando nao existe
um comprometimento anatémico identificado. A hipotese de associacao de varios fatores;
anatémicos, imunolégicos endometriais e hormonais vém sendo estudada na tentativa de

esclarecer esta associacéo.

Pacientes inférteis com endometriose quando submetidas a programas de
fertilizacdo assistida tem progndéstico reprodutivo discutivel, enquanto alguns autores
atribuem os resultados ao grau da patologia outros atribuem a préprias caracteristicas de
apresentacao e influéncias do ambiente e acdo hormonal. Alteragdes do micro-ambiente,

como o meio folicular, podem estar relacionadas a infertilidade e endometriose.

Os fatores de crescimento, denominados “insulin-like growth factors” (IGFs),
presentes no fluido folicular, podem estar associados com a qualidade do
desenvolvimento oocitario/folicular e vem ganhando importancia na medicina reprodutiva.

Os IGFs constituem uma familia de polipeptidicos de estrutura similar a insulina. O ovario



seria um dos sitios de producéo, recepc¢ao e acao dos IGFs. Os IGFs-1 sdo encontradas
em foliculos pré-antrais e dominantes, os receptores destes |IGFs estdo presentes nas
células da teca e granulosa. As IGFBPs (Insulin-like Growth Factors Binding Protein) sédo
descritas como reguladoras do efeito dos IGFs na fungido ovariana, pela acdo dos

peptideos ou efeito direto na esteroidogénese ovariana.

O estudo dos IGFs no micro ambiente folicular em mulheres inférteis com
endometriose tem como objetivo avaliar uma possivel alteracdo ovulatéria sutil como

causa de infertilidade neste grupo de pacientes.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da endometriose

A endometriose é definida como presenga de tecido glandular e estroma
endometriais fora da cavidade uterina (OLIVE & SCHWARTZ, 1993; KONINCKX, 1994;
NISOLLE & DONNEZ, 1997). Em 1927, SAMPSON foi o primeiro a caracterizar a
endometriose como uma patologia responsavel por alteracdes na pelve feminina, embora
a primeira descricdo da patologia seja de Rockitansky em 1860. Em 1998,
LEYENDECKER descreve a endometriose como uma alteracdo de extremo
pleiomorfismo. Este autor, em revisdo, discute a endometriose como doenga da unidade
endometrial-subendometrial. A etiopatogenia da endometriose, ocorréncia de tecido
endometrial ectopico, estd baseada em diversas teorias, as mais conhecidas e aceitas
sao da metaplasia celbmica, dos implantes ectépicos e da inducdo de células

multipotenciais.

E estimado que 10% a 15% da populagéo feminina apresente endometriose
(MUSE & WILSON, 1982; BANCROFT, WILLIAMS, ELSTEIN, 1989; OLIVE &
SCHWARTZ, 1993). A endometriose pode ser assintomatica ou com variabilidade de
apresentacéao clinica caracterizada por desconforto pélvico, dismenorréia, dispareunia e,
ou incapacidade de gestar. E uma patologia de importancia clinica ginecoldgica e na
medicina reprodutiva sendo foco constante de pesquisas (LEYENDECKER et al., 1999,
HERBERTZ & MALL, 1998). Mulheres com endometriose tem 20 vezes mais chances de
serem inférteis (MUSE, 1982, KONINCKX, 1994, BARACAT, 1995). Trinta a 60% das
pacientes com endometriose apresentam infertiidade associada (KISTNER, 1975;
BANCROFT, WILLIAMS, ELSTEIN, 1989; OLIVE & SCHWARTZ, 1993; KONINCKX,

1994).
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No Servico de Ginecologia e Obstetricia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, a endometriose foi o principal achado laparoscépico em pacientes com dor
pélvica e o segundo diagndstico entre as com infertilidade (PALMA DIAS et al., 1995).
Pacientes inférteis com endometriose moderada ou severa, classificadas segundo a
Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM), apresentam um substrato
anatdmico para sua incapacidade de gestar. Porém, para a etiologia da infertilidade em
pacientes com endometriose minima ou leve varios sdo os mecanismos propostos, sem,
até o momento, uma definicdo clara (MUSE & WILSON, 1982; OLIVE & HANEY, 1986;
CANDIANI et al., 1991; INOUE et al., 1992; OLIVE & SCHWARTZ, 1993; SHAW et al.,

1995).

2.2. Aspectos hormonais na endometriose

Alteragbes hormonais foram descritas por varios autores, em diferentes
estudos, tentando relacionar as alteracdes existentes e a incapacidade de gestar das
pacientes com endometriose. Foram encontradas anormalidades na secrecdo de
progesterona, estradiol, prolactina e na fungado lutea das pacientes inférteis com
endometriose, porém os achados sido conflitantes. Comparando pacientes com e sem
endometriose, a prevaléncia de foliculo ndo roto foi superior entre as pacientes com
endometriose (MIO et al., 1992). Entretanto o estigma ovulatério foi observado em 33%
das pacientes inférteis com endometriose, associando esta patologia a alteracao
hormonal, provavelmente, ndo associada a sindrome de foliculo ndo roto (DMOWSKI,
RAO, SCOMMEGNA, 1980). Em estudo experimental, com ratas, a endometriose e
infertilidade foi associada com foliculogénese alterada (MOON et al., 1993). Estudos
destacaram associacao de endometriose e anovulagao, galactorréia, sindrome de foliculo
nao roto, secregcao andmala de prolactina e insuficiéncia lutea (MUSE & SCHARTZ, 1982

e HANEY, 1993). As pacientes com endometriose teriam secrecao anémala de hormonio
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luteinizante (LH) (CHEENSMAN et al., 1982). A insuficiéncia lutea seria mais prevalente
em pacientes inférteis com endometriose que com causa desconhecida (CHEENSMAN et
al, 1983). Embora, outros estudos nao tenham verificado diferenca significativa na
prevaléncia de insuficiéncia lutea e endometriose (MATORRAS et al., 1995). A disfungao
da fase lutea foi descrita por varios autores (PITTAWAY et al., 1983; ROMBERG,
KAUPPILA, RAJANIEMI, 1984 e AYERS, BIRENBAUM, MENON, 1987). Enquanto
outros encontraram diminuicdo de progesterona, em pacientes com endometriose, na
secrecao sérica e no liquido peritoneal (BARRY-KINSELLA et al., 1993). A alteracdo na
secrecao de estradiol e progesterona pode ser alguma das alteragdes hormonais de
pacientes com endometriose minima (TUMMON et al., 1988). A luteinizagao e foliculo
nao roto nos ciclos observados e a baixa concentracdo de progesterona na fase lutea em
pacientes com endometriose sugere uma diversidade em anormalidades enddcrinas
relacionadas a etiologia da endometriose e infertiidade (BANCROFT, WILLIAMS,

ELSTEIN, 1992).

A endometriose foi associada com anovulacdo em 17% das pacientes
avaliadas mediante um escore obtido de suas anamneses (SOULES et al., 1976). Outros
autores relacionaram alguns aspectos hormonais das pacientes com endometriose; a
segunda fase de seu ciclo foi menor em relagdo ao grupo controle e a secregao de
progesterona ocorreu apenas dois dias apdés a secre¢cdo maxima do LH. Quando da
realizacao da bidpsia de endométrio, nestas pacientes, cerca de 25% das pacientes com
endometriose apresentaram endométrio fora de fase e em apenas 21% a identificagao
caracteristica de ovulagéo foi feita por ocasido da laparoscopia, contra 94% do grupo
controle. Os autores concluiram que as pacientes com endometriose apresentam
alteracbes da secrecdo de progesterona com provavel anormalidade ovulatéria. Contudo,
as medidas de progesterona total, estradiol e LH ndo foram diferentes entre os grupos

(CORVELEYN,1978, BROSENS, KONINCKX, 1994).
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Analisando estudos de pacientes com endometriose submetidas a técnicas de
reproducédo assistida ndo foram encontradas diferencas nas taxas de gestagdo nos
diferentes estagios de endometriose, sem diferenca na resposta a ciclos de fertilizagao in
vitro. Varios sdo os mecanismos envolvidos na etiologia da infertilidade nos diferentes
estagios da endometriose (DOKRAS et al., 1999). O prognéstico reprodutivo das
pacientes inférteis com endometriose néo é relacionado ao grau de endometriose, e sim

a caracteristicas da patologia (CAHILL & OLSON 2000).

