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RESUMO

O objetivo deste estudo foi correlacionar as alteragbes morfologicas e
morfométricas de odcitos humanos antes e apds a vitrificagdo. Também, avaliar
se as caracteristicas morfométricas de odcitos pré-vitrificacdo estao relacionadas
a sobrevivéncia dessas células para criopreservagdao e verificar se as
caracteristicas morfométricas apds o0 descongelamento de odcitos estdo
relacionadas a ocorréncia de fertilizagéo, apds a ICSI. PACIENTES E METODOS:
os voluntarios envolvidos neste estudo foram pacientes do Laboratério de
Reprodugdo Humana Professor Aroldo Fernando Camargos do Hospital das
Clinicas - UFMG, que foram submetidos a indugédo da ovulagao para reproducao
assistida. O estudo incluiu 28 pacientes e 71 odcitos vitrificados. Os odcitos foram
identificados na placa de cultura usando-se lupa estereoscépica. Os odcitos foram
deixados numa incubadora de CO, durante pelo menos uma hora, fotografados
para avaliagdo morfoldégica e morfométrica e vitrificados individualmente, seguindo
o protocolo da Irvine Scientific. Medigbes e avaliagbes de odcitos, zigotos e
embrides nos segundo e terceiro dias de cultura foram realizadas utilizando-se
software Cronus TM. As seguintes caracteristicas morfolégicas dos odécitos foram
avaliados: granulos citoplasmaticos, a fragmentagdo do corpo polar, inclusées
citoplasmaticas e vacuolos. RESULTADOS: nao houve correlagdo entre as
caracteristicas morfologicas e morfométricas dos 71 odcitos avaliados antes de
vitrificagdo. Os diadmetros dos odcitos e as medidas do espaco perivitelino (EPV),
zona pelucida (ZP) e corpusculo polar (CP) foram semelhantes nos odcitos
classificados como morfologia 6tima (n=40) e naqueles com morfologia alterada
(n=31). De 49 odcitos descongelados, 22 haviam degenerado e 27 ficaram
preservados, incluindo 20 com étima morfologia e sete com morfologia abaixo do
ideal. Enquanto o didmetro do odcito, as medidas do EPV e ZP foram
semelhantes nos odécitos descongelados e com a morfologia 6tima e de qualidade
inferior, o ultimo grupo mostrou significativa redugéo da medida de CP (11,8 [10,5-
13,0] ym versus 13,2 [12,2-15,3] um P=0,013). Os parametros morfométricos de
odcitos frescos nao foram preditivos de sobrevivéncia do odcito para vitrificacao e
descongelamento. Dos 27 o006citos que sobreviveram ao processo de
criopreservacdo e submetidos a ICSI, 13 foram fertilizados. Os diametros de
oocitos apos o descongelamento foram menores nos oodcitos fertilizados (76,0
[73,0-78,3] um), em comparagao com aqueles que nao fertilizaram (80,5 [73,9-
82,6] um, P=0,043). Este ultimo grupo também apresentou EPV menor.
CONCLUSAO: as caracteristicas morfolégicas e morfométricas de odcitos frescos
nao estdo relacionadas com a sua resisténcia a vitrificacdo. No entanto, apés o
descongelamento, a falha da fertilizagdo esta associada a odcitos de didmetro
maior e EPV menores.

Palavras-chave: Criopreservagcao de odcitos. Vitrificagdo, descongelamento,
morfologia do odécito e morfometria. Injegdo intracitoplasmatica de
espermatozoides.



ABSTRACT

The aim of this study was to correlate oocyte morphological and morphometric
changes before and after Vvitrification, to evaluate if the morphometric
characteristics of oocytes pre-vitrification are related to the survival of these cells
to cryopreservation and to verify whether the morphometric characteristics after
thawing of oocytes are related to the occurrence of fertilization after ICSI.
PATIENTS AND METHODS: The volunteers involved in this study were patients
admitted to the Professor Aroldo Fernando Camargos Laboratory of Human
Reproduction at Hospital das Clinicas — UFMG who underwent ovulation induction
for assisted reproduction. The investigation included 28 patients and 71 vitrified
oocytes. Oocytes were identified in the culture dish using magnifying
stereomicroscope. The oocytes were left in a CO2 incubator for at least 1 hour,
photographed for morphological and morphometric evaluations and then vitrified
individually following the protocol of Irvine Scientific. Measurements and ratings of
oocytes, zygotes and embryos in the second and third days of culture were
performed using Cronus Software TM. The following morphological features of
oocytes were assessed: cytoplasmic granules, polar body fragmentation,
cytoplasmic inclusions and vacuoles. RESULTS: There was no correlation
between morphological and morphometric characteristics of the 71 evaluated
oocytes before vitrification. The oocyte diameters and the measurements of
perivitelline space (PS), zona pellucida (ZP) and polar body (PB) were similar in
oocytes classified as optimal morphology (N=40) and those with altered
morphology (N=31). Out of 49 thawed oocytes, 22 had degenerated and 27 were
preserved, including 20 with optimal morphology and 7 with suboptimal
morphology. While the oocyte diameter, the PS and ZP measurements were
similar in thawed oocytes with optimal and suboptimal morphology, the latter group
showed a significant reduction of the measure of PB (11.8 [10.5 to 13.0] ym
versus 13.2 [12.2 to 15.3] ym P=0.013). The morphometric parameters of fresh
oocytes were not predictive of oocyte survival to vitrification and thawing. Of the
27 oocytes that survived the cryopreservation process and underwent ICSI, 13
were fertilized. The diameters of oocytes after thawing were lower in the fertilized
oocytes (76.0 [73.0 to 78.3] um) compared to those not fertilized (80.5 [73.9 to
82.6] my, P=0.043). The latter group also had shorter PS. CONCLUSION: The
morphologic and morphometric characteristics of fresh oocytes are not related to
their resistance to vitrification. However, after thawing, fertilization failure is
associated with larger oocyte diameter and shorter PS.

Key words: Oocyte cryopreservation. Vitrification, thawing oocyte morphology and
morphometry. Intracytoplasmic sperm injection.
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1 INTRODUGAO

Os avancgos no tratamento do cancer tém permitido taxas de sobrevida
cada vez mais elevadas, estando as sobreviventes expostas as consequéncias da
quimioterapia (QT) e/ou radioterapia (RT), como a faléncia ovariana prematura
(FOP)"2.

A elevada taxa de sobrevida tem gerado acentuado interesse na
qualidade de vida dessas pacientes, o que deve incluir a manutencéo da
capacidade de constituir e criar uma familia®.

A manutencao da capacidade reprodutiva em pacientes submetidas a RT
e QT para tratamentos de neoplasias malignas, doengas autoimunes - como o
lUpus eritematoso sistémico e artrite reumatoide - e ooforectomias bilaterais em
casos de endometriose levou ao desenvolvimento de procedimentos para
preservacdo da fertiidade feminina, destacando-se: o uso de medicamentos
inibidores de apoptose e que levam a quiescéncia ovariana, a transposi¢cao
ovariana, a criopreservacao de tecido ovariano, xenotransplante, autotransplante,
criopreservagao de ovulos e criopreservagao de embrides®.

A primeira gravidez anunciada, de embrido criopreservado, descongelado
e transferido, ocorreu em 1083*.

O primeiro nascimento obtido a partir de odcito congelado foi em 1986. As
primeiras fertilizagbes realizadas por fertilizagcdo in vitro (FIV) e injecdo
intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) foram em 1978 e 1995,
respectivamente®.

Para pacientes que vao se submeter a tratamentos de FIV, criopreservar
od6citos excedentes pode evitar repetidas estimulagcdes ovarianas e coletas
ovulares ou pode ser fonte de doacao de odcitos. Um banco de odcitos viabiliza
um screening mais adequado das doadoras, tornando a ovodoacgao procedimento
mais seguro.

Em estudo incluindo 47 doadoras e 57 receptoras, foram vitrificados 693
odcitos e a taxa de sobrevivéncia foi de 96,1% (destes, 487 - 73,1% - fertilizaram-

se e 170 embrides foram transferidos para 57 receptoras). A taxa de gravidez por
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transferéncia foi de 63,2% e de implantacao de 38,5%, com 28 nascidos vivos,
4,2%°.

Em outra publicagdo, foram coletados odcitos imaturos de uma portadora
de ovario policistico durante o ciclo menstrual natural; 16 de 18 odcitos coletados
encontravam-se em fase de vesicula germinativa e foram maturados; 17 odcitos
foram vitrificados e quatro sobreviveram ao descongelamento; trés embrides
foram transferidos e um gerou um nascido vivo’.

Tem sido preconizado o uso de criopreservacido de oécito para situacoes
em que existe a possibilidade de aceleragédo da atresia folicular, como nos casos
de mosaico da sindrome de Turner e para mulheres que querem adiar a sua
maternidade®.

Entretanto, deve-se considerar que os gametas envelhecem com a mulher.
O risco de uma mulher n&o ter filhos quando procria com idades de 20 a 24 anos
é de 5,7%; de 25 a 29 anos ¢é de 9,3%; de 30 a 34 anos é de 15,5%; de 35 a 39
anos é de 29,6%: e de 40 a 44 anos é de 63,6%°.

A vitrificacdo de odcitos pode ser uma opgao para pacientes que possuem
elevado numero de odcitos e, dependendo do pais, somente um numero limitado
de odcitos pode ser inseminado®.

A criopreservagao de odcitos também pode ser Util nos casos esporadicos
em que nao se pode colher sémen no dia da coleta ovular. E pode ser uma
alternativa para evitar os problemas éticos e religiosos causados quanto a
criopreservacdo de embrides'"'?.

Prevenir gravidez multipla é o maior desafio em pacientes que fazem
tratamento com estimulagao ovariana para inseminagéao intrauterina (l1U). Estudo-
piloto tentou minimizar gravidez multipla, realizando aspiragao folicular de odécitos
de foliculos extranumerarios antes da inseminagdo intrauterina, e avaliar o
beneficio da vitrificagdo desses odécitos para uso futuro. Foram submetidas 31
pacientes a aspiragao de foliculos extranumerarios, sendo vitrificados 112 odécitos
dos. Pacientes com ovario policistico obtiveram 6,07 odcitos vitrificados e as que
nao possuiam ovario policistico obtiveram 1,3 odcito vitrificado por ciclo. O
tratamento de IIU resultou em taxa de gravidez clinica de 23,5% por ciclo. Todas
as gestacgdes foram unicas. Concluiu-se que a coleta de odécitos excedentes antes

da llU em ciclos estimulados reduz a taxa de cancelamento, diminui o risco futuro
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de gravidez multipla e leva a gravidez adicional futura utilizando os odcitos
excedentes que foram vitrificados .

Durante tratamentos de fertilizacdo assistida, muitos odcitos podem ser
coletados e, consequentemente, varios embrides podem ser gerados e parte
deles criopreservada.

Os principais processos utilizados em criopreservacido de odcitos,
embrides e espermatozoides podem ser descritos em trés categorias:
congelamento lento, vitrificagdo e congelamento rapido. O congelamento lento é
realizado utilizando-se concentragdes iniciais baixas do crioprotetor, o que se
associa a baixa toxicidade enquanto o odcito esta sob temperatura que permite
manter o seu metabolismo. O metabolismo celular se reduz 50% cada vez que a
temperatura baixa 10°C. Na vitrificagédo, o crioprotetor € permeavel e adicionado
em altas concentragdes. O congelamento é feito de maneira rapida para evitar
que o crioprotetor cause toxicidade ao odcito. A vitrificagdo possui beneficios,
como a nao formagédo de cristais de gelo, porque promove o decréscimo da
temperatura com muita rapidez, o que permite o uso de altas concentracdes de
crioprotetores e com menos efeito tdxico para o odcito™.

As variaveis que influenciam a eficacia da Vvitrificacdo s&o: tipo e
concentracio do crioprotetor, temperatura da solucéo de vitrificagdo no momento
da exposicdo ao odcito, duracido da exposicao final do crioprotetor antes de
coloca-lo dentro do nitrogénio liquido, tipo de dispositivo usado na vitrificagao,
qualidade do odcito e a realizagdo sem o auxilio de maquinas de congelamento15.

A criopreservagao dos o0citos apresenta alguns desafios:

a) O volume celular do odcito é grande e a relagao superficie celular/volume
celular € muito pequena, o que torna a sua desidratagao dificil. A
membrana celular do odcito € diferente da dos embrides; as membranas
dos embrides facilitam a passagem de crioprotetores e agua, o que
possibilita a desidratagao, levando a pequena formagéao de cristais de gelo
e, logo, mais sobrevivéncia. O aumento da distensibilidade da membrana
dos embrides permite mais tolerancia a pressdo plasmatica durante o
descongelamento; por isso, embrides sao mais tolerantes do que odcitos

aos processos de congelamento e descongelamento’®'’.
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O aumento da espessura da zona pellucida e a liberagdo prematura de
granulagdes corticais podem ocorrer durante o congelamento dos oécitos,
entretanto, esses achados sao superados com emprego da ICSI.

Os odcitos, quando vao ser congelados, encontram-se em metafase Il, com
o sistema do fuso organizado; o fuso meiotico consiste de microtubulos
construidos por polimeros de tubulina; os microtubulos iniciam em um polo
central e ancoram o0s cromossomos em um outro polo, permitindo o
alinhamento destes no plano equatorial. A lesdo do fuso pode levar a
dispersao dos cromossomos e a faléncia da fertilizagcdo ou a parada do
desenvolvimento. Existe um tempo necessario para permitir a
repolarizagao adequada do fuso, portanto, as inseminagdes realizadas
duas a trés horas apdés a incubacdo melhoram a fertilizagdo. A
desorganizagdo ou o desaparecimento do fuso meidtico pode causar
aneuploidias ou poliploidias. Se o fuso se desintegrar, ndo ocorrera a
extrusdo do corpusculo polar e, logo, poliploidia (dois pronucleos femininos
e um masculino). Lesbes menores causam aneuploidia. Odcitos
congelados no estagio de vesicula germinativa tém baixas taxas de leséo
do aparelho do fuso, induzidas pela criopreservacao, entretanto, devem
sofrer maturacéo in vitro.

Existe a possibilidade de indugédo de partenogénese e dano mitocondrial; a
selecédo dos odcitos para congelamento € muito dificil, exceto em caso de
manifestagcdes grosseiras de dismorfismo e heterogeneidade da morfologia
dos odcitos (zona pelucida espessa, granulosidade do citoplasma, aumento
do espacgo perivitelino ou fragmentagdo do primeiro corpusculo polar). A
inabilidade em predizer qual € o odécito de boa qualidade leva a dificuldade
em demonstrar a capacidade do mesmo em desenvolver um bom
embrido'®; as gestagdes com odcitos criopreservados sao dependentes do
tempo; a maioria dos investigadores insemina os odcitos entre uma e
quatro horas apos a coleta ovular. Com o congelamento lento, apés trés
horas de incubagédo consegue-se fertilizacdo de 59% e clivagem de 91%.
Com a vitrificagéo, a sobrevida foi de 63 a 92% de quatro a seis horas e
clivagem de 60 a 77%"? %,

Os primeiros nascidos de criopreservacdo de odécito ndo apresentaram

aumento de incidéncia de cariétipos anormais ou de malformacdes
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congénitas; os numeros sao baixos e necessitam de andlise a longo

prazo?’.

Encontram-se relatos de mais de 500 bebés nascidos de criopreservagao
de odcito; a taxa de nascidos vivos por odcitos era em torno de 5 a 6%2%. A
técnica de congelamento por vitrificacdo era considerada promissora em 200822,

A melhor escolha para a preservagao da fertilidade seria criopreservar
embrides antes dos tratamentos radioterapico e quimioterapico®.

O método classico para criopreservar embribes € o protocolo de
congelamento lento utilizando-se uma maquina especifica de congelamento com
programa para cada fase do embrido; entretanto, a tendéncia atual é usar a
vitrificagao. Isso porque:

a) Durante o congelamento lento cristais de gelo sdo formados causando
efeito deletério na célula.

b) A formagdo de cristais de gelo intracelular pode danificar a parede e
estruturas celulares.

c) Um balango entre esses fatores deve ser mantido durante o processo de
congelamento lento para garantir a sobrevivéncia da célula.

