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RESUMO

Um estudo prospectivo ndo randomizado descritivo foi realizado no periodo de
novembro de 1999 a margo de 2001 em 20 ciclos de fertilizagdo in vitro (FIV) de 15
pacientes com infertilidade tubaria. O objetivo do presente trabalho foi coletar os
oocitos ainda imaturos, matura-los in vitro, fertiliza-los e transferi-los almejando
gravidez. As pacientes foram recrutadas no Setor de Reproducdo Humana do
Hospital das Clinicas e nos ambulatérios de infertilidade do Posto de Atendimento
Médico (PAM) da Sagrada Familia. Todas assinaram o termo de consentimento livre
e esclarecido antes de iniciar o estudo. O protocolo foi aprovado pelo colegiado do
curso de pos-graduacdo em Ginecologia e Obstetricia. As pacientes selecionadas
apresentaram idade entre 18 e 32 anos incompletos e receberam 300Ul de hormdnio
foliculo estimulante (FSH) recombinante por via intra-muscular no segundo dia do
ciclo e doses adicionais de 150Ul no quarto e no sexto dia do ciclo. A coleta ovular
deu-se invariavelmente no sétimo dia do ciclo. Os odcitos identificados como
imaturos foram colocados em meio TCM 199 acrescido de antibi6ticos, piruvato,
FSH, gonadotrofina coriénica humana (hCG) e soro (serum substitute supplement —
Irvine Scientific®). Ap6s 48h de cultivo, os o6citos que atingiram o estagio de
metafase Il (MIl) foram inseminados e os fertilizados transferidos. Foram
puncionados 144 foliculos com a coleta de 67 oocitos imaturos (46,5%). Atingiram o
estagio de metafase Il 43 (64,2 %) e foram inseminados. Destes, 30 fertilizaram e 25
embrides foram transferidos para 10 pacientes. Houve uma gravidez com nascimento
de um bebé. Concluiu-se que a técnica de maturar odcitos humanos in vitro
previamente a fertilizagdo in vitro & uma técnica totalmente exequivel, capaz de gerar

gravidez.



SUMMARY

A prospective non randomized, descriptive study was carried out, during the period
of November of 1999 until March of 2001, with 20 cycles of in vitro fertilization
(IVF) of 15 patients with tubal infertility. The aim of this study was to retrieve
immature oocytes for in vitro maturation, in vitro fertilization and embryo transfer in
order to achieve pregnancy. The patients were recruited at the Human reproduction
Center of Hospital das Clinicas and at out patients department of infertility from
Posto de Atendimento Médico (PAM) Sagrada Familia. All of them have signed the
written consent before the study’s beginning. The protocol was approved by board of
Gynecology and Obstetrics. The selected patients were at least 18 and at most 32
years of age not completed and received 300Ul of follicle stimulating hormone
(FSH) recombinant by intramuscular injection at second day of the cycle and
additional doses of 150Ul at fourth and sixth day of cycle. The oocyte retrieval was
performed always at seventh day of the cycle. Those oocytes classified as immatures
were cultured in TCM-199 medium with antibiotics, pyruvate, FSH, human corionic
gonadotropin (hCG) and serum (serum substitute supplement — Irvine Scientific®).
After 48 hours of culture oocytes that achieved metaphase Il (MIl) stage were
inseminated, and the fertilized ones transfered. 144 follicles were aspirated, 67
immature oocytes were recovered, 43 achieved the MII stage and were inseminated.
30 fertilized and 25 embryos were transfered to 10 patients. There was one
pregnancy with a baby born. We conclude that to mature in vitro human oocytes

before in vitro fertilization is a procedure able to achieve pregnancy.
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1 INTRODUCAO

1.1 Infertilidade e técnicas de reproducao assistida

A Associagdo Americana de Medicina Reprodutiva define como infertilidade a falta
de gestacdo detectada clinica ou hormonalmente apds 12 meses de rela¢des sexuais
normais sem anticoncepcdo (SPEROFF, 1995). De acordo com essa definicdo, a
infertilidade acomete 10 a 15% dos casais (FORTI & KRAUZ, 1998). Ja para a
Sociedade Européia de Reproducdo Humana e Embriologia, infertilidade é a auséncia
de gravidez apds dois anos de coitos regulares desprotegidos, e a prevaléncia de
casais inférteis na Europa e Ameérica do Norte € de 5 a 11% (CROSIGNANI &

RUBIN, 1996).