Avaliando ciclos estimulados, em mulheres com endometriose, com a
concentracdo de esterdides e qualidade de embrido, a taxa de implantagdo de embrido
foi menor em pacientes com endometriose, diminuindo a taxa de fertilizagdo, levantando
a controvérsia das possiveis causas; a qualidade do embrido ou o seu ambiente.
Analisando o embrido de pacientes submetidas a fertilizagcdo in vitro com e sem
endometriose, ocorreu uma diferenga significativa no nimero de blastdmeros, que foi
menor nas pacientes com endometriose quando comparadas aos seus controles, 0 que
pode sugerir alteragdes oocitarias, resultando em embrides com menor habilidade de

divisdo celular (PELLICER et al., 1998).

Em estudo de caso-controle, a resposta ovariana a repetidos ciclos estimulados
para fertilizagao in vitro em pacientes com endometriose demonstra que a fertilizagao in
vitro é tratamento efetivo para este grupo de mulheres, mas sdo necessarios ciclos
repetidos de tratamento para o sucesso de gestacdo. Estes autores concluiram que o
grupo com endometriose exigiu mais ampolas de hormonio foliculo estimulante (FSH) por
ciclo, com uma diferenca ainda maior quando realizados ciclos subseqlientes. Entretanto,
a taxa cumulativa de gestagédo foi de 63.3% e 62.6% por cinco ciclos e a taxa de
nascimentos de 46.8 e 50.9% respectivamente entre as pacientes com endometriose

ovariana e obstrugao tubaria, similar em ambos os grupos. Concluindo, portanto, que a
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diminuicdo da resposta ovariana ao FSH ndo diminui as chances do tratamento com
fertilizacao in vitro (AL-AZEMIR et al., 2000). Alteragbes oocitarias e embrionarias com
consequente diminuigdo na capacidade de implantagdo e qualidade embrionaria em
pacientes com endometriose sugere a etiologia da infertilidade neste grupo (GARRIDO et
al., 2000). A associacao de endometriose com disfungao pituitaria-ovariana sugere uma
alteracado na funcéao folicular com alteracdo de LH, uma capacidade reduzida do foliculo
pré-ovulatério, com reducédo da habilidade de fertilizagao do odcito e disturbio da fungao

lutea (CAHILL & HULL, 2000).

A presenga da associagdo entre endometriose, hiperprolactinemia e
insuficiéncia lutea recentemente foi descrita como possivel causa de infertilidade no
grupo de paciente sem dano tubario, por uma disfuncdo ovulatéria. Estes autores
observaram que pacientes com endometriose minima e leve apresentam alteragdes na
fase folicular precoce caracterizada pela diminuicdo dos niveis séricos de estradiol bem
como pela prevaléncia de hiperprolactinemia e insuficiéncia lutea. Os niveis séricos de
estradiol foram menores e de prolactina foram maiores em pacientes com endometriose.
Para caracterizacdo da fase lutea foram medidas as dosagens de progesterona e
realizada bidépsia de endométrio, onde ocorreu diminuigdo da progesterona e, endométrio
fora de fase em pacientes inférteis com endometriose (CUNHA-FILHO et al., 2001,

2002).

2.3 Fatores de crescimento

Os fatores de crescimento, semelhantes a insulina, denominados insulin-like
growth factors (IGF) foram descritos pela sua capacidade de sulfatar cartilagens
mediadas pelo horménio do crescimento (GH). Seu estudo foi incrementado apés a

década de 70 e, atualmente, sabe-se da sua importancia em medicina reprodutiva pela
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caracterizacdo de varios tipos de IGF e diferentes tipos de proteinas “carreadoras” de
IGF, as IGFBPs presentes no liquido folicular (JONES & CLEMMONS, 1995). Os IGFs
constituem familia de polipeptidios de estrutura similar a insulina, exercendo uma
variedade de acbes metabdlicas. Os IGF-1 sao descritos em foliculos pré-antrais e
dominantes, e possuem receptores especificos ovarianos. Os receptores de IGF-1 estdo
presentes nas células da granulosa de foliculos dominantes, os receptores de IGF-2 sdo
encontrados nas células da teca e da granulosa; no fluido folicular s&o identificadas IGF-1
e 2 (YEN et al,1999). A proteina carreadora do IGF-1 tem uma estrutura
heterotetramétrica com duas unidades, alfa e 2 beta. A alfa é inteiramente extracelular e
estdo, principalmente, envolvidas na ligacdo com IGF-1; a beta é transmembranosa

(NEUBOURG et al.,1998).

Os IGFs tem agdo endécrina e em tecidos especificos (regulagao
autdcrina/paracrina), sao sintetizadas no figado e em multiplos tecidos extra-hepaticos,
incluindo células da granulosa (YEN et al.,1999). Os IGFs parecem excercer agao
autdcrina/paracrina fundamental para o funcionamento correto da atividade ovariana. Séo
produzidos pelas células da granulosa sob estimulo do FSH e sua atividade é controlada

por proteinas cataliticas e pelas IGFBP que inibem sua agao (GIORDANO et al., 1992).

Entre as agbes mediadas pelos IGF-1 destacam-se as seguintes: ativagdo da
producdo de estrégeno e progesterona, maior atividade da aromatase, modulagéo de
acado do FSH e do LH, crescimento e desenvolvimento celular (ERICKSON, GARZO,
MAGOFFIN, 1989; GIUDICE, et al., 1990; GIORDANO, BARRECA, MINUTO, 1992;
PUSZTAI et al., 1993; MURPHY, 1994; BREUEL et al., 1995; RAJARAM, BAYLINK,
MOHAN, 1997). Os IGF-1 tem capacidade de atuar sinergicamente com as
gonadotrofinas hipofisarias aumentando o efeito do FSH durante a foliculogénese

(NEUBOURG, et al., 1998, YEN et al.,1999).
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Os IGF-1 aumentam a sintese de estradiol e progesterona, potencializam a
acao do FSH e receptores de LH (CHUN et al.,1994). A utilizacdo de IGF-1 no meio de
cultura de células da granulosa é um importante potencializador da acdo do FSH na
producdo de estrogenos, ou seja, o0 meio de cultura com IGF-1 e FSH produziu uma
quantidade significativamente maior de estrégenos do que o meio sem IGF-1 (FOSTER

et al., 1995).

A expressao de IGFBPs ocorre através do FSH e dos IGFs. As IGFBPs sao
descritas como moduladoras do efeito dos IGFs na agao ovariana. A concentracao sérica
de IGFBP-3 é maior que a IGBP-1. As IGFBP-3 possuem alta afinidade com os IGFs, a
circulacdo de IGFBP-3 é regulada pelo GH e IGF-1. As IGFBP-1 tem menos afinidade
com os IGFs. O incremento da circulagdo de IGFs ocorre através da IGFBP-1, que
atuam como modulador “agudo” da bioatividade dos IGFs, enquanto as IGFBP-3

atuariam como reserva de "longo tempo” dos niveis de IGF (YEN et al.,1999).