Outra variavel importante € a qualidade oocitaria para garantir a
sobrevivéncia apés o descongelamento. Quanto melhor a qualidade do odcito,
melhor sera a taxa de sobrevivéncia.

O estagio de maturagado também €& importante, porque melhora a taxa de

7

sobrevivéncia e de fertilizacdo. Geralmente o 6ocito é congelado em fase de

metafase 112°.

1.1 Principios da criopreservagao

Para estocar células com sucesso em nitrogénio liquido a -196°C, sao
necessarios seguir os seguintes critérios:
a) Deter o metabolismo da célula de forma reversivel.
b) Manter a integridade estrutural e genética da célula.

c) Alcancar taxas aceitaveis de sobrevivéncia apds o descongelamento.
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d) Manter competéncia de desenvolvimento apds o descongelamento.

e) Aplicar técnicas confiaveis®.

Criopreservar material biolégico inclui seis passos principais:

a) Exposicao inicial ao crioprotetor (a agua intracelular deve ser removida por
desidratacao gradual).

b) Congelar lento/rapido até temperatura abaixo de zero (-196°C).

c) Estocar em temperaturas baixas.

d) Descongelar/aquecer reidratando gradualmente.

e) Diluir e remover o agente crioprotetor e substituir o fluido intracelular e
extracelular em tempo preciso.

f) Recuperar e retornar a célula ao ambiente fisiologico?.

Vitrificagcdo € um processo no qual alta concentragcdo de solugdo de
crioprotetores solidifica-se durante o congelamento sem a formagao de cristais de
gelo, em um fluido supercongelado e com alta viscosidade. O aumento da
viscosidade celular utilizando agentes crioprotetores em altas concentragbes e
congelamento da célula em baixas temperaturas evita a formagdo de gelo. A
estratégia basica para vitrificar células e tecidos é aumentar a velocidade da
condutividade térmica e diminuir a concentracdo dos crioprotetores para reduzir o
potencial de toxicidade. Existem dois principais caminhos para se alcancar a
vitrificagdo da agua dentro da célula com mais eficiéncia: utilizar materiais que
possuem rapida transferéncia de calor e usar recipiente especial (palheta) que
permita o uso de pequenos volumes de crioprotetor contendo a célula para que
possa ser congelada rapidamente. Existem trés principais objetivos na
criopreservacgao de odcitos: evitar a formacao de cristais de gelo, evitar o efeito
téxico da solugao crioprotetora e evitar choque osmotico?’.

Quando a agua é congelada abaixo do ponto de congelamento, ela se
solidifica e forma cristais de gelo. Devido ao gelo ser menos denso do que a agua,
€ necessario que os cristais de gelo ocupem um volume maior do que o volume
da agua, partindo do ponto em que foi formado. O volume da agua dentro da
célula solidifica-se e se expande em forma de gelo, causando pressao nas

organelas intracelulares, as quais podem sofrer consideraveis danos?.
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O choque osmdtico pode ocorrer durante o descongelamento rapido,
quando a célula encolhe e aumenta de tamanho para acomodar alteragdes da
pressao osmotica extracelular. Isso pode causar deformidades no odcito e danos
no citoesqueleto. Durante o processo de reidratacdo, choques osmaticos podem
causar excessivo aumento da célula, ruptura da membrana, lise e morte celular.
Esses danos podem estar relacionados a despolimerizacdo dos microtubulos,
alinhamento inadequado dos cromossomos e aumento do risco de aneuploidia®.

Agentes crioprotetores sdo essenciais para a criopreservacao das células.
Os crioprotetores sao substancias com alta solubilidade em agua e toxicidade
proporcional a sua concentracao e temperaturazg.

Crioprotetores reduzem a concentragdo eletrolitica em meios néao
congelados. A adi¢do de crioprotetores reduz a quantidade de agua que cristaliza.
A eficacia dos crioprotetores depende da temperatura que vai ser adicionada ao
meio de congelament025.

Basicamente, existem dois grupos de crioprotetores: penetrantes e nao
penetrantes..

a) Crioprotetores penetrantes: sdo pequenas moléculas que penetram nas
membranas das células. Elas formam ligacdes de hidrogénio com as
moléculas da agua, prevenindo a formagao de cristais de gelo. Em baixas
concentragbes em agua, os crioprotetores diminuem a temperatura de
congelamento da mistura resultante. No entanto, em concentragdes
elevadas, eles inibem a formacdo de cristais de gelo e levam ao
desenvolvimento de um sdlido tipo vidro, chamado de estado vitrificado, em
que a agua é solidificada, mas nao expandida. Os agentes penetrantes
s30: glicerol, etilenoglicol e dimetilsulféxido™®.

b) Crioprotetores nao penetrantes: os crioprotetores nédo penetrantes
permanecem fora da célula. Eles agem extraindo a agua da célula,
desidratando o espacgo intracelular. Como resultado, quando sdo usados
em combinagdo com os crioprotetores penetrantes, a concentragcdo de
liquido do crioprotetor penetrante aumenta no espaco intracelular. Durante
o descongelamento, a agua gerada pelo gelo derretido diminui rapidamente
a pressao osmotica extracelular. Choque osmotico pode ocorrer se o

crioprotetor intracelular ndo pode difundir-se rapidamente o suficiente para
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evitar excessivo influxo de agua livre e a ruptura ou inchago da célula. Os

agentes n&o penetrantes sdo: sacarideos, proteinas e polimeros®.

O principal componente da solugéo de vitrificagdo € o agente penetrante.
Esses compostos sao hidrofilicos, nédo eletroliticos e possuem grande efeito
desidratante. A toxicidade desses agentes é o fator limitante em criobiologia. Por
serem toxicos, evita-se o uso de altos niveis desses aditivos. A toxicidade pode
ser manifestada na forma de danos celulares (toxicidade osmaética e formagéo de
gelo) durante a criopreservagao. Diferentes crioprotetores tém sido testados para
verificagdo do grau de toxicidade. Etilenoglicol € o crioprotetor menos toxico,
seguido do glicerol. Esses crioprotetores penetrantes sao também mais faceis de
difundirem-se para fora da célula, fazendo com que a célula alcance seu volume
original mais rapido, prevenindo, assim, danos osmoticos. O crioprotetor mais
utilizado em procedimentos de vitrificacdo € o etilenoglicol (EG). O EG é mais
usado em uma mistura equimolar com dimetilsulféxido (DMSO)?.

Dissacarideos sdo adicionados a solucdes de vitrificagdo, como, por
exemplo, a sacarose. A sacarose nao penetra na membrana celular, mas ajuda a
extrair a agua para fora da célula por osmose, reduzindo o tempo de exposi¢ao da
célula aos efeitos toxicos dos crioprotetores. A sacarose (agente ndo penetrante)
também age como tampdo osmotico para reduzir choque osmotico que pode
resultar da diluicdo do crioprotetor apds estocagem. Durante o descongelamento
usando alta concentragdo de sacarose (ex: 1.0 M), contrabalangca a alta
concentracdo do agente crioprotetor na célula, reduzindo a diferengca na
osmolaridade entre o compartimento intra e extracelular. A alta concentragcédo de
sacarose nao pode prevenir a célula de aumentar de tamanho, mas pode reduzir
a velocidade e intensidade desse aumento®. O oécito € uma célula com curto
periodo de vida, que precisa se submeter a fertilizagdo para continuar
sobrevivendo e desenvolver-se.

Para a fertilizagdo ocorrer naturalmente, o odcito deve preservar a
integridade das suas caracteristicas estruturais. Essas caracteristicas incluem
zona pelucida, granulos corticais e fuso microtubular. Na criopreservagéo ocorre
prematura liberacdo dos granulos corticais, criando, assim, um bloqueio a

penetracdo do espermatozoide. Pode também danificar a zona pellcida,
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resultando em penetragdo de multiplos espermatozoides. Esses dois casos
podem ser superados com o emprego da técnica de ICSI?.

O fuso microtubular é a estrutura na qual os cromossomos estéo alinhados
no odécito maduro (metafase |l) e sdo responsaveis pelo movimento desses
cromossomos durante a divisdo celular. O acido desoxirribonucleico (DNA)
materno é mantido suspenso no citoplasma no fuso meiético, portanto, danos nos
microtubulos podem explicar o limitado sucesso em criopreservar oocitos. O fuso
meidtico é extremamente sensivel a temperatura. Se houver perda dos
microtubulos, os cromossomos podem se espalhar e causar aneuploidia. O odcito
esta detido em determinado estagio preparado para ser ativado. Trocas em seu
ambiente podem causar ativacdo partenogénica. Possiveis danos causados nos
odcitos apos criopreservagao: fratura da zona pelucida, oécito escuro, contraido e
citoplasma picnético. A picnose (condensagdo da cromatina nuclear) é um
processo que indica a necrose do tecido. Eventualmente pode haver
fragmentagao do nucleo picnético®.

Os principais dispositivos usados em vitrificacdo sio:

a) Suportes abertos: Pulled Straws®, CryoLoop®, CryoEM®, Cryolea®f e
CryoTop®. O risco de contaminagdo devido ao uso de suportes abertos
para vitrificacdo limita o uso desses dispositivos para células humanas e
tecidos, de acordo com regulamentag¢des europeias.

b) Suportes fechados tém sido introduzidos com o intuito de reduzir o risco de
contaminagdes. Infelizmente o uso dos suportes fechados diminui a
velocidade de congelamento, necessitando aumentar a concentragéo de
crioprotetores para garantir a mesma taxa de sobrevivéncia?’.

O Cryotop®: foi introduzido por Kuwayama e € utilizado por muitos
laboratérios para vitrificar oécitos e embrides. O kit contém o equipamento de
Cryotop®, um tubo de plastico equipado com uma capa protetora para ser
manipulado e estocado com seguranca e os meios de cultura para lavar,
equilibrar, vitrificar, descongelar e diluir. Essas solu¢gbes s&o baseadas em
TCM199, meio de cultivo suplementado com soro sintético substituto (SSS)
contendo etilenoglicol e DMSO como agentes penetrantes; e sacarose como

agente nao penetrantel*'**
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Luccena et al. obtiveram taxa de 89,2% de sobrevivéncia de oécitos apds
vitrificagdo usando cryotop, taxa de gravidez de 56,5% (13 de 23 pacientes) com

média de 4,63 embries transferidos por paciente®?.

1.2 Caracteristicas morfolégicas dos odcitos
1.2.1 Células do cumulus-oophorus

Durante o desenvolvimento folicular antral, as células do cumulus sao
células da granulosa especializadas que envolvem o odcito.

As células do cumulus sao instrumentos, via gap junctions, que nutrem o
odcito durante o crescimento e possivelmente passam fatores inibidores, como
adenosina monophosfato ciclica (CAMP), necessarios para a manutencdo da
meiose. A camada de células mais profunda das células do cumulus é chamada
de corona. Essa camada se expande e apresenta aspecto radiante quando o
oocito estd maduro, em resposta a gonadotrofina coribnica humana (hCG)
exdgena ou ao surgimento do hormdnio luteinizante (LH) no meio do ciclo. Existe
interdependéncia entre células do cumulus e odcito comprometendo a qualidade
do oécito quando ocorre a maturacdo do odcito sem a presenca de células do
cumulus™.

As células do cumulus também dependem do odcito para diferenciagao,
regulacéo e fungbes normais. Projecdes celulares especializadas (das células do
cumulus para a superficie do oécito) permitem uma ligagcao fisica e fechada com o
oocito. Um componente essencial do complexo cumulus oophorus é a matriz
extracelular na qual as células do cumulus penetram. A ovulagdo € um evento
complexo que implica a secregédo e regulagdo da matriz extracelular, levando a
expansao do cumulus. Esse processo prové o ambiente necessario para a
penetracdo do espermatozoide e eventual fertilizagdo. O complexo cumulus
oophorus pode ser classificado e avaliado por meio de microscopio. O odcito pode
ser classificado como maduro (metafase IlI) quando possui um complexo
cumulus/corona expandido. Um complexo cumulus/corona menos expandido

corresponde a um estagio intermediario de maturidade (metafase 1)**.
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A auséncia de expansdo do complexo cumulus/corona esta associada a
imaturidade (préfase). Remover as células do cumulus para a realizagao da ICSI
dentro de duas a quatro horas apds a coleta ovular € importante para a completa
maturagdo do odcito. Prorrogar o tempo de cultura do odcito antes da ICSI pode
permitir, para aqueles odcitos que estdo um pouco imaturos quando foram

puncionados, completar o seu amadurecimento™.

1.2.2 Zona pelucida

A zona pelucida é a camada da matriz extracelular que envolve o odcito
diretamente. O desenvolvimento normal dos foliculos e dos odcitos depende da
integridade da zona pelucida. A zona pelucida possui importante papel na
fertilizacdo, permitindo a interacdo do espermatozoide/6ocito na reacao
acrossémica e no bloqueio a poliespermia. A zona pelucida é composta de uma
glicoproteina que reveste o odcito. Mudangas nessas camadas desencadeadas
pela agdo de um unico espermatozoide ligado a seus receptores induzem a
liberagdo dos grénulos corticais. As enzimas liberadas dos granulos corticais
agem como ligagdes cruzadas de glicoproteinas da zona pelucida, impedindo a
penetracao de outro espermatozoide.

A introducdo da ICSI permitiu ndo s6 o tratamento da infertilidade
masculina e a habilidade de tratar falhas de fertilizagcdo, como também a
identificacdo da variacdo da morfologia da zona pelucida. Elevado numero de
variantes da zona pelucida tem sido descrito (aparéncia, largura, irregularidades,
composi¢ao e organizagao) com o advento da ICSI. Zona pelucida espessa tem
sido associada a baixa taxa de fertilizagdo, implantagéo e gravidez>**°.

A forma dindmica da zona peliucida também foi avaliada, medindo a
variagao de sua espessura ao longo de sua circunferéncia. Quanto mais variavel
a espessura, melhor a qualidade dos embrides®’ e melhor a taxa de implantacéo e
gravidez®.

Estudos utilizando microscopio polarizado para detectar variagbes na
organizagado da zona pelucida tém relacionado esses achados com resultados
embrionarios e clinicos®**°. O uso desse microscépio permite a identificacéo das

trés camadas da zona pelucida, mostrando a diferenca entre elas em diversos
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estagios de maturagdo do odcito. Avaliagées da zona pelucida no dia da coleta
ovular indicam uma relacao positiva entre a espessura da camada mais interna,
embrides de boa qualidade e taxa de gravidez.

A zona peldcida possui importante papel até o estagio de blastocisto,
quando o embrido necessita sair da zona pelucida para implantar no epitélio
uterino. Nessa fase, uma zona pelucida mais fina pode refletir-se na habilidade de
o embrido fazer o hatching e implantar-se com sucesso. Assisted hatching é
algumas vezes utilizado para facilitar a saida do embrido da zona pelucida. Seu
emprego restringe-se a casos especificos como aborto repetitivo, idade materna

avancada e repetidas falhas de implantagao®®

1.2.3 Espaco perivitelino

O espago perivitelino representa o compartimento acelular entre a
membrana plasmatica do odcito e a zona pelucida. Em um odcito maduro o
espaco perivitelino (EPV) pode ser distinguido e em odcitos imaturos ele ndo pode
ser visualizado*'.

Estudo retrospectivo mostra a correlagado entre EPVs largos e declinio na
taxa de fertilizagdo e qualidade embrionaria®?, enquanto outros mostram uma
lacuna nessa correlagao®***.

Tem et al. salientaram que a espessura do EPV néo influencia na taxa de
fertilizacdo, mas melhora a qualidade embrionaria em odcitos com EPVs largos.
N&o ha consenso sobre quando o EPV acessado sozinho pode predizer qualidade

oocitaria®®.