Segundo FORTI & KRAUZ, 1998 as causas de infertilidade podem ser divididas em
quatro categorias maiores: 1) fator feminino; 2) fator masculino; 3) combinado; 4)
esterilidade sem causa aparente (ESCA). Reporta-se geralmente como: 35% de causa
feminina, 30% causa masculina, 20% associa¢do de causa masculina e feminina e,
em 15%, o diagnostico ndo pode ser feito, apesar de completa investigacdo (FORTI

& KRAUZ, 1998).

O horizonte da infertilidade tem-se ampliado e diversificado nos ultimos anos. A
introducao de opg¢des tecnoldgicas tem “medicalizado” o problema, que antes era de
ordem quase exclusivamente psicossocial (TUBERT, 1991 apud BADALOTTI et al.,
1997). O diagndstico para os casais inférteis adquiriu alta preciséo e a possibilidade
de conceber por meio da tecnologia reprodutiva tem aumentado cada vez mais
(ACOG, 1989). O homem passou a se intrometer na natureza para obter “pré-

embrides” juntando 6vulos e espermatozoides (STEPTOE&EDWARDS, 1978).

13



1 INTRODUCAO

A primeira experiéncia de fertilizacdo in vitro em humanos data de 1944 (ROCK &
MENKIN, 1944). Em 1955, CHANG teve sucesso na fertilizacdo in vitro,
denominada também inseminacdo in vitro, juntando gametas de coelhos. A primeira
gestacdo de sucesso de um ciclo de fertilizacéo in vitro (FIVV) em humanos deu-se de
um ciclo natural, ovulatério (STEPTOE & EDWARDS, 1978). E a primeira série de
pacientes que conceberam apds ciclos de FIV também foi com ciclos naturais

(EDWARDS et al., 1980).

Os ciclos naturais foram abandonados e o uso da estimulacdo ovariana tornou-se
pratica padrdo num esforco de se captar mais 00citos e aumentar as taxas de
gravidez. Outras inovagdes também ocorreram, como: melhorias nas técnicas de
cultivo oocitario, preparo de sémen e coleta ovular, que hoje predominantemente é
realizada por via endovaginal guiada por ultra-som (DAYA et al., 1995). O regime
de hiperestimulo ovariano também foi aprimorado com o uso dos analogos do
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH), que resultou em melhores taxas de

gravidez (HUGHES et al., 1992).

Apesar de todas as vantagens dos novos protocolos estabelecidos, a estimulacao
ovariana padrdo ndo € isenta de riscos. A sindrome de hiperestimulo ovariano (SHO)
é uma complicacdo ja bem conhecida (RIZK & SMITH, 1992). Além disso, 0s
trabalhos de WHITTEMORE et al.,1992 e ROSSING et al., 1994, reportaram uma
possivel associacdo entre tumores ovarianos e 0 uso de indutores da ovulacéo
(embora sem condigOes de inferir certezas devido as metodologias empregadas).
Finalmente, os altos custos associados a estimula¢do ovariana para ciclos de FIV

tornam a terapia inacessivel a varios casais inférteis (DAYA et al., 1995).

14



1 INTRODUCAO

A maturacdo in vitro (MIV) de odcitos surgiu como uma alternativa interessante e
trouxe varias vantagens sobre a superovulacdo convencional. A maioria dos
protocolos de MIV é relativamente simples para ambos, médico e paciente, com
menor ndmero de avaliacOes, reduzido periodo de tratamento e uma significativa
reducdo nos custos com medicamentos. Concomitantemente qualquer seqiela da
superovulacdo ovariana a curto ou longo prazo € completamente abolida, vantagens
significativas que fazem com que mais pacientes possam se tornar doadoras

(RUTHERFORD, 1998).