Com o objetivo de associar os eventos fisiolégicos da foliculogénese, formagao
do foliculo dominante, relacdo com FSH, LH/hCG (gonadotrofina coribnica humana) e
moléculas reguladoras foi avaliada a modulagdo ovulatéria e expressdo dos fatores de
crescimento em odcitos humanos primarios. Analisando o fator de diferenciacdo de
crescimento-9 (GDF-9), proteina 6ssea morfogenética-15 (BMP-15), IGFBP-4 protease e
proteina plasmatica associada a gestacdo-A (PAPP-A) os autores encontraram que a
expressao das concentragdes de GDF-9 e da BMP-15 estdo envolvidas na fungao
ovariana e sao obrigatérios para a foliculogénese humana. A PAPP-A é um marcador do
foliculo humano dominante e produto do corpo luteo, com atividade reguladora de FSH
na foliculogénese e na luteogénese. Mas, concluem que a funcido das novas proteinas

conhecidas na fisiologia ovariana ainda necessita de estudos.
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2.3.1 Atividade dos IGFs em ciclos induzidos

A concentracao de IGF-1 foi associada com o numero de foliculos em ciclos
induzidos para a fertilizagao in vitro (FIV), foliculos com concentragdes mais elevadas de
IGF-1 tiveram necessidade de menos ampolas de FSH e um tempo de indugdo menor
(OOSTERHUIS et al., 1998). Anteriormente, a relagdo entre as concentragbes de IGF-1
no fluido folicular, fertilizacdo e maturagao odcitaria foi descartada e associada ao volume

folicular (RABINOVICI et al., 1990).

Em estudo analisando os fatores de crescimento no fluido folicular de pacientes
submetidas a FIV foi encontrado aumento de IGFBP-1 no fluido folicular e na
concentracao sérica e, diminuigao de IGF-1 e IGFBP-3 no fluido folicular de foliculos pré-

ovulatério (HAMONI et al.,1991).

Analisando o fluido folicular de pacientes submetidas a fertilizagéo in vitro e a
ciclos espontaneos, os autores concluiram que existe uma associagdo entre a
concentragcao de IGF-2 no fluido folicular e o diametro do foliculo, assim como esse
peptideo esta em maiores concentragdes em foliculos estrogeno-dependentes (relagao
androstenediona/estradiol < 4) em relagdo aos andrégenos-dependentes, a mesma
tendéncia foi observada nas concentragoes de IGFBP-3 e, uma maior concentragao de
IGFBP-1 em foliculos induzidos para a fertilizagdo in vitro (VAN DESSEL et al.,1996).
Contestando estes achados, outros autores descreveram a associacao entre IGFBP-1 no
fluido folicular e as concentragcbes de estrogeno e progesterona, fazendo com que esta
proteina possa ser considerada um marcador da maturidade folicular e, ao contrario, os
niveis de IGFBP-3 estariam em menor concentracdo em foliculos maduros (KAWANO et
al.,1997). A diminuicdo da concentragéo das proteinas de peso molecular inferior a 40 Kd

em foliculos maduros, ou seja, as IGFBP-1,2,4 e 5 foi descrita em outras pesquisas
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(CATALDO & GIUDICE, 1992, KUBOTA et al., 1993 e MONGET et al., 1996).

Anteriormente, estudos teriam demonstrado que pacientes com deficiéncia de
IGF-1 poderiam ter o desenvolvimento folicular normal, demonstrando que a regulacao
ovariana intrinseca néo é tdo linear como se esperava. Todavia, os autores cometem
alguns equivocos, ja que a concentragdo de IGFBP-1 no fluido folicular era muito superior
0 que compensaria a diminuicdo dos niveis de IGF-1, além do mais, ndo se conhece a
concentracdo minima de IGF-1 ou outros IGFs, como a 2 para um desenvolvimento

folicular adequado (DOR et al., 1992).

2.3.2 Endometriose e IGFs

A associacao de endometriose e fatores de crescimento nao é muito disponivel
na literatura. A modulacédo do IGF-1 e 2 foi anbmala no endométrio ectopico em relagao
ao endométrio tépico (ZUPI et al.,1996). O aumento de IGF-1 no fluido peritoneal pode
otimizar crescimento de tecido endometrial ectépico na cavidade peritoneal
(KOUTSILIERES et al., 2001). Em estudo preliminar, analisando a expressao de IGF-1 e
seus receptores no estroma e no epitélio para avaliagdo da expressao do sistema de
IGFs em ovarios com endometriose, os autores discutem a importancia deste sistema na
patogénese da endometriose (LOVERRO et al., 2001). A literatura apenas descreve a
associacao das IGFs com o crescimento e desenvolvimento do endométrio ectdpico

€ nao sua agao co-gonadotrdfica.

As alteracgdes de regulagcao hormonal sdo evidentes em pacientes inférteis com
endometriose, assim como as alteragdes de fertilizagdo e qualidade oocitaria. Porém
pouco, ou nada se estuda a respeito do meio folicular e da regulagao paracrina/autocrina

do processo ovulatério. Esse meio ambiente poderia estar alterado em pacientes inférteis
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com endometriose, fazendo com que o crescimento e controle do foliculo ovariano seja
anOmalo, podendo estar relacionado a fatores casuais de infertilidade neste grupo de
pacientes. Alteragdes enddécrinas decorrentes do sistema IGF-IGFBP na regulagao da
ovulagdo podem ser responsaveis pelo prognéstico da fungéo reprodutiva de pacientes
com endometriose. Como na literatura, até o presente momento, ndo existem estudos
analisando a fungédo dos IGFs e IGFBPs no fluido folicular de pacientes inférteis com

endometriose propusemos a realizacdo desta pesquisa.
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3. OBJETIVOS

* Avaliar as concentragoes de IGF-1, IGFBP-1 e IGFBP-3, no fluido folicular de

pacientes inférteis com endometriose.
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ABSTRACT

Objective: To assess the follicular fluid of infertile patients with endometriosis through
dosages of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) and insulin-like growth factor binding
protein-1 and 3 (IGFBP-1 and IGFBP-3).

Design: Cross-sectional prospective study.

Setting: Assisted Reproduction Unit, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil.
Patients: Forty-one infertile patients submitted to IVF between January 1999 and January
2000.

Interventions: Patients were divided into three groups: group [, minimal/mild
endometriosis (n=12); group Il, moderate/severe endometriosis (n=10); and group llI,
tubal obstruction (n=19). The ultra-short protocol was used in association with
recombinant FSH for ovulation induction. Kruskal-Wallis’ test and Dunn’s multiple
comparison were used for the statistical analysis; categorical data were analyzed using
Fisher's exact test.

Main Outcome Measure: Follicular fluid IGF-1, IGFBP-1, and IGFBP-3 levels.

Results: Follicular fluid IGF-1 and IFGBP-3 levels were not significantly different among
the groups; IGFBP-1 levels were different. Comparison of ovulation induction time,
number of recombinant FSH units, number of follicles, oocytes and embryos, and
fertilization and gestation/cycle rates resulted no significant.

Conclusion: Infertile patients with moderate/severe endometriosis submitted to IVF
presented lower levels of IGFBP-1 in the follicular fluid, which is associated with ovulatory
dysfunction.

Keywords: follicular fluid, endometriosis, infertility, insulin-like growth factor, and insulin-

like growth factor binding protein.
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INTRODUCTION

Endometriosis is associated with alterations in the hypothalamic-pituitary-
ovarian axis. This association suggests a disorder in the hormonal function, with altered
LH and prolactin secretion, reduced ability of the pre-ovulatory follicle and of the oocyte to
be fertilized, and altered luteal function (Cahill and Hull, 2000; Cunha-Filho et al.,2002).
Alterations in the follicular fluid of patients with endometriosis suggest a cause for infertility
in this group of patients, since oocyte alterations result in low-quality embryos, with
reduced implantation rates (Garrido et al., 2000). Moreover, we demonstrated that
patients with minimal/mild endometriosis present altered prolactin secretion after
thyrotropin-releasing hormone administration, with a higher prevalence of defects in the

luteal phase (Cunha-Filho et al., 2002, Cunha-Filho et al.,2001).