1.2.4 Corpusculo polar

O odcito esta estacionado em fase de diacinese da profase | até o
nascimento. Retém um nudcleo (vesicula germinal) até a ovulagdo, o qual é
exposto ao LH, desencadeando a continuacdo da meiose. Apds a ruptura da
vesicula germinal, anafase e teléfase assumem e o primeiro corpusculo polar faz

a extrusdo. O odcito permanece, entdo, no estagio de metafase Il até a
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fertilizagcao. Analise citogenética dos corpusculos polares utilizando fluorescent in
situ hybridization (FISH) permite predizer o estado parcial ou total dos
cromossomos do odcito. Corpusculos polares podem ser usados para screening
de mutagbes e delegbes de mitocOndrias, como também para diagndstico
genético antes da fertilizagcdo sem necessidade de bidpsia embrionaria®®.

Apesar da biopsia do corpusculo polar ser mais vantajosa pelo fato de as
informacgdes serem adquiridas ainda no processo de cultura, existem limitacbes
que devem ser consideradas. Somente a contribuicdo genética materna pode ser
estudada. A separagdo das cromatides durante a meiose Il pode ocorrer,
necessitando, entao, da analise do segundo corpusculo polar. Os cromossomos
do corpusculo polar sdo curtos, o que faz a técnica ser mais dificil. Problemas
técnicos como perda de cromossomos e falha na hibridizagdo devem ser levados

em consideracao na analise dos corpusculos polares‘”.

1.2.5 Ooplasma

Para que o odcito tenha boa qualidade, maturacdo nuclear e
citoplasmatica deve ocorrer de maneira sincronizada. A maturacao nuclear refere-
se a continuagcado da meiose e a progressao até a fase de metéafase Il, que esta
estacionada até a hora da ovulacdo. Mesmo que o odécito possua a competéncia
nuclear, ele ainda pode estar deficiente em maturagao citoplasmatica, a qual se
refere ao processo de preparar o o6cito para ativacdo, fertilizacdo e
desenvolvimento embrionario. Com a introducdo da ICSI, a remogéo das células
do cumulus permitiu a observagado direta das caracteristicas morfoldgicas dos
odcitos por meio do microscopio. Algumas caracteristicas sdo observadas, como
a presenga ou auséncia de granulosidades, coloragéo, existéncia de vacuolos,
inclusdes citoplasmaticas e organelas*®4%-*°.

Mais de 50% dos odécitos humanos possuem pelo menos uma dessas
caracteristicas morfologicas®’.

Um odécito de boa qualidade possui um citoplasma claro com granulagao
moderada e sem inclusdes citoplasmaticas. Um odcito com ooplasma escuro

diminui 83% da probabilidade de obter um embrido de boa qualidade®?.
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Vacuolos e aglomerado de reticulo endoplasmatico parecem ser as
caracteristicas que mais prejudicam a capacidade de desenvolvimento. Poucos
estudos falam do impacto negativo dos vacuolos nos odcitos, mas a maioria deles
revela influéncia negativa na taxa de fertilizacdo e no desenvolvimento até estagio
de blastocisto®**°.

A primeira gravidez apos criopreservagao de odcito foi realizada por Chen,
em 1986. Esse pesquisador usou protocolo de congelamento lento acrescido do
crioprotetor DMSO. Obteve elevada taxa de sobrevivéncia e fertilizacdo de 80 e
83%, respectivamente, em amostra de 40 odcitos. Durante 10 anos apds os
estudos de Chen, pesquisadores tentaram repetir as taxas de Chen, mas poucos
nascimentos foram reportados®®2.

Estudo foi realizado para investigar se a ICSI melhorava a taxa de
fertilizacao em odcitos humanos apds sobreviverem a criopreservacdo. Foram
criopreservados 220 odcitos obtidos de voluntarias que tinham se submetido a
estimulagao ovariana. Para isso, usou-se congelamento lento e descongelamento
rapido, utilizando propanodiol como crioprotetor; 34,4% dos odcitos sobreviveram
e foram divididos em grupo 1 (FIV) e grupo 2 (ICSI). A taxa de fertilizacdo no
grupo 1 foi de 13,5% e no grupo 2 foi de 45,9%. O autor concluiu que a ICSI
mostrou melhor taxa de fertilizagdo em odcitos congelados quando comparada a
FIV, sugerindo que, de acordo com outros autores, a criopreservagdo causa
danos na zona pelucida, impedindo a penetracdo de espermatozoide ou
permitindo a ocorréncia da poliespermia. A técnica da ICSI pode efetivamente
ultrapassar esse bloqueio da fertilizagdo normal®®.

Relevante experiéncia com od6citos humanos criopreservados foi
publicada na 1talia®*®’. Seus métodos usaram protocolo de congelamento lento e
descongelamento rapido usando 1,5 M propanodiol PROH e 0,2 M sacarose
como crioprotetores penetrantes e n&o penetrantes, respectivamente. No trabalho
inicial, 338 odcitos de 23 mulheres com infertilidade por fator tubario foram
criopreservados. A taxa de sobrevivéncia dos odcitos foi de 59,5%,
independentemente do tempo em que os odcitos ficaram criopreservados (24
horas X 2 a 4 meses) ou da presenga ou auséncia de cumulus (62 X 52%,
respectivamente). A taxa de fertilizagcdo usando ICSI foi de 64,4% e a de
clivagem, de 90,8%. O resultado encontrado nesse estudo foi de trés gravidezes e

um nascido vivo. Trabalho subsequente consistiu em 1.769 odcitos
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criopreservados de 96 pacientes. Desses odcitos, 1.502 foram descongelados,
com taxa de sobrevivéncia de 54,1%, taxa de fertilizagdo de 57,7% utilizando ICSI
e taxa de clivagem de 91,2%. Ocorreram 16 gravidezes, com nove partos de 11
criangas saudaveis (sete unicas e duas gemelares). Altas taxas de sobrevivéncia
de odcitos criopreservados foram obtidas quando esses od6citos foram
criopreservados em 0,3 mol/L X 0,2 mol/L sacarose (60 X 82%) e quando o tempo
de exposicao ao crioprotetor foi mais longo (10,5 para 15 minutos)®*¢".

Estudo teve como objetivo verificar o efeito da presengca de cumulus
oophorus, a concentragcdo de sacarose na solugédo de congelamento e o tempo de
exposicdo da solugdo crioprotetora na sobrevivéncia de oocitos apds o
descongelamento. Teve a finalidade, também, de avaliar a eficiéncia do protocolo
de congelamento lento/descongelamento rapido usado. Alguns danos foram
responsaveis pela lacuna do sucesso em preservar oécitos humanos, como, por
exemplo, danos no fuso meidtico, instabilidade dos cromossomos,
microfilamentos essenciais para a extrusdo do corpusculo polar, migragao
pronuclear e citocinese, quebra e endurecimento da zona pellcida e reacéo
cortical prematura. O principal problema envolvendo a criopreservacao de oocitos
foi a taxa de sobrevivéncia apés o descongelamento. A taxa de sobrevivéncia
pode ser afetada por fatores morfolégicos e biofisicos. Fatores morfolégicos:
presenca ou auséncia de cumulus oophorus. Fatores biofisicos: formacéao
intracelular de cristais de gelo causando lise da célula. O odcito humano é uma
célula grande que contém representativa quantidade de agua e requer mais
tempo para alcangar a desidratagao (balanceada osmoticamente pela solugdo do
crioprotetor) antes da temperatura ser diminuida. Com isso, € dificil evitar a
formacao de cristais de gelo.

Neste trabalho ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre
odcitos criopreservados com remogao parcial do cumulus ou cumulus totalmente
removido. Odcitos expostos a alta concentragao de sacarose tiveram alta taxa de
sobrevivéncia.

O primeiro nascimento proveniente de odcito vitrificado foi relatado por
Kuleshova et al., em 1999. Foram vitrificados 17 odcitos utilizando etilenoglicol
(40%) e 0,6 M/L em pallets abertas®.

O primeiro alto numero de odcitos vitrificados foi publicado por Yoon et al.,

em 2003. Foram criopreservados 477 complexos cumulus oophorus (odcitos
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imaturos e maduros) utilizando vitrificagdo com 5,5 M etilenoglicol e 1,0 M
sacarose como crioprotetor. A taxa de sobrevivéncia foi de 68%, de fertilizagao foi
de 71,7%%, de implantagéo foi de 6,4% e de gravidez clinica e nascidos vivos por
transferéncia foi de 6/21 (21,4%).

Usou-se combinagao de etilenoglicol, PROH e sacarose para vitrificar 189
oocitos em Cryoleaf. Os investigadores conseguiram taxa de sobrevivéncia
desses odcitos de 93,9%, taxa de fertilizacdo de 74,6%, taxa de implantagao de
20,4% e taxa de gravidez clinica por paciente de 7/15 (46,7%). O numero médio
de embrides transferidos (3,6 £ 1,3) foi relativamente alto, visto que o grupo das
pacientes era de jovens, possuindo 31,7 + 3,7) de idade®*.

Odcitos foram vitrificados pelo método Cryotop combinando etilenoglicol e
sacarose como crioprotetores. Cryotop consiste em um filme fino transparente de
polipropileno acoplado em plastic handle e equipado com uma pallet a qual pode
ser preenchida com oécitos contendo pequeno volume (aproximadamente 0,1 uL)
de meio de vitrificacdo. De 64 odécitos vitrificados, 90,8% sobreviveram e 89,6%
fertilizaram-se. A taxa de gravidez por transferéncia foi de 41,4% e a taxa de
nascidos vivos e gravidez em andamento foi de 10/29 (34,5%)°°.

Outra pesquisa que também utilizou o método Cryotop de vitrificagéo
relatou taxa de 13/23 (56,5%). A maioria das transferéncias foi feita com odcitos
de doadoras e o numero de odcitos transferidos foi alto (quatro a cinco). Desde o
final de 1990, o numero de nascimentos provenientes de odcitos criopreservados
tem aumentado rapidamente®.

Metanalise de 58 trabalhos entre 1986 e 2008 indicou o total de 936
nascimentos de odcitos criopreservados. Comparando com anomalias congénitas
que ocorrem em criangas concebidas naturalmente, nenhuma diferenga foi
registrada em odcitos criopreservados®’ 8.

Revisdo de 2003 tentou responder questdes pendentes relacionadas ao
congelamento de oécitos em tecnologias de reproducao assistida. Os autores
concluiram que os odcitos humanos possuiam arquitetura delicada, mas poderiam
ser criopreservados. Embora existissem poucos dados clinicos, criancas
saudaveis poderiam nascer de odcitos criopreservados, indicando embrides com
cromossomos normais. Conhecimentos empiricos e tedricos seriam necessarios
para melhoria dos protocolos de congelamento. Concluiram que o congelamento

de odcitos ndo substitui o congelamento de embrido, mas poderia ser indicado em
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programas de 6vulo-doagao, em tratamentos em que ocorria perda do ovario, em
casos de objegdes ao congelamento de embrido. Apesar do congelamento de
odcitos em 2003 nao ter sido utilizado rotineiramente em técnicas de reproducao
assistida, existem pacientes que podem se adequar a essa técnica®.

Em 2007, artigo de revisdo avaliou informagdes nos resultados clinicos e
biolégicos de odcitos criopreservados e também enfatizou a necessidade de
rigoroso controle nas técnicas de criopreservagao. Constatou-se que aplicagbes
clinicas de criopreservacido de odcitos podem estar no contexto da preservagao
da fertilidade em mulheres que se submetem a terapias citotéxicas ou pode ser
uma alternativa para substituir a criopreservagao de embrides. A eficiéncia clinica
da criopreservagcdo de odcitos € uma consequéncia do impacto acumulativo da
qualidade do odcito antes de ser congelado, da sobrevivéncia do
descongelamento e dos efeitos dos protocolos de criopreservagdo, os quais
influenciam na qualidade do embrido e na viabilidade desse embrido apds a
transferéncia. Apesar das evidéncias sugerirem que o potencial de
desenvolvimento pode estar comprometido devido aos protocolos de
criopreservacdo de odcitos ndo serem aplicados, existe escassez de estudos
rigorosamente controlados na literatura.

Ainda em 2007, foi realizada revisdo com o objetivo de: ressaltar o papel
da criopreservagdo de oocitos na evolugdo clinica aplicada nas tecnologias
usadas para estocar o potencial reprodutivo; rever os dados biolégicos acessiveis;
conhecer os efeitos da criopreservagdo nos odcitos que sobreviveram e suas
funcbes; pesquisar os resultados clinicos reportados sobre o uso de odcitos
criopreservados; e rever as evidéncias dos recentes beneficios associados a
modificados enfoques. Essa pesquisa foi realizada entre 1980 e 2007 e as buscas
foram no pubmed. Concluiram que, enquanto a vitrificagcao tinha futuro promissor,
a experiéncia limitada dos dados reportados requeria mais confirmagao. Devido
ao reduzido numero de nascidos com essa tecnologia, existem evidéncias que
implicam o acompanhamento do nascimento dessas criangas, particularmente em
casos envolvendo a vitrificagdo, em que existe caréncia de informacdes basicas
nas implicagdes bioldgicas’".

Em 2008 foi realizado estudo com o objetivo de avaliar os fatores que
poderiam influenciar a eficiéncia clinica do armazenamento de odcitos e

embrides, especialmente do ponto de vista de estudos da época, que mostravam
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como criopreservar odcitos. Apesar desses estudos estarem no inicio, alcancaram
taxas de sucesso que encorajaram a sua aplicagdo como possivel tratamento
alternativo. Avangos na eficiéncia dos métodos de congelamento sugerem que a
criopreservagao de odcitos pode, logo, garantir taxas de sucesso cumulativas
comparaveis as taxas obtidas das estratégias de criopreservacao correntes’?.

O QUADRO 1 mostra a média e a variacdo dos resultados de
criopreservacido de O6vulos dos trabalhos publicados entre 1996 e 2007,

totalizando 52 pesquisas’.
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Esforgcos para melhorar os resultados da vitrificagdo sdo focados no
decréscimo dos efeitos toxicos e osmaéticos dos crioprotetores. O aumento da
velocidade de congelamento e descongelamento tem sido o maior objetivo.
Trocas dos pardmetros de equilibrio tém melhorado a protecdo da amostra e
permitido eficiente criopreservagéo, incluindo odcitos maduros e imaturos,
embrides de animais domeésticos em estagio inicial e blastocistos humanos. A
despeito da superioridade dos enfoques da criopreservagao, a vitrificacao ainda
possui problemas técnicos, limitagbes financeiras e restricbes legais
comprometendo o conhecimento desejado. A aplicagao da vitrificagdo em odcitos
e embrides de animais domésticos e embrides humanos abriu novas perspectivas
e resultados nos avancgos das atuais descobertas, melhorando a eficiéncia e
aplicagbes no campo da vitrificagéo”.

Foi realizado estudo com o objetivo de comparar dados de odécitos
criopreservados de ciclos realizados em pacientes com cancer versus ciclos
eletivos de adiamento da reprodugdao ou O6vulo-doacdo. Todas as pacientes
tinham 40 anos ou menos e se submeteram ao protocolo padrao de estimulagao
ovariana e coleta ovular. Antes da criopreservacao de odcitos, o fuso meidtico e a
zona pelucida foram avaliados por meio de microscopio digital polarizado.
Visibilizagdo e avaliacdo do fuso meidtico e zona pelucida podem ajudar na
selecao de odcitos viaveis e na eficacia da criopreservacdo. O uso do microscoépio
polarizado permite a quantificagdo e avaliacdo da orientacdo dos microtubulos
dentro do fuso meidtico, como também das glicoproteinas dentro da zona
pelucida. Microscopio digital polarizado sugere que nao ha diferenga entre odcitos
criopreservados para indicagdes médicas em comparagdo com pacientes que nao
possuem cancer. Mulheres diagnosticadas com cancer podem produzir oécitos de
boa qualidade, apesar dos estresses ocorridos durante a criopreservagéo75.