1.2 Embriologia

A maturacdo oocitaria € um processo que se inicia cedo, ainda na vida fetal, mas que
ndo é concluida até que a fertilizacdo aconteca; freqlientemente, cerca de uma e meia

a duas décadas depois de iniciado o evento (SEIBEL, 1990).

Trés semanas ap0s a concepcao, as células germinativas primordiais ja podem ser
identificadas no epitélio da vesicula vitelina proximo ao alantdide em
desenvolvimento. Essas células, através de movimentos amebdides, progridem até a
regido dos rins em desenvolvimento (mesonefros) e, finalmente, até a crista gonadal
que se encontra adjacente e posteriormente se transformar-se-o na génada (EDDY et

al., 1981).

Em torno da quinta semana, as células germinativas comegam a se replicar por
divisbes mitoticas e sdo chamadas oogonias. Em torno de 16 a 20 semanas de
gestacdo este processo resultara cerca de seis a sete milhdes de oogobnias. A partir de

entdo, a quantidade de células germinativas diminuira até que, por ocasido do

15



1 INTRODUCAO

nascimento, estejam presentes apenas cerca de um a dois milhGes de oogonias, que
continuardo a diminuir em numero através de crescimento e atresia. Nenhuma

oogonia é formada apds o nascimento (BAKER., 1963 apud SPEROFF et al.,1995).

Todas as oogdnias remanescentes entrardo em intérfase, periodo em que o &cido
desoxirribonucléico (DNA) sera replicado em preparacdo para a meiose. Com isso,
elas terdo seu tamanho aumentado e se transformar-se-d0 em o0citos (primarios),
dando entrada na primeira divisdo da meiose. Os 00citos primarios circundados por
uma camada de células planas constituem os foliculos primordiais (KARP &

BERRILL, 1981).

A gametogénese feminina (que tem origem a partir da meiose) inicia-se com 11 a 12
semanas de gestacdo, talvez em resposta a um fator ou fatores produzidos pelo
parénquima ovariano (GONDOS et al., 1986). Ocorre que, logo apds iniciada a
meiose, ela é suspensa no diploteno da profase da primeira divisdo meidtica (profase
). E o chamado dictioteno. Admite-se que o dicti6teno seja provocado pela producéo
de uma substéncia, fator inibidor da maturacdo, ou outras substdncias ainda nédo
elucidadas (MOOR et al., 1998) que impecam a continuacdo da meiose (SPEROFF

etal., 1995).

A saida do dictidteno e a retomada da meiose sé ocorrerdo no o06cito primario horas
antes da ruptura folicular, por acdo do pico de hormonio luteinizante (LH). Com a
puberdade, inicia-se a seguinte sequéncia de eventos: aumento do citoplasma do
odcito, migracdo excéntrica do nucleo e proliferacdo de varias camadas de células da

granulosa através de mitoses. Comeca a se formar a zona pellcida e o odcito

16



1 INTRODUCAO

apresenta agora um nucleo bastante proeminente: a vesicula germinal (MOORE,

1990).

p = espaco peri-vitelino
0 = ooplasma
g = vesicula germinal

Figural - Odcito em profase |
Fonte: VEECK,L.L. Na Atlas of human gametes and conceptuses, Parthenon
Publishing,1999

Com a multiplicacéo das células da granulosa, o foliculo primordial transforma-se
em foliculo primario. Esse inicio do crescimento folicular independe do estimulo
pelas gonadotrofinas. Quando ocorre uma elevacdo nos niveis de horménio foliculo
estimulante (FSH), as células foliculares sofrem mdltiplas mitoses, formando
camadas gradativamente mais espessas de células. As células circunjacentes
diferenciam-se em camadas concéntricas designadas como teca interna (mais
préxima do odcito) e teca externa (a parte mais exterior). Esta formado o foliculo

pré-antral.