The assessment of follicular fluid is very important to the study and
understanding of ovulation. Increased concentrations of estradiol/androstenedione have
been observed when mature oocytes are present. In addition, the regulatory and
amplificatory effect of follicular fluid growth factors was evaluated in different groups of
patients and showed to be fundamentally important for an adequate ovarian function

(Erickson et al., 1998).

The study of the follicular fluid in patients with endometriosis is important to
elucidate the physiopathology of this disease. Some investigators demonstrated a
decreased concentration of vascular endothelial growth factor (VEGF) and a higher level
of progesterone in the follicular fluid of endometriotic patients (Pellicer et al., 1998a;
1998b). In a recent study, the same authors published different results regarding follicular
fluid VEGF concentration in patients with endometriosis (Garrido et al., 2001); however, a

different methodology was used in this study (flow cytometry), and the small number of
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subjects (n=6) did not allow a definite conclusion.

The most convincing data regarding oocyte quality in patients with
endometriosis come from a study about oocyte donation carried out by Pellicer et al.
(1994). The authors showed that the implantation rate was significantly lower in recipients
of oocytes from patients with endometriosis. Other investigators (Akande et al., 2000)
studied inhibin A and B and activin A concentrations in the follicular fluid of endometriotic
patients: inhibins were not significantly altered, but the concentration of activin A was

higher in patients with the disorder, which may result in a compensatory mechanism.

In the ovaries, insulin-like growth factor-1 (IGF-1) seems to have an
autocrine/paracrine action. It is produced by granulosa cells after stimulation with FSH,
and its activity is controlled by catalytic proteins and by insulin-like growth factor binding
proteins (IGFBP), which act as inhibitors (Giordano et al., 1992). IGF-1 activates the
production of estrogen and progesterone and the activity of aromatase, and also

modulates the effect of FSH and LH (Erickson et al., 1989; Giudice et al., 1990).

IGF-1 acts as a local amplifier of the action of FSH in the follicular fluid. In
addition, the ovulation control exerted by IGF-1 is evidenced by the fact that in induced
assisted reproduction technology (ART) cycles, follicles with higher IGF-1 concentrations
require a lower number of FSH ampoules and a shorter induction time (Oosterhuis et al.,

1998).

On the other hand, IGFBP-1 exerts an inhibitory effect on IGF-1, acting as an
antigonadotrophic agent (Adashi et al., 1995; Yoshimura et al., 1998) and modulating IGF-
1 activity. Recently, Erickson & Shimasaki (2001) also showed the importance of IGFBP-4

and pregnancy-associated plasma protein-A (PAPP-A) in the control of ovarian function.
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Several associations between response to ovarian stimulus and abnormalities
in IGF-1 concentrations have been discussed, but none has been confirmed. In a study
carried out by Neubourg et al. (Neubourg et al., 1998), no differences were found in
follicular fluid IGF-1, IGFPB-1, and IGFBP-3 concentrations when the response to ovarian

stimulus was poor or inadequate.

With the aim of elucidating the role of some important growth factors in the
pathogenesis of endometriosis-associated ovulatory dysfunction, we decided to assess
the follicular fluid of infertile patients with endometriosis through the analysis of IGF-1,

IGFBP-1, and IGFBP-3 concentrations.

MATERIALS AND METHODS

Design

A cross-sectional prospective study was performed in order to analyze the

follicular fluid of infertile patients with endometriosis submitted to ART.

Patients

IGF-1, IGFBP-1, and IGFBP-3 concentrations were assessed in the follicular
fluid of 41 infertile patients with endometriosis (cases) or tubal obstruction (controls)
submitted to IVF as the treatment for infertility at the Human Reproduction Unit, Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, Brazil, between January 1999 and January 2000. Patients
were informed about the procedures and spontaneously signed an informed consent form.
The research project was approved by the Ethics Committee and registered at the

Graduate Research Group of the hospital.
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Patients were divided into three groups: group |, patients with minimal or mild
endometriosis (n=12); group Il, patients with moderate or severe endometriosis (n=10);

group lll, patients with tubal obstruction (controls) (n=19).

All patients were submitted to laparoscopy for investigation of infertility; the
procedure was always performed by the same investigator. Endometriosis staging was
performed according to the classification of The American Society for Reproductive

Medicine (1985).

The following exclusion criteria were established: 1) patients with previous
endocrine disorders; 2) cases in which the cause for infertility was other than
endometriosis (except for patients with tubal obstruction, in the control group); 3) patients
with serum FSH dosage higher than 10 IU/ml in the early follicular phase (third day of
menstrual cycle). The criteria proposed by the World Health Organization (1992) were

used for the analysis of sperm.

In vitro fertilization

IVF was performed for the treatment of infertility due to the presence of
endometriosis or tubal obstruction. The ultra-short protocol (MacName et al., 1989) was

used for ovulation induction, with GnRH analogue.

On the third day of the first menstrual cycle after the beginning of the study
protocol, recombinant FSH was administered at the initial dose of 150 IU, with dose
adjustment according to patient response. Patients received leuprolide acetate from the

second to the fourth day of the menstrual cycle (1 mg/day subcutaneously).

Ovulation induction was monitored by daily ultrasonography (Marrs et al., 1993).
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When at least one ovarian follicle had reached an 18-mm diameter, hCG at the dose of
10.000 IU was administered intramuscularly, and oocyte collection occurred from 34 to 36

hours afterwards.

After the identification and separation of the oocyte, the follicular liquid was

centrifuged at 2500 rpm and frozen at —20 °C for posterior analysis.

Measurements

Follicular fluid analysis was performed at the radioimmunoassay laboratory of
Hospital de Clinicas the Porto Alegre, Brazil, with specific kits (DSL, Texas, USA). The
result was obtained through the two-site immunoradiometric assay (IRMA) (Milles et al.,
1974). IRMA is not a competitive analysis of measurements, but a two-antibody sandwich
(the first antibody is immobilized to the inside wall of the tubes, and the other is radio-
labeled for detection). The free material (sample) is removed, and the tubes are washed

for the measurement of IGF-1, IGFBP-1, and IGFBP-3 dosages (in ng/ml).

The minimal detection limit of IRMA was 0.8 ng/ml (corrected to 1:30 dilution) or
27 pg/ml (1.4 pg/tube) for IGF-1, 0.33 ng/ml for IGFBP-1, and approximately 0.5 ng/ml for
IGFBP-3. The coefficients of variation were 1.5% for IGF-1, 2.7% for IGFBP-1, and 0.5%

for IGFBP-3.

Statistics analisys

Since the variables showed a nongaussian distribution, we used Kruskal-Wallis’
test and Dunn’s multiple comparison for the analysis of continuous data. Otherwise,
categorical data were analyzed using Fisher’'s exact test. Data analysis was considered

significant when P<0.05.
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The sample size was calculated (power of 80%) to compare differences

regarding IGF-1, IGFBP-1 and IGFBP-3 levels in the follicular fluid.

RESULTS

The clinical characteristics of patients from the three groups are presented in
Table I. Patients from group | were older than the others, with a median of 34 years; in
group ll, the median was 26 years, and in group lll, 30.5 years (P=0.001; Kruskal-Wallis’

test). Body mass index was similar in the three groups (P=0.143).

Table Il shows data related to the analysis of ovulation induction in the three
groups. No differences were found regarding length of induction in days (P=0.225),
number of follicles (P=0.968), number of oocytes (P=0.773), fertilization rate (P=0.592),
and number of embryos (P=0.210). In addition, the number of FSH units required for

ovarian induction and the pregnancy rate were similar among the groups.

Follicular fluid growth factor levels are shown in Table Ill. IGF-1 and IGFBP-3
were not significantly different among the three groups. However, group Il patients
(moderate/severe endometriosis) presented lower follicular fluid concentrations of IGFBP-

1 than patients from the other groups (post-hoc Dunn’s procedure) (figure I).