Pesquisa teve como objetivo reportar o sucesso de gravidez e nascimento
de embrides provenientes de odcitos vitrificados descongelados e injetados com
espermatozoides criopreservados de bidpsia testicular. Foram vitrificados 51
oocitos em metafase Il de 11 pacientes. Apos o descongelamento dos odcitos
vitrificados, observou-se alta taxa de sobrevivéncia dos odcitos - 48 (94%) - e taxa
de fertilizacdo de 32 (66%). A taxa de gravidez clinica foi de quatro (36,4%),
resultando dois nascidos vivos. Esses resultados revelam que a combinacao de

espermatozoides de bidpsia testicular criopreservados e odcitos vitrificados pode
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produzir embrides viaveis, resultando em gravidez e nascimento de criangas
saudaveis.

Foram realizados estudos comparando odcitos criopreservados pelo
método de vitrificagdo e congelamento lento, tendo em vista sobrevivéncia,
fertilizacdo, desenvolvimento embrionario configuragdo do fuso meidtico e
integridade do DNA. Apurou-se que, apds congelamento ultrarrapido, os odcitos
recuperaram o volume celular mais rapido e a estrutura do fuso foi mais bem
preservada do que os o0citos que foram criopreservados em congelamento lento.
Nao houve diferenca em termos de fragmentacdo de DNA quando os dois
métodos foram comparados. O método da vitrificagao foi mais efetivo que o de
congelamento lento, com alta taxa de sobrevivéncia dos odcitos’®7".

Embrides derivados de odbcitos criopreservados pelo método de
congelamento lento possuem desenvolvimento e implantagcdo comprometidos
quando comparados com odcitos frescos. Tentativas de criar o protocolo
adequado mudando as concentragdes dos crioprotetores foram feitas sem muito
sucesso, tendo como expectativa que 20 a 30% dos odcitos criopreservados pelo
método do congelamento lento ndo sobreviverdo. J& o método de vitrificagcao
reporta taxa em torno de 90% de sobrevivéncia de odcitos em metafase 1178

Revisdo sistematica e metandlise de estudos controlados randomizados
foram realizadas para verificar a eficacia da vitrificacdo de odcitos em termos de
sobrevivéncia, fertilizagdo, desenvolvimento embrionario e taxa de gravidez.
Foram incluidos cinco estudos envolvendo 4.282 odcitos Vvitrificados, 3.524
oocitos frescos e 361 odcitos congelados lentos entre 2005 e 2009. A taxa de
gravidez em andamento, embrides de alta qualidade, clivagem embrionaria e
fertilizagcao néo se alterou entre os grupos de odcitos vitrificados e frescos. A taxa
de sobrevivéncia de odcitos, taxa de fertilizagédo, taxa de qualidade embrionaria e
clivagem embrionaria foram mais altas nos odcitos vitrificados comparadas com
as de ooodcitos que foram congelados lentos. Os autores apuraram que a
vitrificagdo € um método eficiente para preservar odcitos, apesar de que mais
estudos controlados s&o necessarios para manter essa conclusdo’®.

Em relagédo aos aspectos morfoldgicos dos odcitos vitrificados, detectou-se
que apos o descongelamento a taxa de sobrevivéncia nao foi afetada por
citoplasma granuloso, vacuolos no ooplasma, espago perivitelino alargado,

granulosidades no espago perivitelino, fragmentacdo do corpusculo polar e
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anormalidades na zona pelucida. Enfatizou-se que a morfologia do odcito
observada antes da vitrificagdo nao prediz sobrevivéncia apés descongelamento.
Esse estudo avaliou 54 pacientes com total de 415 odcitos em metafase |,
vitrificados pelo método Cryotop®°.

Dos 22 artigos publicados sobre nascimentos por meio de técnicas de
reproducdo assistida apds congelamento de ovulos, que citavam informagdes
sobre a saude neonatal dessas criangas, foram identificadas 148 criangas
geradas apos o congelamento lento de 6vulos e 221 criangas apos a vitrificagao:
25% das criangas nascidas apds congelamento lento foram submetidas a exame
do cariotipo e todas foram normais e também saudaveis. Em um dos estudos que
usou vitrificagdo, com 200 criangas nascidas, o baixo peso ao nascer em
gravidezes simples foi de 18%, a taxa de parto prematuro em gravidez unica foi
de 26% e a taxa de malformagdo congénita foi de 2,5%%". Salientou-se que a
vitrificagdo apresenta melhores resultados do que o congelamento lento:
sobrevivéncia 57,9 versus 78,9% (p<0,0001), fertilizagdo 64,9 versus 72,8%
(P=0,027), gravidez 7,6% versus 18,2% (P=0,021) e taxa de implantacédo 4,3
versus 9,3% (P=0,043)%.

No final dos anos 90, o uso de congelamento lento resultava em uma
gravidez para cada 60 a 100 6vulos congelados; no inicio dos anos 2000, o
congelamento lento melhorou e obtinha-se uma gravidez para 13 a 18 6vulos
congelados. Os relatos iniciais sobre a vitrificagdo, em 2005, mostravam uma
gravidez para cada cinco a 13 évulos congelad0383.

Em 2009 foi feita revisdo dos recentes progressos na criopreservagao de
odcitos, usando-se o protocolo de congelamento lento e vitrificagao. Foi verificada
significante melhoria nos resultados clinicos, com altas taxas de gravidez em
congelamento de odécitos em metéfase Il. A taxa de gravidez clinica, de modo
geral, de odcitos vitrificados continuava menos eficiente do que a estabelecida
pela pratica de criopreservagao de embrido. A criopreservagao de odcito pode ser
uma alternativa viavel para a preservacao da fertilidade em mulheres com risco de
falha prematura ovariana, devido a fatores diversos como quimioterapia
gonadotoxica ou radioterapia. Existem duas técnicas para criopreservagao de
oocitos: congelamento lento e vitrificagdo. A vitrificagdo de odcitos ganhou

popularidade como uma técnica de escolha; contudo, estudos randomizados,
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controlados sao necessarios para estabelecer quais métodos sao mais eficientes

e seguros para a criopreservagao de oécitos (QUADRO 2)84.
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A vitrificagdo mostrou resultados semelhantes aos dos 6vulos frescos em
dois estudos: o primeiro ressaltou taxas de fertilizagdo para o grupo de odcitos
criopreservados e frescos de 76,3 e 82,2%; clivagem de segundo dia de 94,2 e
97,8%; clivagem do terceiro dia de 80,8 e 80,5%; formacéo do blastocisto em 48,7
e 47,5%; qualidade embrionaria do dia trés de 80,8 e 80,5%; dos dias cinco e seis
de 81,1 e 70%, respectivamente. As taxas de gravidez foram de 65,2%; de
implantacéo, de 40,8%; de aborto, de 20%; e de gravidez em evolugao, de 47,8%
para o grupo de odcitos congelados®®. O segundo estudo avaliou os trabalhos
publicados até 2005 e enfatizou que as taxas de nascidos vivos por 6vulos
descongelados foram de 1,9% para congelamento lento (CL) e de 2% para
vitrificagédo. A taxa de nascidos vivos por 6vulos inseminados foi de 3,4% para CL
e de 21,6% para ovulos frescos (OF). A taxa de gravidez foi de 6,6% para CL e de
60,4% para OF®°.

Estudo de revisao teve o intuito de verificar os progressos alcangados na
criopreservagao de odcitos, utilizando varios protocolos de congelamento lento e
vitrificagdo. Ressaltou-se significante melhora nos resultados clinicos com taxa de
gravidez alta, usando a criopreservacdo de oo6cito em metafase Il. A
criopreservacdo de odécitos € uma alternativa viavel para a preservacdo da
fertilidade em mulheres com risco de falha ovariana prematura devido a diversos
fatores como quimioterapia e radioterapia. A vitrificagdo de odcitos ganhou
popularidade como técnica de escolha no lugar de congelamento lento. Apesar
disso, estudos randomizados, controlados ainda sa&o necessarios para se
estabelecer o método melhor, mais eficiente e seguro para criopreservar o6citos”™
87,88_

A criopreservagdo de odcitos tem conseguido expressivo progresso na
ultima década, principalmente nos ultimos cinco anos. Em pacientes com cancer,
a opgao para preservagao da fertilidade tem sido a criopreservagéo de odcitos.
Essa técnica ja ndo deve ser considerada experimental. Quatro ensaios
controlados randomizados de odécitos frescos versus vitrificados/descongelados
indicaram que as taxas de implantagdo e de gravidez clinica foram similares
(QUADRO 3).
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QUADRO 3 - Resumo do estudo controlado randomizado comparando odcito

freco versus vitrificado

Cobo 2008 Cobo 2010 Rienzi 2010 Parmegiani 2011
Infertilidade Infertilidade
Populagcao _ _ pacientes<43 pacientes<42
Odcitos doados | Odcitos doados
paciente anos (ICSI)>6 anos (ICSI)>5
oocitos MII oocitos Ml
_ 30 vitrificados 295 vitrificados 40 vitrificados 31 vitrificados
N° pacientes
30 frescos 289 frescos 40 frescos 31 frescos
Idade na coleta 26 26 35 35
231 vitrificados | 3286 vitrificados 124 vitrificados 168 vitrificados

N° odcitos
219 frescos 3185 frescos 120 frescos Nao frescos
N° odcitos por
18,2 1 13 Nao
coleta
Sobrevivéncia 96,9% 92,5% 96,8% 89,9%
Taxa de 76,3 vitrificados | 74% vitrificados | 79,2% vitrificados | 71% vitrificados
fertilizagao 82,2 frescos 73% frescos 83,3% frescos 72,6% frescos

N° vitrificagao
3.8 vitrificados

1.7 vitrificados

2.3 vitrificados

2.5 vitrificados

transf) 100%

(1transf. fresco)

transferéncia

vitrificado x frescos

55,6% frescos

transferidos x
3.9 frescos 1.7 frescos 2.5 frescos 2.6 frescos
frescos
Dia transferéncia 3 3 2 2-3
40,8% 39,9% o 17,1%
Taxa de o o 20,4% vitrificados o
vitrificados vitrificados vitrificadosNao
implantacéo 21,7% frescos
100% frescos 40,9 % frescos fresco
Taxa de gravidez 60,8% (23 o
_ o 55,4% o 35,5% vitrificados
clinica, vitrificados o 38,5%vitrificados
vitrificados 13,3% frescos

43,5% frescos

Taxa de

implantagao 6,1%

4,5%

descongelamento

12%

6,5%

Fonte: traduzido e adaptado de American Society for Reproductive Medicine®.

Todos usaram o kit para vitrificagao Cryotop, 15% EG + 15% DMSO +0,5 M sucrose.
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Apesar de uma variedade de aplicagdes clinicas serem sugeridas para o
uso de criopreservacao de odcitos, os dados para o sucesso da criopreservacao
de odcitos estdo limitados para populacido de doadoras e casais inférteis com
oocitos supranumerarios. Enquanto as taxas de gravidez e de nascidos vivos
parecem ser similares utilizando odcito vitrificado e odcito fresco de doadora em
selecionadas clinicas, mais dados da eficiéncia e seguranga em criopreservar
oocitos nessa populacdo sdo necessarios antes de se estabelecer um banco de
odcitos universal de doadoras. Para pacientes inférteis devido a quimioterapia ou
a outras terapias gonadotoxicas, a criopreservacdo de oocitos pode ser uma das
opgdes disponiveis e recomendadas com aconselhamento apropriado. Nao ha
dados suficientes para recomendacédo de criopreservagao de odcitos com o
proposito de adiar a maternidade em pacientes jovens, porque ndo ha dados
suficientes que apoiam seguranga, eficacia, ética, riscos emocionais e custo
efetivo para essa indicacdo. E muito cedo para concluir que a incidéncia de
anomalias e desenvolvimento anormal em criangas nascidas de odcitos
criopreservados é similar a daquelas nascidas de embrides criopreservados.

Enquanto a criopreservagao de odécitos mostra ser segura e eficiente em
populagdes selecionadas, mais dados sdo necessarios antes dessa tecnologia ser
usada rotineiramente.

Recomendacgdes:

a) Em pacientes diante de infertilidade devido a quimioterapia ou outras
terapias gonadotoxicas, a criopreservagao de odcitos é recomendada com
apropriado aconselhamento (nivel B).

b) Mais dados difundidos da seguranca e eficacia da criopreservagao de
oocitos em populagbes de doadoras sao necessarios antes da
recomendac&o de um banco universal de doadoras (nivel B).

c) N&o ha dados suficientes para recomendar criopreservagao de oocitos com
o proposito de adiar a maternidade em pacientes jovens (nivel B).

d) Mais dados sao necessarios antes dessa tecnologia ser usada

rotineiramente para substituir s criopreservagao de embrides (nivel B)89.

Existem poucos trabalhos na literatura que citam morfometria de odcitos.
Em 1987 foi realizado estudo em um género de primatas (Saimiri sciureus),

conhecido popularmente por macaco-de-cheiro, que vivem em florestas tropicais
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na América do Sul e na América Central. Esse estudo teve como objetivo
observar e documentar diferengas nas dimensdes da zona pelucida de odcitos
maduros e imaturos desses primatas na hora da coleta ovular. Os oécitos foram
incubados e examinados trés, seis, 24 e 48 horas apds a coleta ovular e anotadas
as mudangas morfométricas, principalmente aquelas caracteristicas associadas a
maturacao in vitro. Os o6citos foram coletados por meio de laparoscopia 16 horas
apos a injecao de gonadotrofina coriénica humana (hCG). O microscépio utilizado
para avaliagcdo foi adaptado com uma grade calibrada que permitia ao
investigador fazer medidas na zona pelucida e no ooplasma. Foram realizadas
duas medidas perpendiculares para cada odcito em cada leitura. Os resultados
indicaram que os odcitos que foram classificados como maduros possuiam uma
zona pelucida espessa comparada com os odcitos imaturos. A zona pelucida dos
odcitos maduros expandiu-se no maximo até seis horas de incubagao, enquanto a
zona pelucida dos odcitos imaturos reduziu-se. O didmetro dos odécitos maduros
diminuiu com o tempo, enquanto que o didmetro do oécito imaturo permaneceu
sem mudancas. A correlacio entre o estado maturacional do odcito e a espessura
da zona pelucida sugere uma possivel aplicagédo da avaliagdo morfolégica como
indicador da maturagéo oocitaria®.

Estudo realizado em 2011 teve como objetivo determinar a capacidade de
maturagdo, parametros morfométricos e morfologia de odcitos humanos em
odcitos frescos maturados e odcitos vitrificados e maturados. Foram incluidas
nesse estudo 93 mulheres submetidas a estimulagdo ovariana para
procedimentos de reprodugcdo assistida. Os odcitos imaturos (n=203) foram
divididos em dois grupos: o primeiro grupo (n=101) foi diretamente maturado in
vitro; o segundo grupo (n=102) foi primeiro vitrificado e a seguir maturado. Apos
48 horas de incubagdo os oodcitos foram avaliados verificando-se taxa de
maturagdo, como também caracteristicas morfoldégicas e morfométricas foram
acessadas e comparadas utilizando-se imagem Cronus. A taxa de maturagao dos
odcitos que foram vitrificados (40,4%) foi reduzida em comparagdo com odcitos
maturados a fresco (59,4%, p<0,001). Em relagdo a morfometria, ndo houve
diferencga entre os didmetros dos odcitos maturados a fresco e maturados apos a
vitrificagdo. Anormalidades, como vacuolos e ooplasma escuro, foram registradas
em odcitos que foram maturados apds a vitrificacdo. Os autores concluiram que

oocitos maturados a fresco tém mais sucesso que odcitos maturados apos
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vitrificagdo. Nenhuma diferenga estatistica foi notada em relagdo a morfometria
nos dois grupos, sugerindo que os parametros morfométricos ndo podem ser
aplicados como fator progndstico em resultados de maturagdo de odcitos em
programas de maturac&o in vitro®'.

Outra pesquisa teve como objetivo avaliar os parametros morfométricos de
oocitos em metafase Il, incluindo didmetro do citoplasma, espessura da zona
pelucida e espaco perivitelino, em relacéo a birrefringéncia da zona pelucida, fuso
meidtico e idade da paciente. Os odcitos foram classificados em grupos de acordo
com a zona de birrefringéncia (baixa ou alta zona de birrefringéncia,
respectivamente) e presenga ou auséncia de fuso. As medidas foram realizadas
utilizando-se OCTAX Eyeware TM software. Alta zona de birrefringéncia mostrou
uma zona pelucida mais espessa do que baixa taxa de birrefringéncia. O espago
perivitelino foi mais estreito em alta taxa de birrefringéncia em odcitos com fuso
do que em baixa taxa de birrefringéncia em odcitos com auséncia de fuso. O
didmetro do citoplasma e a espessura da zona pellucida decrescem linearmente
com a idade da mulher. A conclusao foi de que existe associagao entre zona
pelucida e birrefringéncia do fuso e que os parametros morfométricos e tamanho

do odcito e espessura da zona pelticida decrescem com a idade da mulher®?.
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2 OBJETIVOS

e Correlacionar os parametros morfolégicos e morfométricos de odcitos pré e
pos a vitrificagcao.

o Verificar se as caracteristicas morfométricas dos odcitos pré-vitrificagao
estdo relacionadas a sobrevivéncia dessas células a criopreservagao.

e Avaliar se as caracteristicas morfométricas pods-descongelamento dos

odcitos estao relacionadas a ocorréncia de fertilizagdo apos ICSI.
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 Pacientes

As pacientes envolvidas neste estudo foram admitidas no Laboratério de
Reprodugdo Humana Professor Aroldo Fernando Camargos do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG) e foram
submetidas a inducdo de ovulagdo conforme protocolo do servigo, descrito a
sequir.

Os odcitos vitrificados estavam em estagio de metafase Il e a quantidade
vitrificada foi avaliada de acordo com o numero de odcitos coletados. Cada
paciente deveria ter pelo menos seis o6citos para serem fertilizados e a
quantidade restante avaliada para vitrificar ou nao.

Todos os odcitos vitrificados foram ou serdao usados em ciclos posteriores

para a propria paciente que doou para a pesquisa.

3.1.1 Critérios de inclusao

Pacientes admitidas para tratamento de infertilidade no Laboratério de

Reprodugdo Humana, com idade entre 18 e 35 anos.

Mais de seis odcitos na coleta apds a indugao da ovulagao.

Pacientes que concordaram em participar da pesquisa apds serem

informadas de sua natureza experimental.

Pacientes que assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE A).

3.1.2 Critérios de exclusao

¢ Pacientes portadoras de cancer de ovario.
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e Casal com o diagndstico de fator masculino grave, necessitando de bidpsia
de testiculo ou puncao de epididimo.

e Pacientes que, apos informadas, ndo aceitaram as condi¢des do projeto.

3.2 Métodos

Este estudo foi aprovado pela Camara do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e pelo Comité de
Etica e Pesquisa da UFMG (ANEXO A).

Os casais participantes do Programa de Fertilizagdo Assistida do
Laboratério de Reprodugdo Humana Prof. Aroldo Fernando Camargos do Hospital
das Clinicas da UFMG foram incluidos no estudo somente apds a leitura e
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

O estudo foi prospectivo, descritivo e seguiu as técnicas de vitrificagéao,

descongelamento e fertilizagao por ICSI.

3.2.1 Caracteristicas da amostra

Participaram do estudo 28 pacientes, que totalizaram 71 odcitos
vitrificados. As caracteristicas clinicas dos participantes sao resumidas na TAB. 1.
Os diagnodsticos que justificaram a necessidade de concepgdo assistida sao
relacionados na TAB. 2. Os desfechos obtidos a partir dos 71 odcitos vitrificados

sao listados na TAB. 3.
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TABELA 1 - Caracteristicas clinicas dos participantes do estudo

Média Desvio-Padrao

Minimo-Maximo

Idade da mulher (anos) 32,5 2,1
Idade do homem (anos) 35,0 4,8
Numero de foliculos 15,0 7,7
Dias de estimulacao ovariana 10,3 1,9
Dose total de FSH (Ul) 1853 190

28-36
26-47
7-49
7-13
1500-2250

FSH: hormonio foliculo-estimulante.

TABELA 2 - Numero de casos de acordo com o tipo de diagnostico

Tipo de diagnéstico

N° de casos

Oligoastenozoospermia 11
Azoospermia obstrutiva 02
Endometriose 01
Salpingotripsia bilateral (STB) 03
Obstrucao tubaria 04
Esterilidade sem causa aparente (ESCA) 02
Disturbios ovulatorios 01
SOP + fator masculino 03
Sorodiscordante 01
Total 28
TABELA 3 - Caracteristicas da amostra
Parametros Valor
Numero de odcitos vitrificados 71
Numero de odcitos descongelados 49
Numero de odcitos degenerados 22
Numero de odcitos inseminados (ICSl) 27
Numero de odcitos fertilizados (2PN) 13
Numero de embrides clivados 10
Numero de embrides transferidos 12
Numero de gestagdes obtidas 01
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3.2.2 Hiperestimulagao ovariana controlada

O bloqueio hipotaldmico ovariano (BHO) realizado com analogo do
hormonio liberador de hormoénio luteinizante (LHRH) - nafarelina - via nasal na
dose de 400 mcg/dia foi iniciado no 21° dia do ciclo menstrual. Apds o término do
fluxo menstrual, em ciclo sob agcdo do LHRH, realizou-se ecografia endovaginal
para diagnostico do BHO indicado pela espessura menor que 4 mm do
endométrio e auséncia do crescimento folicular. Reconhecido o BHO, foi iniciada
a indugao do hiperestimulo com FSH recombinante (Gonal F ®) na dose de 1.875
Ul por paciente ou 20-30 ampolas de menotropina (FSH urinario+ LH urinario).

Uma paciente utilizou o protocolo com antagonista do horménio liberador
de gonadotrofina (GnRH) (cetrorelix)+ menotropina (FSH+LH urinario) 1.800 Ul.

O crescimento folicular foi acompanhado por ecografia endovaginal diaria
iniciada no quinto dia de uso do FSH. Quando pelo menos um foliculo dominante
atingiu o didmetro de 18 mm, foi interrompido o emprego do FSH e do anéalogo
LHRH e foi administrado o alfa-coriogonadotrofina recombinante (R-hCG) na dose

de 250 mg (Ovidrel®), para maturagao oocitaria antes da coleta ovular.

3.2.3 Aspiracgao folicular

A paciente foi anestesiada em posigao de litotomia utilizando-se propofol
venoso sem intubacao endotraqueal.

A puncéo dos foliculos foi realizada aproximadamente 36 horas apds a
injecao de hCG, utilizando agulha de puncgéo folicular de 17 gauges conectada a
uma sonda transvaginal e a uma bomba de Craft (Craft Suction Unit) com pressao
de 100 mmHg.

O liquido folicular foi coletado em tubos de ensaio de 15 mL (Falcon®),
aquecidos e mantidos em banho-maria a seco a temperatura de 37°C.

Os odcitos foram identificados em disco de cultura usando-se lupa
estereomicroscoépica. Apos a identificagao, os odcitos foram colocados em placa
de quatro pogos (Nunc® Nuclon) em meio de cultivo (GIVF® Vitrolife) ou em
microgotas numeradas cobertas com 6leo mineral (Ovoil® Vitrolife). Esses odécitos

foram deixados por duas horas em estufa de diéxido de carbono (CO;) a 6% e a
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temperatura de 37°C. Apds esse periodo, as células do cumulus e da corona
radiata dos odcitos foram retiradas com pipetas de Pauster de diferentes calibres
e hialuronidase (Hyase® Vitrolife).

Os odcitos em metafase |l foram separados e quando a paciente possuia
mais de seis odcitos foi realizada avaliagdo de quantos odcitos ela doaria para o
estudo. Pelo menos seis oécitos foram utilizados para a paciente e
microinjetados, conforme descrito por Steirteghem et al. (1993). Esses odcitos
foram deixados em cultivo para desenvolvimento embrionario e futura
transferéncia para a paciente em estudo.

Os odcitos separados para o estudo foram deixados em estufa de CO, em
placas de Nunc® ou em discos de cultura em microgotas numeradas, por pelo
menos 1 hora. Esses odcitos foram filmados e fotografados para futura avaliagao
morfolégica e morfométrica.

Apds esse periodo de 1 hora os odcitos foram vitrificados um a um

seguindo-se o protocolo da /rvine Scientific, descrito a seguir.

3.2.4 Protocolo de vitrificagao

Materiais necessarios utilizados:
e Cryo Tip® ou pallet para colocar os odcitos.
e Conector.
e Seringade 1 mL.
e Placa de Petri estéril (100 mm).
e Criocanulas para colocar as Cryo tips.
e Kit de Vitrificagao (Vit Kit®-Freeze).
e Meio de cultivo tamponado (G Mops® Virtolife).
o Pipetas de Pasteur.
¢ Pipeta de precisio.
¢ Ponteiras estéreis.
e Seladora.

¢ Nitrogénio liquido.
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Componentes do Vit Kit®-Freeze:

a) Solugao de equilibrio (ES):é uma solugdo tamponada com hepes de
meio-199 e sulfato de gentamicina (35 pg/mL), 7,5% (v/v) de DMSO e
etilenoglicol cada e 20% (v/v) de Dextran Serum Suplement (suplemento
substituto do soro).

b) Solugao de vitrificagdao (VS): € uma solugdo tamponada com hepes de
meio-199 e com sulfato de gentamicina (35 pg/mL), 15% (v/v) de DMSO e
etilenoglicol cada, 20% (v/v) de Dextran Serum Suplement (suplemento
substituto do soro) e 0,5 M se sucrose.

c) Protocolo: em uma placa de Petri estéril foi aplicada uma gota de 20 pL
GMOPS mais HSA (proteina) e trés gotas de 20 uL de ES numeradas em

pontos proximos umas das outras (FIG. 1).

Essas duas solugdes foram utilizadas sequencialmente de acordo com o
protocolo de vitrificagdo por microgotas passo a passo. E assim como o GMOPS®

estavam em temperatura ambiente quando foram utilizadas.
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FIGURA 1 - Protocolo para vitrificacdo de odcito

em metafase Il (Cryo Tip)

Exposicao gradativa a solugéo equilibrio.
H =meio tamponado de hepes + proteina (HTF-hepes com 20% SSS);

ES: solugdo de equilibrio; VS: solugao de vitrificagao; 0’ unir as
gotas;___,: transferir odcito para a proxima gota; B: fundo da gota; C:
centro da gota; T: topo da gota.

Fonte: Irvine Scientific

A placa de cultura com o odcito em metéafase Il foi retirada da incubadora e
0 o0cito a ser vitrificado foi transferido para a gota de 20 yL de GMOPS e deixado
por 1 minuto.

A gota de GMOPS foi unida a gota de ES1 (FIG. 1) usando-se a ponta da
pipeta de transferéncia, deixando as duas solugdes se misturarem
espontaneamente por dois minutos.

Depois desse tempo a gota de ES2 foi unida as duas gotas previamente
fundidas e deixadas por dois minutos.

O odcito foi, entdo, transferido com volume minimo de solugéo para a gota
de ES3 por trés minutos.

Ressalta-se que o equilibrio do odécito em ES3 esta completo quando a
espessura dos espagos da zona pelucida e espago perivitelino € igual. O odcito

vai para o fundo da gota no tempo de trés minutos.
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Durante o tempo de equilibrio em ES3 foram preparadas quatro gotas (20
ML cada) da solugéo VS, como mostra a FIG. 1.
Preparo da Cryo Tip para preenchimento:

a) A extremidade larga da Cryo Tip foi inserida na extremidade estreita do
conector, até a terminacdo da extremidade estreita do conector estar
alinhada com a marca 4 da Cryo Tip.

b) A seringa foi ligada a extremidade larga do conector para a captura do
odcito a ser vitrificado.

c) Apos a fase de equilibrio em ES ter sido completada, o odcito foi
transferido para o centro da primeira gota de VS (VS1) durante cinco
segundos.

d) Depois o odcito foi para o centro da segunda gota de ES (ES2) por cinco
segundos.

e) O odcito foi, entdo, transferido para o centro da terceira gota (VS3), durante
10 segundos.

f) Finalmente, o odcito foi transferido para o fundo da quarta gota de VS
(VS4).

g) Preenchimento da Cryo Tip (FIG. 2).

FIGURA 2 - Protocolo para preenchimento da palheta Cryo Tip

Connector

Mark #4 —=|

Mark #3 —|

Mark #2

Mark #1

& W

Microscopic Observation

Fonte: Irvine Scientific

A protecdo metélica foi deslizada para cima para expor a extremidade mais

fina da palheta.
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A manga da cobertura metalica ao longo da Cryo Tip foi deslizada para
expor a extremidade fragil da ponta.

Segurando a Cryo Tip e a seringa enquanto se observava ao microscopio,
foi aspirado cuidadosamente reduzido volume de VS até a marca 1 da Cryo Tip.

A Cryo Tip foi selada no nivel da marca 1 e a protecdo metalica foi
deslizada para baixo para cobrir e proteger a extremidade fina da palheta.

O conector e a seringa foram removidos e foi realizada a selagem na
extremidade espessa da Cryo Tip acima da marca 4.

A Cryo Tip foi mergulhada diretamente no nitrogénio liquido e depois
colocada dentro da criocanula, onde foi armazenada em racks dentro do bujao de
nitrogénio liquido a temperatura de -196°C até ser descongelado para ser
utilizado para a paciente que doou para a pesquisa.

Os odcitos vitrificados s6 foram descongelados nas seguintes situagdes:

a) A paciente transferiu o numero de embrides permitido pelo Conselho
Federal de Medicina de acordo com sua idade, ndo possuia algum embridao
congelado e ndo engravidou.

b) A paciente transferiu os embrides a fresco e os embrides restantes que
ficaram em cultivo chegaram em estagio de blastocisto, foram congelados,

descongelados, transferidos e ndo ocorreu gravidez.

3.2.4.1 Descongelamento de odcito vitrificado

Materiais necessarios utilizados
e Vit Kit® Thaw.
e Meio de cultivo G1®Vitrolife.
e Conector.
e Seringade 1 mL.
e Placa de Petri de 100 mm.
o Pipetas de Pauster.
e Pipeta de precisio.
e Ponteiras estéreis.

e Tesoura.
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¢ Nitrogénio liquido.
e Reservatério para nitrogénio.

e Recipiente com agua a 37°C.

Componentes do Vit Kit®Thaw

a) Solugdao de descongelamento (TS):¢ uma solugdo tamponada com
hepes de meio-199 com sulfato de gentamicina (35 pg/mL), 1.0 M sucrose
e 20% (v/v) Dextran Serum Suplement (suplemento soro Dextran).

b) Solugao de diluicdo (DS): é uma solucado tamponada com hepes de meio-
199, com sulfato de gentamicina (35 pg/mL), 0,5 M sucrose e 20% (v/v) de
Dextran Serum Suplement (suplemento soro do Dextran).

c) Solugao para lavar (WS): € uma solugéo tamponada com hepes de meio-
199, com sulfato de gentamicina (35 ug/mL) e 20% (v/v) de Dextran Serum

Suplement (suplemento soro do Dextran).

Essas trés solugdes foram utilizadas sequencialmente de acordo com o
protocolo de descongelamento com microgotas passo a passo, em temperatura
ambiente (22-27°C).

3.2.4.2 Protocolo de descongelamento

A amostra a ser descongelada foi identificada e retirada do bujao de
nitrogénio liquido onde estava armazenada e colocada em um recipiente
contendo nitrogénio liquido.

Em uma placa de Petri foram preparadas as seguintes gotas de meios de
descongelamento (FIG. 3):

a) Duas gotas de 20 uL de TS.
b) Duas gotas de 20 yL de DS (DS1 e DS2).
c) Trés gotas de WS (WS1, WS2 e WS3) preparadas mais tarde depois do

tempo da etapa do odcito em DS.
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Com o auxilio de uma pinga, a Cryo Tip selecionada para descongelamento
foi retirada do nitrogénio liquido e colocada no recipiente com agua a 37°C por
trés segundos para descongelar.