DISCUSSION

The clinical characteristics of patients (age and body mass index) were
assessed in the three groups. Patients with minimal and mild endometriosis (group |) were
older than the others, and this result was probably associated with a delay in diagnosis in

this group of patients. The difference regarding age among the groups reinforce our
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findings, because IGF-1 and consequently IGFBP-1 levels have been shown to decrease
with age (Hammerman, 1987); and, in this study, older group (group 1) did not present
different IGFBP-1 levels when compared to controls. Body mass index, which may
influence the levels of growth factors and their binding proteins, and also the patient’s

response to IVF, was not different among the groups.

Fertilization and gestation rates, which have been shown by some authors to be
lower in patients with endometriosis submitted to IVF (Pellicer et al., 1998b; Wardle et al.,
1985; Jansen; 1986), presented similar results in patients with and without endometriosis
in our study. Although the group of patients with severe endometriosis (group II)
presented a lower pregnancy rate (10%), this difference was not significant, probably

because our sample size was too small for the evaluation of this specific outcome.

The differences found in IGFBP-1 levels reinforce the idea that these markers
are associated with reproductive function (Adashi, 1995; Giudice et al.,1990; Jones and
Clemmmons, 1995; Kawano et al., 1997, Yoshimura, 1998). Patients with moderate or
severe endometriosis (group Il) presented lower follicular fluid levels of IGFBP-1 when
compared to the other groups; this decrease may be associated with the paracrine

function of this marker in this group of patients.

Several studies describe the role of the IGF-IGFBP system in ovarian
physiology: IGF-1 stimulates the in vitro meiotic maturation of follicle-enclosed oocytes via
receptors; IGFBP-1 inhibits gonadotropin-induced ovulation and oocyte maturation by

neutralizing IGF-1 (Adashi, 1995; Yoshimura, 1998).

Some authors also suggest an association between IGFBP-1 levels and

follicular maturity (Kawano et al., 1997). In this study, the number of mature follicles

37



among the three groups was not different (Veeck’s criterion) (Veeck et al., 1983). Our
findings confirm the hypothesis of other studies (Cahill and Hull, 2000), and our previous
studies (Cunha-Filho et al., 2001; Cunha-Filho et al., 2002) showed alterations in the
hypothalamic-pituitary-ovarian axis of women with endometriosis. The decreased levels of
follicular fluid IGFBP-1 showed in the present study probably constitute a compensatory
mechanism to the intrinsic ovulatory dysfunction observed in infertile patients with

endometriosis, increasing the active form of IGF-1.

Other authors demonstrated that peritoneal IGF-1 levels are higher in patients
with endometriosis who present low peritoneal IGFBP-2 and IGFBP-3 concentrations (Kim
et al., 2000). Moreover, serum IGF-1 levels are higher in these patients when compared
with those submitted to tubal sterilization (Gourgon et al., 1999); these findings may
suggest the development of ectopic endometrium and infertility in patients with

endometriosis.

Our finding is in accordance with other studies that show increased
progesterone and activin A levels in the follicular fluid of endometriotic patients (Akande et
al., 1992 ; Pellicer et al., 1998b), abnormalities in the granulosa cell cycle — affecting IVF
results (Toya et al., 2000), and reduced embryo implantation rates associated with oocyte
donation (Pellicer et al., 1994). These investigators agree with Harlow et al. (1996), who

identified altered steroidogenesis as an important finding associated with endometriosis.

The main difficulty in the study of a specific clinical outcome in human
reproduction is that a large number of patients is necessary to reach a conclusion. The
minimum sample size required to demonstrate a 5% difference between two groups, with
an outcome presenting 20-25% of prevalence, is about 1,100 participants in each study

arm. So, conclusions about implantation, fertilization and pregnancy rates are
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contradictory and very difficult to obtain.

The study of oocyte dysfunction in endometriosis can benefit from a better
understanding of follicular regulation and oocyte maturation. Several peptides and
substances are currently under investigation (IGFPB-4, PAPP-A), and their importance in
endometriosis-associated infertility is unknown. Moreover, the assessment of some FSH-
independent growth factors (growth differentiation factor-9 and bone morphogenetic
protein-15) in the follicular pre-antral stage could elucidate the ovulatory dysfunction

observed in endometriotic patients (Erickson et al., 2001).

In conclusion, patients with severe endometriosis presented a decreased level
of IGFBP-1 in the follicular fluid, which may be associated with a compensatory
mechanism provoked by a subtle disorder in the ovulatory paracrine/autocrine action.
Endometriosis should be seen as a syndrome that may result in anatomical, peritoneal,
immunological, and endocrine dysfunction, with effects on folliculogenesis, oocyte quality,

embryo development and, consequently, on fertility.
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Table 1. Clinical characteristics (values are expressed as medians and 95%

confidence intervals)

Group | Group Il Group Il Statistics
(n=12) (n=10) (n=19) P
Age (years) 34 26 30.5 0.001
(29.8-36.2) (21.5-29.7)  (28.2-33.2)
BMI (kg/m?) 23.5 23 24.5 0.143
(20-27) (22-30) (22-28)

BMI: body mass index

*post-hoc Dunn's procedure
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Table Il. IVF outcomes (values are expressed as medians and 95% confidence

intervals)
Group | Group Il Group Il Statistics
(n=12) (n=10) (n=19) P
RecFSH (IU) 550 750 750 0.064
administered (370.78-629.22)  (505.88-824.11)  (569.23-830.77)
Induction length 8.5 9 9.5 0.225
(days) (5.76-0.74) (7.71-10.86) (8.13-10.37)
Number of follicles 3 3 3 0.968
=16 mm (1.69-4.91) (1.32-5.83) (2.39-6.78)
Number of oocytes 3 5 4 0.773
(1.69-4.91) (1.82-7.04) (3.16-7.84)
Fertilization rate (%) 75 85 88 0.592
Number of embryos 1 2 2 0.210
(1.39-3.11) (1.44-3.96) (1.13-3.19)
Clinical pregnancy 25 10 21 0.575

rate/cycle (%)

IVF: in vitro fertilization; RecFSH: Recombinant follicle-stimulating hormone
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Table lll.Follicular fluid levels of IGF-1, IGFBP-1 and IGFBP-3 (values are

expressed as medians and 95% confidence intervals)

Group | Group Il Group Il Statistics
(n=12) (n=10) (n=19) P
IGF-1 125 144 134 0.185
(ng/ml) (61.32-161.43) (66.87-176.27) (94.73-161.77)
IGFBP-1 121.5 77* 99.5 0.007
(ng/ml) (88.99-151.75) (46.26-108.31) (84.5-124.34)
IGFBP-3 2352.5 2852 2621 0.079

(ng/ml x100)  (1495.70-2930.54) (2715.20-3045.38) (2212.91-2958.76)

IGF-1: insulin-like growth factor-1; IGFBP-1: insulin-like growth factor binding protein-1;

IGFBP-3: insulin-like growth factor binding protein-3

* post-hoc Dunn’s procedure.
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Follicular IGFBP-1 levels distribution among the groups. P=0.007
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RESUMO

Objetivo: Avaliar o fluido folicular de pacientes inférteis com endometriose, através das
dosagens de IGF-1(insulin-like growth factor), IGFBP-1 e IGFBP-3 (insulin-like growth
factor binding protein-1 e 3).

Material e métodos: Foi realizado um estudo transversal prospectivo onde foram
avaliados o fluido folicular de 41 pacientes inférteis submetidas a fertilizagao in vitro entre
janeiro de 1999 e janeiro de 2000 no setor de Reproducgao Assistida do HCPA (Hospital
de Clinicas de Porto Alegre). As pacientes foram divididas em 3 grupos; grupo |,
pacientes com endometriose minima e leve (n=12), grupo Il, pacientes com endometriose
moderada e severa (n=10) e grupo lll pacientes com obstru¢cado tubaria (n=19). O
protocolo de inducao utilizado foi o ultracurto e FSH (horménio foliculo estimulante)
recombinante com ajuste de dose. O teste de Kruskal-Wallis (KW) e a analise de
comparagées multiplas de Dunn foram utilizados para variaveis ndo categéricas com
distribuicdo n&o-gausiana, para analise de variaveis categéricas foi utilizado teste de
Fisher.

Resultados: As dosagens de IGF-1 e IGFBP-3 nao apresentaram diferenca entre os
grupos (P>0.05). Enquanto que, as dosagens de IGFBP-1 foram diferentes entre os
grupos (P=0,007). Comparando os dias de indugédo da ovulagédo, nimero de unidades de
FSH recombinante, nimero de foliculos, odcitos e embrides, e taxas de fertilizacdo e
gestacao nao houve diferenga significativa entre os grupos.

Conclusao: Pacientes inférteis com endometriose moderada e severa submetidas a FIV
apresentam niveis de IGFBP-1 mais baixos quando comparadas as demais, podendo
esta reducéo estar associada a alteragcbes na fungao folicular e oocitaria neste grupo de
pacientes.

Palavras-chave: fluido folicular, endometriose, infertilidade, FIV, Insulin-like Growth

Factor, Insulin-like Growth Factor Binding Protein

49



INTRODUCAO

A endometriose esta relacionada com disturbios do eixo hipotalamo-hipoéfise-
ovario. Esta associacdo com disfuncdo pituitaria-ovariana sugere alteragdo na funcao
folicular com LH (horménio luteinizante) e prolactina alterados, uma capacidade reduzida
do foliculo pré-ovulatério, com reducéo da habilidade de fertilizagdo do odcito e disturbio
da funcéo latea (Cahill & Hull, 2000; Cunha-Filho et al, 2002). Altera¢gées no fluido
folicular de pacientes com endometriose pode ser associada causa de infertilidade neste
grupo, modificacbes em odcitos resultam em embrides de baixa qualidade com reducao
na capacidade de implantagdo (Garrido et al. 2000). Recentemente, confirmamos a
presenca da associagdo entre endometriose-hiperprolactinemia-insuficiéncia Iutea
(Cunha-Filho et al., 2001), podendo estar associada a causa de infertilidade no grupo de

paciente, sem dano tubario, com disfungcéo ovulatéria.

O estudo do fluido folicular é importante para compreensao de alteracdes na
dinAmica do processo ovulatério. Esta bem estabelecido que odcitos maduros estado
aumentados no fluido folicular, proporcionalmente ao estradiol/androstenediona (Erickson
et al. 1998). A regulacao dos efeitos dos fatores de crescimento na reprodu¢cao humana
vem sendo avaliados em diferentes grupos de pacientes sendo de fundamental

importancia para o correto desenvolvimento da fun¢ao ovariana.

Em pacientes inférteis com endometriose, o estudo do fluido folicular, é
importante para esclarecer e compreender melhor a fisiopatologia da infertilidade nestas
pacientes. Investigadores demonstraram a diminuicdo da concentracdo de fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) e aumento nos niveis de progesterona no fluido
folicular de pacientes com endometriose (Pellicer et al.,2000, Pellicer et al.,1998 and

Pellicer et al.,1998). O mesmo grupo de autores publicou diferentes resultados da
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avaliacdo de concentracdo de VEGF no fluido folicular de pacientes inférteis com
endometriose (Garrido et al.,2001), entretanto, nesta ultima publicacdo foi utilizada
diferente metodologia (citometria de fluxo) e com um limitado nimero de pacientes com
endometriose (n=6) para as conclusdes. O estudo de Pellicer et al, 1994 é convincente
em relacionar a qualidade oocitaria em pacientes com endometriose através do estudo
modelo de doagdo de oécito. Os autores encontraram que a taxa de implantagao foi,
significativamente, menor em pacientes com endometriose com odcitos doados. Outros
(Akande et al.,2000), estudando inibina A e B e ativina A em fluido folicular de pacientes
com endometriose encontraram que inibinas ndo tem alteragdes significativas em
pacientes com endometriose, entretanto, a concentragdo de ativina A foi maior em

pacientes com endometriose, provavelmente por algum mecanismo compensatorio.

Os IGF-1 estao envolvidos na correta expressado da funcido ovariana, através
da regulagao autécrina/paracrina da ovulagao. Sao produzidas pelas células da granulosa
sob o estimulo do FSH, e tém sua atividade controlada por proteinas cataliticas, as
IGFBP, com acéo inibitéria (Giordano et al., 1992). Também, possuem agao de ativacao
de estrégenos e produgao de progesterona, atividade sobre a aromatase, modulagao dos

efeitos estimulatorios de FSH e LH (Erickson et al.,1989; Giudice et al.,1990).

Em ciclos induzidos para FIV, foliculos com concentragbes mais elevadas de
IGF-1 tiveram necessidade de menos ampolas de FSH e um tempo de indugdo menor

(Oosterhuis et al., 1998).

As IGFBP-1 tem efeito inibitério sobre acdo de IGF-1, propriedade

antigonadotrofica (Adashi,1995; Yoshimura,1998). Recentemente, Erickson, 2001

descreveu a importancia das IGFBP-4 e PAPP-A no controle da fungéo ovariana.
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Muitas associacbes entre a resposta ovariana e anormalidades na
concentracao de IGF-1 vem sendo discutidas, mas nao confirmadas. Nao foi encontrado
diferenca nas concentragoes de IGF-1, IGFPB-1 e IGFBP-3 no fluido folicular, quando a

resposta ao estimulo ovariano foi pobre ou adequada (Neubourg et al., 1998).

O presente estudo busca elucidar a importancia dos fatores de crescimento na
patogénese da disfungdo ovulatéria em pacientes inférteis com endometriose. O objetivo
deste estudo é avaliar o fluido folicular de pacientes inférteis com endometriose, através

das dosagens de IGF-1, IGFBP-1 e IGFBP-3.

MATERIAL E METODOS

Delineamento:
Foi realizado estudo transversal prospectivo, com analise do fluido folicular de

pacientes inférteis com endometriose submetidas a técnicas de reproducgao assistida.

Pacientes:

Foram avaliadas as concentragbes de IGF-1, IGBP-1, IGFBP-3 no fluido
folicular de 41 pacientes inférteis com endometriose ou obstrugcao tubaria submetidas a
FIV, como tratamento para infertilidade, no periodo compreendido entre janeiro de 1999 e
janeiro de 2000, do setor de Reprodugdo Assistida do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). As pacientes foram divididas em 3 grupos; grupo |, pacientes com
endometriose minima e leve (n=12), grupo Il, pacientes com endometriose moderada e

severa (n=10) e grupo Il pacientes com obstrugao tubaria (n=19).

A endometriose foi estadiada segundo a classificagdo da Sociedade Americana

de Medicina Reprodutiva (AFS,1985).
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Todas as pacientes foram informadas dos procedimentos e assinaram termo de
consentimento pés-informado de livre e esponténea vontade. O projeto de pesquisa foi
previamente aprovado pela Comissado de Etica em Pesquisa do HCPA, protocolado junto

ao grupo de pesquisa e pos-graduacgao, registro niumero 99059.

As pacientes foram submetidas a laparoscopia para a investigacdo de sua
infertilidade, o procedimento endoscépico sendo realizado sempre pelo mesmo

examinador.

Foram excluidas 1) as pacientes com disturbio enddcrino prévio, 2) com outra
causa para infertilidade que ndo endometriose, exceto pacientes com obstrugao tubaria
(grupo controle) 3) pacientes com dosagem sérica de FSH superior a 10 Ul/ml na fase
folicular precoce (terceiro dia do ciclo menstrual). Adotou-se os critérios da Organizacao

Mundial de Saude para a andlise do espermograma (OMS, 1994).