A Cryo Tip foi seca com compressa estéril e a extremidade larga foi cortada
na marca 4. A seringa de 1 mL foi, entdo, colocada nessa extremidade com a
ajuda de um conector.

A protecao metalica foi deslizada para expor a extremidade fragil da ponta
do Cryo Tip (FIG. 3).

Com a Cryo Tip posicionada sobre a placa de descongelamento
previamente preparada foi cortado o selo na marca 2 da ponta fina e o conteudo
dispensado formou uma pequena gota em uma regido seca da placa perto da
gota TS. As duas gotas foram unidas e deixadas por 1 minuto para a ocorréncia
de uma mistura gradual.

Com pipeta de transferéncia o odcito foi colocado no fundo da segunda gota
de TS e deixado por mais 1 minuto.

Destaca-se que nesta etapa o odcito reduz de tamanho e flutua até a
superficie da gota.

Apds o tempo do odcito na gota de TS ele foi colocado no fundo das gotas
de DS1 e DS2 por dois minutos cada. Realgca-se que nessa etapa o odcito
permanece com dimensdes reduzidas.

Durante esse periodo foram preparadas as trés gotas de 20 pyL de WS
(WS1, WS2 e WS3).

O odcito foi, entdo, colocado no fundo da primeira gota de WS (WS1) por
dois minutos, depois transferido para a superficie da gota WS2 por dois minutos
e, finalmente, para a superficie da gota WS3 por mais dois minutos.

Salienta-se que nesta etapa o odécito devera reexpandir-se para seu

tamanho original no espago de 2-3 minutos.



FIGURA 3 - Protocolo para descongelamento Cryo Tip
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Transferir para meio de cultivo para recuperagao

TS: solugdo de descongelamento; DS: solugdo de diluicao; WS:
solucdo para lavar; LN,: nitrogénio liquido; “’ unir as gotas; —> :
transferir oocito para a proxima gota; B: fundo da gota; C: centro da
gota; T: topo da gota.

Fonte: Irvine Scientific.
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O odcito foi transferido, entdo, para uma placa de quatro pogos Nunc®
contendo meio de cultivo G1® Vitrolife ou microgotas em disco de cultivo de 60
mm numeradas sob 6leo mineral. O meio utilizado era apropriado para a fase de
recuperagao do odécito que antecede a ICSI.

O odcito foi deixado em incubadora de CO, por pelo menos 1 hora para, a

sequir, ser filmado e fotografado para avaliagdo morfolégica e morfométrica.

3.2.5 Avaliagao morfométrica dos odcitos

As medidas e classificagbes dos odcitos, zigoto e de embrido do segundo e

terceiro dias de cultivo foram realizadas utilizando-se software Cronus TM.

3.2.5.1 Diametro do odcito

Foram realizadas trés medidas do diametro do odcito pré e pos-vitrificagao

em planos diferentes (FIG. 4). A média das medidas foi usada nos calculos
estatisticos.

FIGURA 4 — Medidas pré e pos-vitrificagdo do diametro do odcito

Objetiva 20 X CG: células da granulosa; CP: corpusculo polar; EPV: espacgo
perivitelino; ZP: zona pelucida.

Fonte: Laboratoério de Reprodugao Humana do HC da UFMG.
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3.2.5.2 Zona pelucida

Trés medidas foram obtidas em planos aleatérios da zona pellcida e sua
média foi considerada para calculos estatisticos (FIG. 5).

3.2.5.3 Espaco perivitelino

O espacgo perivitelino, quando visibilizado, foi submetido a trés medidas
aleatdrias na regido mais espessa. A média dessas medidas foi usada para
calculo estatistico (FIG. 5).

3.2.5.4 Corpusculo polar

Duas medidas aleatérias do didametro do corpusculo polar foram realizadas
e a média dessas medidas foi usada para calculo estatistico (Fig. 5).

FIGURA 5 — Corpusculo polar (CP)

Objetiva 20 X. CG: células da granulosa; CP: corpusculo polar; E:
espermatozoide; EPV: espaco perivitelino; PH: pipeta de Holding; PI:
pipeta de injecéo; ZP: zona pelucida.

Fonte: Laboratério de Reprodugédo Humana do HC da UFMG.
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3.2.6 Avaliagao morfolégica dos odcitos

As caracteristicas morfologicas dos odcitos (presente ou ausente) foram
avaliadas de acordo com: granulagbes citoplasmaticas, fragmentagdo do
corpusculo polar, inclusdes citoplasmaticas e vacuolos (FIG. 6). Para efeito de
comparagao e correlagdo com a morfometria, os odécitos foram classificados em
morfologia “6tima” (no maximo uma das caracteristicas mencionadas, exceto
vacuolos) ou “alterada” (duas ou mais alteragbes e/ou vacuolos). A presencga de
vacuolos isoladamente foi suficiente para classificagdo como morfologia
“alterada”, por ser a caracteristica que mais se relaciona a desfechos

desfavoraveis®%.

FIGURA 6 - Caracteristicas morfoldgicas dos odcitos

A) Odcito em metafase Il com citoplasma granuloso; B)
fragmentagdao do corpusculo polar; C) vacuolo no
ooplasma; D) inclusdes citoplasmaticas.

Objetiva 20 X. CG: células da granulosa; CP: corpusculo
polar; EPV: espaco perivitelino; PH: pipeta de Holding; PI:
pipeta de injegédo; ZP: zona pellucida; G: granulagdes; CPF:
corpusculo polar fragmentado; V: vacuolo; IC: inclusdes
citoplasmaticas.

Fonte: Laboratério de Reprodugdo Humana do HC da UFMG.
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Nos oécitos que obtiveram boa recuperagdo e ndo degeneraram apds
serem descongelados (FIG. 7) foi realizada a ICSI. Os odcitos que estavam
degerenerados na andlise morfolégica pos-descongelamento (FIG. 8) foram

descartados.

FIGURA 7 - Odcitos que sobreviveram apds o descongelamento

Injecédo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSl)
Objetiva 20 X. CG: células da granulosa; CP: corpusculo polar; EPV: espago
perivitelino; PH: pipeta de Holding; PI: pipeta de injegdo; ZP: zona pelicida;

Fonte: Laboratoério de Reprodugdo Humana do HC da UFMG.
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FIGURA 8 - Odcitos que degeneraram apos o descongelamento

Odcito fresco Odcito descongelado Odcito fresco Odcito descongelad

Objetiva 20 X. CG: células da granulosa; CP: corpusculo polar; EPV: espaco
perivitelino; PH: pipeta de Holding; PI: pipeta de inje¢éo; ZP: zona pelucida.

Fonte: Laboratoério de Reprodugao Humana do HC da UFMG.

Para a realizagao da ICSI é necessario o preparo do sémen para a retirada

do liquido seminal, deixando o espermatozoide capacitado para injecao.

3.2.6.1 Preparo do sémen

O preparo de sémen foi feito pela técnica de Swim-up. O material coletado
foi colocado em tubo de ensaio de 15 mL (Falcon®), acrescido de meio de cultivo
tamponado (GMOPS® Vitrolife) aquecido a 37°C, o qual foi homogeneizado e
centrifugado a 1.500 rotagdes por minuto (rpm) por 10 minutos.

Apds essa centrifugagdo, o sobrenadante foi retirado e novamente
acrescentados 2 mL de GMOPS® Vitrolife a 37°C. Foi realizada mais uma
centrifugagao por cinco minutos. O sobrenadante foi retirado e o pellet (sedimento

resultante da centrifugacao) foi suspenso em 1 mL de meio de cultivo contendo
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proteina (GIVF® mais HSA®Vitrolife), que foi centrifugado por trés minutos e
deixado em incubadora de CO; por aproximadamente 45 minutos. Apds esse
periodo, o sobrenadante foi retirado, avaliado e mantido em incubadora de CO;

até o momento da ICSI.

3.2.7 Técnica de injegao intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)

Numa placa de cultura de 60 mm (Falcon®) foram aplicadas microgotas
numeradas de 20 uL de meio de cultivo tamponado (GMOPS® Vitrolife) cobertas
com 6leo mineral (Ovoil® Vitrolife) e deixadas em placa pré-aquecida 37°C por
pelo menos 1 hora.

Depois disso, os odcitos que sobreviveram ao descongelamento foram
colocados individualmente nas microgotas numeradas para serem filmados e
microinjetados.

Os espermatozoides foram depositados na gota central em solugéo viscosa
de polivinil polirridona (PVP) - ICSI® Vitrolife para diminuir a motilidade e facilitar a
imobilizacdo dos mesmos. O odcito foi fixado por uma micropipeta de succéo
(holding) e o espermatozoide imobilizado e aspirado dentro da pipeta de injecao
por meio de micromanipulador Narishige e microscopio Nikon com sistema de
lentes de Hoffmann. A microinjegcdo foi realizada em oocitos em estagio de
metafase Il com o seu primeiro corpusculo polar posicionado em seis ou 12 horas
(FIG. 9).
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FIGURA 9 - Injegdo intracitoplasmatica de espermatozoide,

oo6cito em metafase Il

Objetiva  20x. A- Captura do
espermatozoide, B-Inicio da injegdo de
espermatozoide, C-ICSI. CP: corpusculo
polar; EPV: espaco perivitelino; PH:
pipeta de Holding; Pl:pipeta de injecao;
E: espermatozoide; ZP: zona pellcida.

Fonte: Laboratério de Reprodugéo
Humana, Professor Aroldo Fernando
Camargos.

Apos 18 a 20 horas de cultivo os oécitos foram avaliados para a
visibilizagao da fertilizagdo. Esses odcitos foram filmados e avaliados quanto a
morfologia (numero de pronucleos, disposicdo dos pronucleos e disposicao dos

nucléolos) e morfometria (tamanho dos pronucleos) (FIG. 10).



63

3.2.8 Avaliagao morfologica dos zigotos

As caracteristicas morfologicas do zigoto foram avaliadas de acordo com:
disposicéo dos pronucleos, disposi¢cao dos nucléolos e disposi¢ao dos pronucleos
em relagao ao corpusculo polar (FIG. 10, 11, 12).

FIGURA 10 - Disposi¢cao dos pronucleos

7P

A- centralizado, B- ndo centralizado, C- separados, D- fragmentados, E-
tamanhos diferentes.

Objetiva 20x. CP: corpusculo pdla; EPV: espago perivitelino; N: nucléolo;
PN: pronucleo; ZP: zona pelucida.

Fonte: Laboratério de Reprodugdo Humana, Professor Aroldo Fernando
Camargos.
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FIGURA 11 - Disposigao dos nucléolos

A) Grandes e alinhados B) Grandes e dispersos, C) Alinhados
e outro disperso D) Pequenos e dispersos.

Objetiva 20 X. CG: células da granulosa; CP: corpusculo polar;
EPV: espago perivitelino; ZP: zona pellcida; PN: pronucleo; N:
nucléolo.

Fonte: Laboratério de Reprodugdo Humana do HC da UFMG.

FIGURA 12 - Disposicéo dos pronucleos em relagéo ao corpusculo polar

A) Alinhamento longitudinal B) Alinhamento perpendicular.
Objetiva 20 X. CP: corpusculo polar; EPV: espago perivitelino; ZP:
zona peldcida; PN: pronucleo; N: nucléolo.

Fonte: Laboratoério de Reprodugdo Humana do HC da UFMG.
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A classificacdo do zigoto foi feita como mostra o QUADRO 1. Essa

classificacao esta relacionada a posi¢cao dos pronucleos, disposi¢ao dos nucléolos

e posicao dos pronucleos em relagao ao corpusculo polar.

QUADRO 4 - Classificagao do zigoto

Classe | Classi- Descrigao morfolégica
ficacao

Posicao PN, Disposicao nucléolos, Posi¢cao PN em relagao CP
01 Ala | Centralizado, grandes alinhados, alinhamento longitudinal.
02 A1b Centralizado, grandes e dispersos, alinhamento perpendicular.
03 A2a Centralizado, grandes e dispersos, alinhamento longitudinal.
04 A2b | Centralizado, grandes e dispersos, alinhamento perpendicular.
05 A3a | Centralizado, grandes 01 PN alinhado, alinhamento longitudinal.
06 A3b | Centralizado, grandes 01 PN alinhado, alinhamento perpendicular.
07 Ada Centralizado, pequenos e dispersos, alinhamento longitudinal.
08 A4b | Centralizado, pequenos e dispersos, alinhamento perpendicular.
09 B1a | N&o centralizado, grandes e alinhados, alinhamento longitudinal.
10 B1b Nao centralizado, grandes e alinhado, alinhamento perpendicular.
11 B2a Nao centralizado, grandes e dispersos, alinhamento longitudinal.
12 B2b N&o centralizado, grandes e dispersos, alinhamento perpendicular.
13 B3a | Nao centralizado, grandes 01 PN alinhado, alinhamento longitudinal.
14 B3b | Nao centralizado, grandes 01 PN alinhado, alinhamento

perpendicular.
15 B4a N&o centralizado, pequenos e dispersos, alinhamento longitudinal.
16 B4b Nao centralizado, pequenos e dispersos, alinhamento perpendicular.
17 - Nao justapostos
18 - Tamanhos diferentes
19 - Fragmentado

A avaliagdo morfologica dos embrides obedeceu o grau de fragmentagao e

simetria dos blastdbmeros, usando-se o0s seguintes critérios: blastdmeros sem

fragmento, com poucos fragmentos, blastdmeros desiguais e blastémeros com

fragmentacdo excessiva. Essa classificacdo foi realizada no software Cronus
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TM3. No segundo e terceiro dia apds a coleta ovular, os embrides foram filmados
e avaliados morfologicamente. Esses embrides foram entdo separados e

transferidos para as pacientes (FIG. 13).

FIGURA 13 - Embrides no segundo e terceiro dia de cultivo

A) Embrido no segundo dia com duas células; B)
Embrido no terceiro dia com oito células.

Objetiva 20 X.; ZP: zona pelucida; BLST:
blastdmeros.

Fonte: Laboratério de Reprodugdo Humana do HC
da UFMG.

3.3 Analise estatistica

Os dados foram avaliados inicialmente quanto ao padrao de distribuicdo,por
meio do teste de D’Agostino-Pearson. Variaveis clinicas apresentaram
distribuicdo normal e foram descritas como média e desvio-padrdo. Variaveis
morfométricas dos odcitos ndo apresentaram distribuicio normal e foram
descritas como medianas e intervalos interquartis.

Os resultados da morfometria foram comparados em fungdo das seguintes
variaveis: morfologia inicial (6tima versus alterada), resisténcia a vitrificacao

(o6citos preservados versus degenerados), morfologia pds-descongelamento
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(6tima versus alterada) e fertilizacdo pds-ICSI (sim versus n&o). Para essas
comparagdes utilizou-se o teste U de Mann-Whitney. Diferengas com valor de
P<0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.

O caélculo amostral indicou que uma amostra minima de 13 odcitos por
grupo permitiria detectar diferenga = 3,4 uym no didmetro oocitario entre dois

grupos, com poder estatistico de 80% e nivel de significancia de 95%%°
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4 RESULTADOS

4.1 Correlagao entre morfologia e morfometria dos oocitos antes e apés a

vitrificagao

Como ilustra o GRAF. 1, ndo houve correlacdo entre caracteristicas
morfolégicas e morfométricas dos 71 odécitos avaliados antes da vitrificagdo. O
didmetro oocitario e as medidas de EPV, ZP e CP foram semelhantes nos odcitos
classificados como morfologia 6tima (n=40) e naqueles com morfologia alterada
(n=31).