Fertilizagao in vitro:

A FIV foi realizada para tratamento da infertiidade ou pela presenga de
endometriose ou pela obstrugdo tubaria, o protocolo de inducdo da ovulagao utilizado
pelo setor de reprodugdo humana, HCPA/UFRGS (Universidade Federal do Rio Grande
do Sul), foi o ultracurto (Macname et al.,1989) com analogo de GnRH (horménio
liberador de gonadotrofina), e a indugéo da ovulagéo foi monitorada por ultra-sonografias

diarias (Marrs et al.,1983).

No 3° dia do ciclo menstrual foi administrado FSH recombinante, na dose inicial
de 150 Ul, com ajuste de dose de acordo com a resposta da paciente. As pacientes
receberam do segundo ao quarto dia de seu ciclo menstrual acetato de leuprolide

(1mg/dia/sc).
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No momento que ao menos 1 foliculo ovariano atingiu 18 mm de didmetro, foi
administrada a dose de 10000 Ul de HCG ( gonadotrofina coribnica humana)
intramuscular e a coleta do odcito ocorreu 32 a 36 horas apds. Apods identificacdo e
separacao do odcito, o liquido folicular foi centrifugado a 2500 rpm e congelado a

temperatura de -20°C para posterior analise.

Medidas:

A analise do liquido folicular foi realizada mediante respectivos kits (marca
DSL, Texas-USA) pelo laboratério de radioimunoensaio do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. A técnica empregada entre os kits € semelhante, exceto que a analise de IGF-1
incluiu extracdo. O resultado é obtido através de IRMA (two-site immunoradiometric
assay) (Miles et al. 1974). O IRMA nao é uma analise competitiva das medidas, e sim de
sanduiche entre dois anticorpos. O primeiro atua como fixador na parede interna do
tubo e o outro como indicador de leitura. O material livre, amostra, é removido e os tubos
lavados para leitura. As dosagens de IGF-1, IGFBP-1 e IGFBP-3 foram medidas em

ng/ml.

O limite minimo de deteccido da concentracdo absoluta de IGF-1 é calculado

pela média e 2 desvio-padrao (DP) de 22 tubos (11 contra-prova) onde “0” “standard” é
0.8 ng/ml (diluicdo correta de 1:30) ou 27 pg/ml (1.4 pg/tubo), a sensibilidade tedrica ou o
limite minimo de deteccédo de IGFBP-1 é calculado pela média e 2 DP de 20 amostras
onde 0 ng/ml IGFBP-1 “standard” é 0.33 ng/ml e o limite minimo de deteccao de IGFBP-
3 é calculado em 2 DP da média de 11 amostras (22 tubos) onde 0 ng/ml IGFBP-3

“standard” é aproximadamente 0.5 ng/ml.

Nao encontramos reag¢ao cruzada entre os niveis medidos.
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Estatistica:

A analise dos dados foi considerada significativa quando P<0,05. Foram
utilizados o teste de Kruskal-Wallis (KW) e a analise de comparacdes multiplas de Dunn,
pois as variaveis tiveram uma distribuicdo ndo gaussiana. Para analise de variaveis
categodricas foi utilizado o teste de Fisher. O poder da amostra foi calculado (poder de

80%) para comparacéao dos fatores de crescimento no fluido folicular.

RESULTADOS

As caracteristicas clinicas das pacientes dos trés grupos estdo apresentadas
na tabela 1. As pacientes do grupo | apresentaram idade superior as demais, mediana de
34 anos, para uma mediana de 26 anos no grupo Il e 30.5 anos no grupo Ill (P=0,001

KW). O indice de massa corporal foi semelhante entre os grupos (P=0,143 KW).

Na tabela 2, encontram-se as analises referentes ao seguimento da indugéo da
ovulagao entre os grupos, ndo sendo encontradas diferengas entre o numero de dias de
indugao (P=0,225 KW), numero de foliculos (P=0,968 KW), niumero de odcitos (P=0,773
KW), taxa de fertilizagao (P=0,592 KW) e nimero de embrides (P=0,210 KW). A mediana
das unidades necessarias de FSH nos grupos foi de 550Ul no grupo I, 750Ul no grupo I
e 750Ul no grupo Il sem diferenca significativa entre os grupos (P=0,064 KW). A
porcentagem de taxa de gestacado/ciclo também n&o foi significativa (P=0,575 Teste
de Fisher). As dosagens de IGF-1 (P=0,185 KW) e de IGFBP-3 (P=0,079KW) em ng/ml

ndo diferem significativamente entre os grupos.

Enquanto pacientes do grupo Il, endometriose severa, apresentaram dosagens

inferiores de IGFBP-1 (P=0.007 ) ( tabela 3, figura 1 ).
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DISCUSSAO

As caracteristicas clinicas das pacientes foram avaliadas quanto idade e IMC
entre os grupos. As pacientes com endometriose minima e leve apresentaram idades
superiores aos demais grupos, resultado atribuido ao provavel atraso do diagnéstico ou a
conduta conservadora quanto a infertilidade neste grupo de pacientes. O IMC, que pode
influenciar nos niveis dos fatores de crescimento e das suas proteinas carreadoras, bem

como na resposta a FIV nao foi diferente entre os grupos.

O numero de unidades de FSH por ciclo foi semelhante entre os grupos,
embora alguns autores tenham encontrado diferengas em ciclos subsequentes para FIV
em pacientes com endometriose (Al-Azemir et al.,2000). Todavia esta necessidade

aumentada de FSH nao tem alterado o progndstico reprodutivo destas pacientes .

As taxas de fertilizacao e gestagao por ciclo, discutiveis como diminuidas em
pacientes com endometriose submetidas a FIV (Wardle et al.,1995; Jansen, 1986;
Pellicer et al.,1998), traz neste estudo resultados semelhantes entre pacientes com ou
sem endometriose, 0 que ja havia sido encontrado em estudos prévios (Olivennes et

al.,1995).

O grupo de pacientes com endometriose moderada/severa apresentou taxa de
gestacao menor (10%), sem diferenca significativa, todavia, provavelmente, pelo tamanho

limitado de nossa amostra, impossibilitando esta avaliagao.

As diferengcas encontradas nos niveis de IGFBP-1 reforcam a idéia da
associagao destes marcadores a funcao reprodutiva (Jones & Clemmos,1995; Giudice et

al.1990; Kawano et al., 1997; Adashi,1995; Yoshimura,1998). As pacientes com
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endometriose moderada e severa apresentaram niveis de IGFBP-1 menor quando
comparados aos demais grupos, podendo esta diminuigdo estar associada a fungao

paracrina destes marcadores neste grupo de pacientes.

Na literatura, estudos relatam o papel do sistema IGF-IGFBP na fisiologia
ovariana, os IGF-1 estimulam a maturidade de foliculos/odcitos in vitro e as IGFBP-1
inibem a inducdo da ovulacdo e maturacdo de odcitos por neutralizarem as IGF-1
(Adashi,1995; Yoshimura,1998). Este grupo de pacientes com endometriose moderada e
severa tem uma disfuncao ovulatéria demonstrada pela diminuigado dos niveis de IGFBP-
1 no fluido folicular, provavelmente, por algum mecanismo compensatério da maturagao
oocitaria (Pellicer et al., 1994). As IGFBP-1 teriam um mecanismo contra-regulatério na

concentracao de IGF-1 no fluido folicular.

Alguns autores sugerem uma associacdo entre os niveis de IGFBP-1 e
maturidade folicular (Kawano et al.,1997). Neste nosso estudo, o numero de foliculos
maduros entre os trés grupos de pacientes (Veeck’s criterion) (Veeck et al.,1993) nao foi
diferente. Nossos achados confirmam a hipétese de outros estudos (Cahill et al., 2000), e
admitimos que existe uma alteragdo no eixo hipotalamo-hipéfise-ovario em mulheres com

endometriose.