Apds o descongelamento de 49 odcitos, os 27 que estavam preservados
foram novamente submetidos a analise morfolégica e morfométrica, cuja
correlacdo é apresentada no GRAF. 2. Enquanto o didmetro oocitario, o EPV e a
ZP tiveram medidas semelhantes em odcitos de morfologia pds-descongelamento
otima (n=7) e alterada (n=20), o ultimo grupo apresentou significativa redugéao da
medida do CP (11,8 [10,5-13,0] um versus 13,2 [12,2-15,3] ym, P=0,013, GRAF.
1-d).
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GRAFICO 1 — Morfometria pré-vitrificagdo de odcitos classificados como

morfologia 6tima (n=40) e alterada (n=31)
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Os dados sdo apresentados como mediana e quartis e as barras de erro representam os
percentis 10 e 90. Os grupos foram comparados pelo teste de Mann-Whitney.
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GRAFICO 2 — Morfometria pés-descongelamento de odcitos preservados e

classificados como morfologia 6tima (n=7) e alterada (n=20)
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Os dados sdo apresentados como mediana e quartis e as barras de erro representam os
percentis 10 e 90. Os grupos foram comparados pelo teste de Mann-Whitney.
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4.2 Morfometria dos odcitos pré-vitrificagdo e sua relagido com a

sobrevivéncia a criopreservagao

De acordo com o GRAF. 3, a morfometria oocitaria pré-vitrificagdo n&o foi
capaz de predizer a resisténcia do odcito a vitrificacdo e descongelamento. As
medidas de didmetro oocitario, EPV, ZP e CP foram similares nos oécitos que
resultaram preservados (n=27) e naqueles que se encontravam degenerados

(n=22) apds o processo de criopreservagao.
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GRAFICO 3 — Morfometria pré-vitrificacdo de odcitos que resultaram

preservados (n=27) e degenerados (n=22) ao fim do

processo de criopreservacao
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Os dados sdo apresentados como mediana e quartis e as barras de erro representam os

percentis 10 e 90. Os grupos foram comparados pelo teste de Mann-Whitney.
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4.3 Morfometria dos oécitos pés-descongelamento e sua relagdo com a
fertilizagao

Dos 27 oécitos que sobreviveram ao processo de criopreservacao e foram
submetidos & ICSI, 13 foram fertilizados. Os GRAF. 4 e 5 apresentam a
comparagao de dados morfométricos entre os odcitos que resultaram fertilizados
(n=13) e os que, mesmo resistindo a criopreservagao e sendo submetidos a ICSI,
ndo resultaram em fertilizacdo (n=14).

Como ilustra o GRAF. 4, o didametro oocitario pos-descongelamento foi
menor nos odcitos que se fertilizaram comparados aqueles que nao se fertilizaram
(76,0 [73,0-78,3] um versus 80,5 [73,9-82,6] um, P=0,043, GRAF. 4-a).

A variagdo das medidas obtidas antes e apds a criopreservagao (A =
medida pdés-descongelamento — medida pré-vitrificagdo) foi correlacionada a
fertilizagdo (GRAF. 5). Os odcitos que resultaram fertilizados haviam apresentado
menos variacdo do seu didmetro total (GRAF. 5-a, P=0,029) e do EPV (GRAF. 5-
b, P=0,033) comparados aqueles odécitos que nao se fertilizaram. Estes ultimos
tiveram, ao longo do processo de criopreservacao, aumento do didmetro total (A=
3,7 [-0,1-5,5] um) e diminui¢cédo do EPV (A=-1,3 [-2,3-0,2] um).
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GRAFICO 4 — Morfometria pés-descongelamento de odcitos que resultaram
fertiizados (n=13) e nado fertilizados (n=14) apods

criopreservagao, descongelamento e ICSI
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Os dados séo apresentados como mediana e quartis e as barras de erro representam os
percentis 10 e 90. Os grupos foram comparados pelo teste de Mann-Whitney.
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GRAFICO 5 - Variacdo de medidas obtidas pré-vitrificagdo e pos-
descongelamento de odcitos que resultaram fertilizados

(n=13) e nao fertilizados (n=14)
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Os dados sao apresentados como mediana e quartis e as barras de erro representam os
percentis 10 e 90. Os grupos foram comparados pelo teste de Mann-Whitney.
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5 DISCUSSAO

O numero de mulheres em idade reprodutiva diagnosticadas com cancer
tem crescido consideravelmente. Com a melhora dos protocolos de quimioterapia
e radioterapia essas pacientes tém expectativas de sobreviver ao céncer. A
criopreservagao de oodcitos pode oferecer a essas mulheres a chance de
preservar a fertilidade. A criopreservacao de odcitos tenta evitar problemas
pessoais, éticos, religiosos e legais em torno da criopreservagéo de embrides.

Neste estudo escolheu-se a vitrificagdo como método de criopreservagao
de odcitos por possuir muitas vantagens e beneficios, como, por exemplo, ser
superior a métodos de congelamento lento para odcitos, levando a melhores
taxas de sobrevivéncia, fertilizacdo e desenvolvimento embrionario’®’":7982,
Ocorre também menos danos na integridade do fuso e alinhamento dos
cromossomos e a nao formagdo de cristais de gelo a partir do aumento da
velocidade da temperatura de condutividade.

Quando o protocolo de vitrificagao é estabelecido, é facil de ser realizada,
de baixo custo e sem necessidade de aparelhos especiais.

Depois de estabelecido o protocolo de vitrificacdo (Irvine Scientific), este
estudo avaliou a morfologia e morfometria desses odécitos antes de serem

vitrificados e depois de serem descongelados.

5.1 Correlacao entre morfologia e morfometria dos oécitos antes e apés a

vitrificacao

Avaliando os oécitos antes da vitrificacdo pode-se observar que ndo houve
correlagdo entre caracteristicas morfolégicas e morfométricas. Dos 71 odcitos
analisados antes da vitrificagdo, 40 deles foram classificados como morfologia
6tima e 31 como morfologia alterada. As medidas desses odcitos (didametro, EPV,

ZP e CP) foram semelhantes nesses dois grupos.
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As caracteristicas morfolégicas dos odcitos (presentes ou ausentes) foram
avaliadas de acordo com granulagdes citoplasmaticas, fragmentagdo do
corpusculo polar, inclusdes citoplasmaticas e vacuolos.

Odécito de boa qualidade possui um citoplasma claro com granulagéo
moderada e sem inclusdes citoplasmaticas. Odcito com ooplasma escuro diminui
em 83% a probabilidade de se obter um embrido de boa qualidade®.

Para que o odcito tenha boa qualidade, deve ocorrer maturagao nuclear e
citoplasmatica de maneira sincronizada. A maturagdo nuclear refere-se a
continuagdo da meiose e a progressao até a fase de metafase Il, que esta
estacionada até a hora da ovulagdo. Mesmo que o odcito possua a competéncia
nuclear, ele ainda pode estar deficiente em maturagao citoplasmatica, a qual se
refere ao processo de preparar o o06cito para ativagao, fertilizagdo e
desenvolvimento embrionario.

A selegao dos odcitos para congelamento € muito dificil, exceto em caso
de manifestagcdes grosseiras de dismorfismo e heterogeneidade da morfologia
dos odcitos (zona pelucida espessa, granulosidade do citoplasma, aumento do
espaco perivitelino, presenga de vacuolos ou fragmentagcdo do primeiro
corpusculo polar). A inabilidade em predizer qual é o odcito de boa qualidade leva
a dificuldade em demonstrar a capacidade do mesmo em desenvolver um bom
embrido'®.

Com a introducédo da ICSI, a remocéo das células do cumulus permitiu a
observagao direta das caracteristicas morfoldgicas dos odcitos a partir do uso de
microscopio. Algumas caracteristicas sao observadas, como a presenga ou
auséncia de granulosidades, coloragao, vacuolos, inclusdes citoplasmaticas e
organelas*®®°.

Mais de 50% dos odécitos humanos possuem pelo menos uma dessas
caracteristicas morfolégicas®’.

Neste estudo, para comparar e correlacionar a morfologia com a
morfometria dos odcitos, esses odcitos foram classificados em morfologia 6tima
(no maximo uma das caracteristicas citadas, exceto vacuolo) e alterada (duas ou
mais alteragdes e/ou vacuolo). Vacuolos e aglomerado de reticulo endoplasmatico
parecem ser as caracteristicas que mais prejudicam a capacidade de

desenvolvimento. Poucos estudos falam do impacto negativo dos vacuolos nos
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odcitos, mas a maioria deles revela influéncia negativa na taxa de fertilizacao e no
desenvolvimento até estagio de blastocisto®° .

Os parédmetros morfométricos nos dois grupos foram semelhantes,
mostrando que a morfologia 6tima e a morfologia alterada nao influenciou na
medida dos odécitos e seus anexos. Portanto , parece ndo haver sobreposicdo das
duas informagdes e é possivel que a morfometria detecte caracterisiticas
estruturais distintas daquelas incluidas na analise morfolégica padréo.

No presente estudo, apdés o descongelamento os odcitos, que estavam
preservados foram novamente submetidos a analise morfolégica e morfométrica.
O didametro oocitario, o EPV e ZP tiveram medidas semelhantes nos odcitos com
morfologia 6tima e alterada.

Entretanto os oécitos com morfologia alterada  apresentaram uma
significativa redugcdo na medida do CP, sugerindo que apenas esta medida
sobrepde a morfologia e a morfometria dos odécitos descongelados.

O CP possui um nucleo com 23 cromossomos e 46 cromatides, similar ao
encontrado no odcito. Um CP com a morfologia alterada (fragmentado) pode
refletir na qualidade do odcito, devido a interdependéncia da formacédo 6vulo-
corpusculo polar. Ao avaliar o CP, indiretamente se avalia a qualidade do odcito.

Variagdes no tamanho do corpusculo polar (pequeno ou grande) podem
representar uma condigdo anormal. O fator que determina o tamanho do
corpusculo polar é, provavelmente, a posicdao do fuso meidtico em relacdo a
superficie do odcito.

A extrusdo do primeiro corpusculo polar pode variar entre os odcitos
aspirados, presumivelmente devido a variagdo do tempo da maturagao meidtica.

Odbcitos com primeiro corpusculo polar pequeno estdao associados a
reducao na fertilizagdo e aumento de triploide.

Odbcitos com primeiro corpusculo polar fragmentado ou achatado podem
demonstrar reduzido potencial de desenvolvimento.

Corpusculo polar fragmentado, juntamente com espago perivitelino largo e
inclusbes citoplasmaticas, esta associado a reducido da fertilizacdo e qualidade
embrionaria pobre®®%’

Em odcitos pds-maduros o corpusculo polar pode ja estar degenerando.
Corpusculos polares degenerados ou grandes podem estar associados a pobre

qualidade embrionaria e baixa taxa de gravidez®®%°
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5.2 Morfometria dos obcitos pré-vitrificagdo e sua relagio com a

sobrevivéncia a criopreservagao

A morfometria dos odcitos frescos nao foi capaz de predizer a resisténcia
desses oocitos a vitrificagdo e ao descongelamento, ja que as medidas do
didametro oocitario, EPV, ZP e CP nos odcitos que sobreviveram a vitrificagao
foram similares as aqueles que se encontravam degenerados apos o processo de
vitrificagao.

Existem poucos estudos na literatura relacionados a morfometria dos
odcitos, principalmente quando se trata de vitrificagao.

Odcitos sao células dificeis de criopreservar, por serem células grandes,
com baixa permeabilidade a agua. Isso significa que tém tendéncia a reter agua
quando congelados e, como consequéncia, ocorre a formacdo de gelo
intracelular, causando danos a célula.

Durante o descongelamento, a agua gerada pelo gelo derretido diminui
rapidamente a pressao osmoética extracelular. Choque osmético pode acontecer
se o crioprotetor intracelular ndo pode difundir-se rapidamente o suficiente para
evitar excessivo influxo de agua livre e a ruptura ou inchago da célula.

Entretanto, nossos dados mostram que a resisténcia a esses potenciais
danos celulares no processo da criopreservacao nao depende das medidas do
odcito fresco, nem das suas estruturas assessorias.

A visualizagdo e avaliagao do fuso meidtico e zona pelucida podem ajudar
na selecao de odcitos viaveis e na eficacia da criopreservacédo. O uso do
microscopio polarizado pode ser uma ferramenta util na avaliagdo da morfometria
de oocito, pois permite a quantificagéo e avaliagao da orientagao dos microtubulos
dentro do fuso meidtico, como também das glicoproteinas dentro da zona
peltcida’.

Os parametros morfométricos de odécitos em metafase II, utilizando
microscopio polarizado, mostrou ZP mais espessa quando existia alta zona de
birrefringéncia. Em odcitos com fuso e alta zona de birrefringéncia, o EPV foi mais

estreito. Existe associagao entre ZP e birrefringéncia do fuso®.
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5.3 Morfometria dos oécitos poés-descongelamento e sua relagao com a

fertilizacao

Dos 27 odcitos que sobreviveram ao processo de vitrificagdo e foram
submetidos a ICSI, 13 fertilizaram-se e 14 nao resultaram em fertilizagao.

Comparando o didmetro dos odcitos entre os que fertilizaram e os que nao
fertilizaram pos-descongelamento, verificou-se que o didmetro foi menor nos
odcitos que fertilizaram. Os odcitos que nao fertilizaram obtiveram aumento do
didmetro total e diminuigdo do espaco perivitelino.

Para a fertilizacdo acontecer naturalmente, o odécito deve preservar a
integridade das suas caracteristicas estruturais. Essas caracteristicas incluem
zona pelucida, granulos corticais e fuso microtubular?’.

Quando a agua é congelada abaixo do ponto de congelamento, ela se
solidifica e forma cristais de gelo. Devido ao gelo ser menos denso do que a agua,
€ necessario que os cristais de gelo ocupem um volume maior do que o volume
da agua, partindo do ponto em que foi formado. O volume da agua dentro da
célula se solidifica, expande-se em forma de gelo, causando presséo nas
organelas intracelulares as quais podem sofrer danos consideraveis?®.

O choque osmdtico pode ocorrer durante o descongelamento rapido,
quando a célula encolhe e aumenta de tamanho para acomodar alteragdes da
pressao osmotica extracelular. Isso pode causar deformidades no oécito e danos
no citoesqueleto. Durante o processo de reidratagdo, choques osmaéticos podem
causar excessivo aumento da célula, ruptura da membrana, lise e morte celular.
Esses danos podem estar relacionados a despolimerizagdao dos microtubulos,
alinhamento inadequado dos cromossomos e aumento do risco de aneuploidia®®.

Os odcitos que nao fertilizaram provavelmente podem ter sofrido choque
osmoético, causando aumento no didametro e, consequentemente, a nao

fertilizacao.
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6 CONCLUSOES

e Nao ha correlagdo entre os parametros morfolégicos e morfometricos de
oocitos avaliados antes da vitrificagdo; porém a morfologia alterada pds
descongelamento associa-se a menor medida do corpusculo polar.

e As caracteristicas morfométricas de odcitos frescos ndo permitem predizer
a resisténcia desses odcitos a vitrificagao.

e A falha de fertilizagdo estda associada a maior expansdo do didmetro
oocitario e encolhimento do espacgo perivitelino durante o processo de

criopreservacao.
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APENDICE E ANEXO

APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclarecido

Projeto de Congelamento de Odcitos

Declaro estar participando voluntariamente do Projeto de Congelamento de
Odcitos do Hospital das Clinicas da UFMG. Estou ciente de poder me desligar
deste projeto a qualquer momento, sem que haja prejuizo para o tratamento de
infertilidade (fertilizagdo in vitro - FIV e /ou injecado intracitoplasmatica de
espermatozoides - ICSI) que me foi indicado. Ja tive oportunidade de esclarecer
duvidas relativas ao programa de infertilidade, aos tratamentos alternativos, aos
possiveis desconfortos, efeitos colaterais e riscos inerentes ao tratamento.

Fui informada de que o congelamento de odcitos € uma alternativa para
aquelas pacientes que desejam adiar a maternidade por motivos pessoais, para
aquelas que devem adiar a maternidade devido a tratamentos radio e
quimioterapicos e, ainda, é uma opgéo ética para os atuais problemas legais e
morais relacionados ao congelamento de embrides.

Se forem coletados sete, um odcito sera congelado;

se forem coletados oito, dois seréo congelados;

se forem coletados nove, trés serdo congelados, e assim por diante.