Os niveis de IGF-1 no liquido peritoneal sdo maiores em pacientes com
endometriose e a proporc¢ao de IGFBP-2 e 3 menor (Kim et al.,2000). Os niveis séricos
de IGF-1 sdo superiores aos de pacientes submetidas a esterilizacao tubaria (Gurgan et
al.,1999), estes achados podem ser associados ao desenvolvimento de endométrio

ectopico e infertilidade em pacientes com endometriose.

Nosso grupo demonstrou, previamente, que pacientes com endometriose
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minima e leve tém alteracdo na secregao de prolactina apds estimulo com hormoénio

tireotrofico (TRH), com deficiéncia da fase lutea (Cunha-Filho et al., 2001, 2002).

Os achados do nosso grupo estdo em acordo com o demonstrado por outros
pesquisadores, que ha aumento de progesterona no fluido folicular e ativina A no
endométrio de pacientes com endometriose (Pellicer et al.,1998 and Akande et al.,2000),
anormalidades nas células da granulosa alterando os resultados de FIV (Toya et
al.,2000), e diminuicdo na capacidade de implantagdo embrionaria em estudos de
doacgdo oocitaria (Pellicer et al., 1994). Estes autores acreditam, como (Harlow et al.,

1996) na associagao de esteroidogénese alterada e endometriose.

O estudo clinico de pacientes em reprodugcao humana, pela diversidade de
caracteristicas, dificulta um tamanho de amostra para conclusbes especificas. Neste
estudo, a amostra adequada para conclusbes sobre taxas de implantacao, fertilizacao e

gestacao, estaria em 1100 participantes, o que torna confusa a analise destes fatores.

O estudo da disfungcdo oocitaria em pacientes com endometriose pode
proporcionar uma melhor compreensdo da regulacao folicular e maturidade oocitaria.
Muitos outros fatores vem sendo investigados (IGFPB-4, PAPP-A), para compreender o

crescimento folicular e o estagio pré-antral (Erickson et al. 2001).

Concluindo, pacientes com endometriose severa apresentam uma diminui¢ao
nos niveis séricos de IGFBP-1 que podera acarretar em um disturbio do controle
ovulatério. A endometriose deve ser vista como uma sindrome que pode estar associada
a disfungdes anatbmicas, peritoneais, imunoldgicas e enddcrinas, com repercussao na

foliculogénese, as quais podem levar a infertilidade.
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Tabela 1. Caracteristicas Clinicas (valores expressos em mediana e intervalo

de confianga de 95%)

Grupo | Grupo |l Grupo I Estatistica
(n=12) (n=10) (n=19) P
Idade (anos) 34* 26 30.5 0.001
(29.8-36.2) (21.5-29.7) (28.2-33.2)
IMC (kg/m2) 235 23 24.5 0.143
(20-27) (22-30) (22-28)

* Teste de Dunn
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Tabela 2. Seguimento da FIV (valores expressos em mediana e intervalo de

confianga de 95%)

Grupo | Grupo |l Grupo Il Estatistica
(n=12) (n=10) (n=19) P
FSHr (1U) 550 750 750 0.064
(370.78-629.22) (505.88-824.11)  (569.23-830.77)
Inducao (dias) 8.5 9 9.5 0.225
(5.76-9.74) (7.71-10.86) (8.13-10.37)
Numero de foliculos 3 3 3 0.968
>16 mm (1.69-4.91) (1.32-5.83) (2.39-6.78)
Numero de odcitos 3 5 4 0.773
(1.69-4.91) (1.82-7.04) (3.16-7.84)
Taxa de fertilizacao 75 85 88 0.592
(%)
Numero de embrides 1 2 2 0.210
(0.39-3.11) (1.44-3.96) (1.13-3.19)
Taxa de gestacao 25 10 21 0.575

clinica /ciclo (%)
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Tabela 3. Dosagens de IGF-1, IGFBP-1 e IGFBP-3 no fluido folicular (valores

expressos em mediana e intervalo de confianga de 95%)

Grupo | Grupo |l Grupo I Estatistica

(n=12) (n=10) (n=19) P
IGF-1 125 144 134 0.185
(ng/ml) (61.32-161.43) (66.87-176.27) (94.73-161.77)
IGFBP-1 121.5 77" 99.5 0.007
(ng/ml) (88.99-151.75) (46.26-108.31) (84.5-

124.34)

IGFBP-3 2352.5 2852 2621 0.079

(ng/ml x100)

(1495.70-2930.54) (2715.20-3045.38) (2212.91-2958.76)

* Teste de Dunn
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Figura 1. Gréfico de dispersao das dosagens de IGFBP-1 entre os grupos
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Follicular IGFBP-1 levels distribution among the groups. P=0.007
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7. ANEXOS

PROTOCOLO DE PESQUISA

NOME: REG. IDADE:
PESO: ALTURA: IMC (KG/m2):
GRUPO:

CAUSA TUBARIA ( )

ENDOMETRIOSE: 1() () W () V()
OUTRAS:
N° DE UNIDADES DE FSH: N° FERTILIZADOS:

N° DE DIAS PARA INDUCAO:

N° DE OOCITOS:

% de fertilizados:

transferidos:

gestacdo: S( ) N()

Fatores Dosagem
IGF-1

IGFBP-1

IGFBP-3
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TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMAGAO

Fluido folicular € um liquido que esta junto com o seu 6vulo e é obtido no
momento em que o seu ovario é puncionado para a obtencado do seu 6vulo. O fluido
folicular ndo tem validade nenhuma apés a coleta do seu 6vulo e, normalmente, ele é
desprezado.

Gostariamos de convida-la para participar do estudo “AVALIACAO DO MEIO
FOLICULAR EM PACIENTES INFERTEIS COM ENDOMETRIOSE”, tendo como
objetivo principal a realizagdo de um trabalho cientifico para a analise do fluido folicular
de um determinado grupo de pacientes que a Senhora pode enquadrar-se.

A realizacao de laparoscopia faz parte de sua investigacdo de sua infertilidade
e a chance de ocorrer alguma complicagdo € de 3 para 1033 exames realizados
(BATEMAN et al., 1996). A senhora recebera uma avaliagao pré-operatoria cuidadosa
antes de submeter-se a laparoscopia sob anestesia geral.

O procedimento de fertilizagdo in vitro sera absolutamente igual a rotina ja
estabelecida e o fluido folicular por nds estudado seria desprezado se assim nao fosse
utilizado, portanto a Senhora nao corre nenhum risco adicional.

Estes exames e testes fazem parte de sua investigagdo usual, ou seja, nao
estaremos acrescentando nenhum exame para a sua investigagao.

Eu, , fui
informada dos objetivos especificados acima e da justificativa desta pesquisa, de
forma clara e detalhada. Recebi informacdes especificas sobre cada procedimento no
qual estarei envolvida, dos desconfortos ou riscos previstos, tanto quanto dos
beneficios esperados. Todas as minhas duvidas foram respondidas com clareza e sei
que poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento. Além disto, sei que
novas informacoes, obtidas durante o estudo, me serao fornecidas e terei liberdade de
retirar meu consentimento de participacdo na pesquisa, em face de estas informagdes

O profissional, certificou-me de que as informacdes que eu forneci terdo carater
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confidencial.

Fui informada que caso existam danos a minha saude, causados diretamente
pela pesquisa, terei direito a tratamento médico e indenizagdo conforme estabelece a
lei. Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo

orgamento da pesquisa.

ASSINATURA DA PACIENTE:

ASSINATURA DO INVESTIGADOR:

ASSINATURA DO ORIENTADOR:

NOME DOS PESQUISADORES: NADIANE A LEMOS E EDUARDO P PASSOS

TELEFONE PARA CONTATO E DUVIDAS: 98074390 OU 33168117
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