Estou ciente de que os odcitos congelados ficardao sob a guarda do
Laboratério de Reprodugcao Humana. Fui informada de que os odcitos congelados
poderdo ter duas finalidades: serdo utilizados por mim mesma numa nova
tentativa de gravidez ou, se eu desejar, poderao ser doados. Para fins de doagéo,
assinarei um novo Termo de Consentimento para Doacdo de Ovulos.
Comprometo-me a comunicar, periodicamente, ao servigo, 0 meu desejo de
manter os évulos estocados e concordo que os mesmos sejam descartados, se
eu me ausentar pelo periodo de dois anos.

Estou ciente de que nao serei punida se me recusar a participar do referido
projeto e que serei informada em detalhes e com antecedéncia sobre possiveis
mudancgas referentes ao projeto que venham influenciar minha decisdo de

prosseguir com o programa ou nao.
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Estou ciente de que o projeto podera ser suspenso, a critério médico,
quando houver algum fato significativo que possa aumentar o desconforto, efeitos
colaterais e/ ou riscos ou, ainda, no caso de ndo haver boas chances de sucesso
(gravidez) com a progressao do projeto.

Estou, ainda, ciente de que quaisquer informagdes obtidas durante a
realizacao deste projeto que se refiram diretamente a mim s&o verdadeiras e
permanecerdao confidenciais, como previsto em lei. Concordo que os dados
obtidos durante o projeto sejam publicados em literatura médica, sob a condi¢cao
de que minha identidade seja preservada.

Declaro e confirmo mais uma vez que entendi todas as explicagdes que me
foram dadas de forma clara e simples, inclusive permitindo que eu realizasse
todas as perguntas e fizesse todas as observagdes que achei pertinente para
entender o que acontecera durante a realizacdo deste experimento.

Por este consentimento, confirmo que estou satisfeita com as informagdes
recebidas e que compreendo todos os riscos e beneficios decorrentes desse
tratamento e participacdo neste projeto de pesquisa e, por tais condigdes,
consinto em participar do “Projeto de Congelamento de Odcitos”.

Nao havendo duvidas, dato e assino abaixo:

Casal:
Cl
Cl
Testemunhas:
Cl
Cl

Pesquisadores responsaveis:

Dr. Aroldo Fernando Camargos- 86097293

Dr?. Claudia Navarro Carvalho Duarte Lemos -99815929
Maria das Gragas Rocha de Santana Camargos- 86097293
Verdnica Nere de Magalh&es Lobach- 88673099/34717561

Laboratério de Reprodu¢cao Humana HC-UFMG Tel.: 3409-9485
COEP (Comissao de Etica em Pesquisa) Tel.: 3499-4295
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axoior.

HUMANA [QORTEEC

Universidade Federal de Minas Gerais U F/‘/\\CB

Hospital das Clinicas

Laboratério de Reprodugao Humana Prof. Aroldo Fernando Camargos

Consentimento para técnicas de reproducao assistida

Nos, (paciente)

e (parceiro),

vimos, por meio deste termo, declarar que:

Consentimos livremente em participar do programa de fertilizagdo assistida
do Hospital das Clinicas da UFMG.

Estamos cientes de nosso diagnostico de infertilidade e reconhecemos que
as Técnicas de Reproducdo Assistida tém o papel de auxiliar na resolucao desse
problema, facilitando nosso processo de procriagdo, visto que as outras
terapéuticas foram ineficazes ou ineficientes para a solugcédo da situacao atual de
infertilidade.

Realizamos todos os exames que nos foram propostos (anti-HIV 1 e 2,
HTLV 1 e 2, VDRL, HBsAg, anti-HCV) e cujos resultados se encontram em nosso

poder. Eu, reafirmo

também estar com o esquema vacinal e avaliagdo ginecoldgica em dia, estar em
uso de acido fdlico e nao apresentar alguma doenga que contraindique uma
gravidez.

Fomos informados sobre todas as etapas do tratamento, que consistem

em:

e Bloqueio hipofisario a partir do uso de medicagdo nasal ou injecdes
subcutaneas. Em situagdes especiais, o bloqueio ndo é obtido de maneira
satisfatéria e a paciente sera solicitada a modificar a dose e o tipo de
medicagao. Isso pode significar cancelamento daquele ciclo e reinicio no
préximo no ciclo.

¢ Indugdo da ovulagao a partir de injegdes subcutaneas ou intramusculares,
com rastreamento (acompanhamento) da ovulagdo por ultrassonografia

(US) endovaginal. Embora raramente, podera ocorrer 0 néao
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desenvolvimento dos foliculos que contém os 6vulos. Caso isso ocorra, o
ciclo do tratamento sera cancelado.

e Coleta ovular por via transvaginal guiada por US, sob sedagao
endovenosa, em ambiente cirurgico. Durante a coleta ovular é esperado
que se obtenham 6évulos, mas excepcionalmente esse procedimento pode
terminar sem sucesso. Durante a coleta podem ocorrer complicagdes
referentes ao procedimento: sangramento vaginal, dor local, lesdo de
estruturas pélvicas (bexiga, intestino, vasos sanguineos), complicagdes
anestésicas.

e Coleta do sémen realizada por masturbagdo. Em casos individualizados a
coleta de espermatozoides devera ser realizada por pungédo de epididimo,
biopsia de testiculo ou eletroejaculacdo. Esses procedimentos seréo
realizados pela equipe de andrologia do Hospital das Clinicas. Em raros
casos, pode-se nao obter espermatozoides mesmo através de puncgao de
epididimo ou bidpsia testicular. Neste caso:

(autorizamos/ nao autorizamos utilizar

sémen de doador / ndo se aplica).

e Transferéncia de embrides guiada por ultrassonografia. Em raros casos, o0s
ovulos coletados poderdao nao fertilizar. Caso isso ocorra, nao havera
embrides para serem transferidos.

e Suporte da fase lutea com o uso de comprimidos de progesterona natural

por via vaginal.
Os embrides excedentes serdo cultivados e, caso atinjam o estagio de
blastocisto, serdo congelados. Se houver maior numero de odcitos coletados,

esses também poderéao ser criopreservados.

(autorizamos/ndo  autorizamos) o

congelamento de embrides excedentes.

Entendemos também que, em relagéo a reproducao assistida post mortem,
nao constitui ilicito ético a sua realizagdo, desde que haja autorizagao prévia
especifica do(a) falecido(a) para o uso do material biolégico criopreservado, de

acordo com a legislacao vigente.
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No caso de congelamento de 6vulos ou embrides, sera assinado um Termo
de Consentimento Livre Esclarecido especifico para aquele procedimento, quando
manifestaremos nossa vontade, por escrito, quanto ao destino que sera dado aos
pré-embrides, 6vulos ou sémen criopreservados em caso de divorcio, doengas
graves ou falecimento de um de nés ou de ambos.

Autorizamos que sejam descartados os évulos, espermatozoides ou pré-
embrides que n&do atendam aos critérios para armazenamento ou uso posterior.

Estamos cientes de que o programa podera ser suspenso ou cancelado, a
critério médico, quando houver algum fato significativo que possa aumentar o
desconforto, efeitos colaterais e/ou riscos ou ainda no caso de nédo haver boas
chances de sucesso (gestagao) com a progressao do programa, em qualquer fase
do tratamento.

Fomos informados de que a ocorréncia de gestagdo multipla (mais de um
bebé) pode acontecer em quase 25% dos casos, sendo nesses casos, na maioria
das vezes, gemelar (90%). Para que se previna a ocorréncia de gestacao
multipla, estamos cientes de que o numero de embrides a serem transferidos
seguird a Resolugao 1957/2010 do Conselho Federal de Medicina: mulheres até
35 anos: até dois embrides; mulheres entre 36 e 39 anos: até trés embrides;
mulheres com 40 anos ou mais: até quatro embrides.

Sabemos também que a inducdo da ovulagdo pode resultar em uma
sindrome de hiperestimulacdo ovariana (SHEO), que se caracteriza por uma
resposta ovariana exagerada com aumento no volume ovariano, desconforto
pélvico, nauseas e, em casos graves (1%), requer internagdo e acompanhamento
clinico rigoroso.

Sabemos que o risco do recém-nascido gerado por técnicas de reprodugao
assistida apresentar alguma malformagao e/ou outras doengas € um pouco mais
alto que na populacgao geral, sendo de aproximadamente 5%. Casais cujo homem
seja portador de azoospermia (auséncia de espermatozoides no sémen) ou
oligoastenozoospermia grave (redugao acentuada do numero de
espermatozoides no sémen) possuem risco aumentado de terem filhos com
alguma alteragcdo, como, por exemplo: microdelegdes (alteragdes) no
cromossoma Y, sindrome de Kleinefelter (pessoas do sexo masculino com um
cromossomo X adicional, 47XXY, estatura elevada, algum desenvolvimento do

tecido mamario, testiculos pequenos e infertilidade). Em caso de agenesia do
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ducto deferente (auséncia do ducto que transporta espermatozoides), existe alto
risco de o filho ser portador de fibrose cistica (doenga grave caracterizada por
infeccdes respiratorias, alteragdes no pancreas e no suor) e de alteragées da
fertilidade como o pai.

Entendemos também que a taxa média de sucesso esta em torno de 35%,
podendo sofrer grandes variagdes, de acordo principalmente com a idade da
paciente e a causa da infertilidade.

Confirmamos que durante o tratamento fomos amplamente esclarecidos,
tivemos a oportunidade de esclarecer todas as nossas duvidas relativas ao
referido programa, aos tratamentos alternativos, aos possiveis desconfortos,
efeitos colaterais e riscos inerentes ao programa.

Estamos cientes das possibilidades de ocorrerem outras complicacdes
além daquelas descritas neste documento. Reconhecemos que, embora sejam
empenhados todos os esforgos a fim de evitar ou minimizar os efeitos colaterais e
complicacbes, estes podem ser imprevisiveis tanto em natureza como em
gravidade.

Estamos cientes de que ndo seremos punidos se nos recusarmos a
participar do referido programa e que seremos informados em detalhes e com
antecedéncia sobre a ovulagado e mudancgas referentes ao programa que venham
influenciar a nossa decisédo de prosseguir ou ndo com o programa.

Entendemos, ainda, que qualquer informacao obtida durante o tratamento
que se refira a nds é verdadeira, permanecera confidencial, como previsto em lei.
Concordamos que estes dados sejam utilizados em projetos de pesquisa
previamente aprovados por Comités de Etica em Pesquisa (CEP) elou pela
Comissado Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) e sejam objeto de publicagao
em literatura médica, sob condicdo de que nossa identidade seja resguardada.

Fomos informados de que o custo do procedimento sera todo coberto pelo
Sistema unico de Saude (SUS), porém, o custo das medicagbes sera de nossa
inteira responsabilidade e poderemos adquirir a medicagao no estabelecimento de
nossa confianca e que melhor nos convier.

Tendo lido com atengdo e compreendido todas as informagbes contidas
neste documento, recebido todos os esclarecimentos desejados, concordamos

em participar do Programa de Fertilizagcdo Assistida. Reconhecemos que fomos
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informados em detalhes sobre nossos direitos e responsabilidades e, néao

havendo duvidas, datamos e assinamos como se segue:

Belo Horizonte, de de20 .
Paciente:
DN: Cl: SAME:
Parceiro:
DN: Cl: SAME:
Endereco:
Médico CRM MG

Testemunha:
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2, ETIC 351/05

Interessado: Prof. Aroldo Fernando Camargos
Departamento de Ginecologia e Obstreticia
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAOD

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 04 de agosto de 2008, a inclusdo dos pesquisadores: Claudia
Navarro Carvalho Duarte Lemos, Maria das Gragas Rocha Santana
Camargos e Verdnica Nere Magalhdes Lobach, no projeto de pesquisa
intitulado “Criopreservagao de Décitos”.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apés o inlcio do projeto,

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEF/UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 8627 - Unidade Administrariva If - 2° andar - Salz 2005 - Cep31270-90] — BH-MG
Telefive: (031) 34094592 - pommail: cowp g g br
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Comnite de Etica em Fesquiza da UPMG - COEP

‘ UMG ‘ Liniversidade Federal de Minas Gerais

Parecer n2. ETIC 351/05

Interessado: Prof. Aroldo Fernando Camargos
Departarmento de Ginecologia e Obstreticia
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAD

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no
dia 29 de margo de 2008, o projeto de pesquisa intitulado
“Criopreservagio de Oécitos” bem como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido do referido projeto.

O relatério final

ou parcial devera ser encaminhado ac COEP um
ano apos o inicio do projeto.

—

Profa, Dra. Mdyia'Eléna de Lima Perez Garcia
Presidente do COEP/UFMG

Av. dAntonia Carlos, S67 - Unidade ddminineativa 71— 3 andar Sala 2005 - 30200900 = BH - MG
(30 34994592 - FAX: (31) 349945145 - CoepiEtprpg e br



99

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS ‘L, F " G ‘

AL
@ |
i“\}ﬁ I PROGRAMA DE POS-GRADUAGAD EM SAUDE DA MULHER l " |
1

ATA DA DEFESA DE TESE DA ALUNA

MARIA DAS GRACAS ROCHA DE SANTANA CAMARGOS -
2009658641

Realizou-se. no dia 28 de wiho de 2013 4s 1400 horas Sala de video conferéncia do
Hospial dag Climgas, da Universidade Federal de Minas Gerais. a defesa de tese. intitulada
‘Aspectos merfoldgicos e mordometncos de ooctos humanos pre e pos-vinficagdo”
apresentada por MARIA DAS GRACAS ROCHA DE SANTANA CAMARGOS graduada na
curss de Ciéncias, como requisito parcial para 2 obtencio do grau de Doutor em SAUDE DA
MULHER & seguinte Comissdc Examinadora Prof{a). Femando Marcos dos Reis
Orientador (UFMG). Praf(a) Ana Luiza Lunardi Rocha Baroni (UFMG), Praf(a) Rubens Lene
Carvalho Tavares (UFMG), Profia) Fernanda Polisseni (UFJF), Prof(a) Claudia Navarro
Carvaiha Duarte Lemaos (PEH)

A Comissao considerou a tese

 Aprovada
{ ) Aprovada condicionaimente. sujeita a alteragdes. conforme folha de modificactes anexs
[ ) Reprovada

Finalizados os frabalhes lavrel a presente ata que, ida & aprovada, vai assinada per mim e
pelas membros da Camissdo

Belo Horizonte, 28 de julho de 2013

Profia). Fernando Marcos-#os Reis
Doutor - LUIFRGS

Profia). Ana Luza Lunardi Rocha Baroni
Doutora - UFMG

Prof(a) Rubpens Lene Carvalho Tavares
Dowtor - UNIFESP =

Profia) Fernanda Polissem
Doutora - UFMG

Prof{a) Ciaudia Navarrg Carvalno Duarte Lemos
Doutora - UFMG
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE DA MULHER

UFIG

FOLHA DE APROVACAO

“Aspectos morfologicos e morfométricos de odcitos humanos pré e pos-

vitrificagao”

MARIA DAS GRACAS ROCHA DE SANTANA CAMARGOS

Tese submetida 4 Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-
Graduacdo em SAUDE DA MULHER, como requisito para obtengio do grau de Doutor em
SAUDE DA MULHER, drea de concentragic PATOLOGIA GINECOLOGICA E
REPRODUGAQ.

Aprovada em 29 de julho de 2013. pela banca constituida pelos membros:

pok

Q0
Profla). Fernando Marcos dos Reis - Orientador

UFMG
i T g
Nudbiwyg ) .C - [oNBN7
Profla) Rubens Lene Carvalho Tavares
| UPME—

A

! 5 y I
I ..‘.5 '.I"I-:ﬂ{;?"nl'j.! f_,l.," f‘&f//lm; 1"-{"‘,"‘-’
Profia). FernandaPolissent
UFJF P,

ldudia Navarro Carvalho Duarte Lemos
PBH

dhra, Lo o Rstha, B

Y Profia). Ana Luiza Lunardi Rocha Baroni
UFMG

Belo Horizonte, 29 de julho de 2013,
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