As células da granulosa tém a capacidade de sintetizar esterdides levando a um
aumento na producdo de liquido folicular, que se acumula em espacos intercelulares

da granulosa chamados corpusculos de Call-Exner. Estes acabam coalescendo e

17



1 INTRODUCAO

formando uma cavidade, o antro (descrito por Emma Call e Siegmund Exner apud
SPEROFFet al., 1995). Microscopicamente as células da granulosa estdo maiores e
adquiriram inclusdes lipidicas enquanto a teca se tornou vacuolada e com rica

vascularizacdo (ZELEZNIK et al.,1981).

zona
pelucida

teca cumulus
interna oophorus

Figura2 - Foliculo Antral
Fonte: LESSON,C.R. et al; Text/ Atlas of histology
Philadelphia,W.B.Sauders C0,1988

Com a esteroidogénese, ocorre um pico na producgdo de estrogénios que desencadeia

a liberacdo de horménio luteinizante (LH). O pico de LH inicia a retomada da meiose

18



1 INTRODUCAO

no odcito e, com isso, completa-se a primeira divisdo meidtica. Porém, a divisao do
citoplasma é desigual. O od6cito, agora secundario, recebe quase todo o citoplasma,
enquanto o primeiro corpusculo polar recebe muito pouco. O primeiro corpusculo

polar € uma célula pequena, nao funcional, que logo se degenera (MOORE, 1990).

p = espaco peri-vitelino

0 = ooplasma

z = zona pellcida

f =primeiro corpusculo polar

Figura 3 - Oocito em metafase 1l
Fonte: VEECK,L.L. Na Atlas of human gametes and conceptuses,
Parthenon Publishing,1999

Na ovulacdo, o nucleo do o6cito secundario comeca a segunda divisdo meidtica, mas

avanca apenas até a metéafase, quando a divisao € interrompida.

Uma analise sobre os eventos da maturagdo, realizada por MOOR et al., em1998,
relata que: a inducdo da maturagdo oocitaria depende da integracdo de alguns

processos essenciais preliminares:

1) O odcito deve ter completado seu ciclo de crescimento (ja descrito) e armazenado
toda a quantidade de acido ribonucléico (RNA) necesséria antes da inducdo da

maturacgdo, porque a transcricdo ficard suprimida até o inicio das clivagens.

19



1 INTRODUCAO

2) Estimulos enddcrinos e paracrinos devem ter ocorrido em tempo e concentragdes
apropriados para que todas as mudancas intracelulares necessarias associadas com 0s

componentes nucleares e citoplasmaticos da maturagdo possam ser induzidas.

3) A presenca de mecanismos apropriados como 0 surgimento de receptores e

transmisséao intercelular.

4) Essa reprogramacdo molecular interna oocitaria deve ser capaz de suportar ambos

0s componentes do processo de maturagdo (nuclear e citoplasmatico).

A maturacdo nuclear orquestra a meiose do estagio de G2 (segundo intervalo da
intérfase do ciclo celular = G1, S, G2) até a metafase Il (MII). A finalizacdo da
maturacdo nuclear (extrusdo do corpusculo polar, alinhamento de cromossomos e
estruturacdo dos fusos meidticos) ou conclusdao da meiose &, por si, sé insuficiente
para permitir ao odcito suportar a fertilizacdo e o subsequente desenvolvimento até o
termo. A conquista da completa capacidade de desenvolvimento requer, além do
término da meiose, a maturacdo citoplasmatica. Esta inclui a sintese de proteinas
especificas, a relocacdo de organelas citoplasmaticas e alteracdes no transporte de
membrana. Esse programa citoplasmatico progride até sua finalizacdo, mesmo se o
nucleo for removido, refletindo uma independéncia do processo mei6tico. E, embora
0s processos de maturacdo nuclear e citoplasmatica possam prosseguir como eventos
independentes, a maturacdo citoplasmatica so é realmente concluida quando os dois

processos estdo firmemente interligados.

A maturacdo teve inicio com a quebra ou dissolucdo (breakdown) da vesicula

germinal, um evento que resulta na mistura de materiais previamente restritos aos
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compartimentos do nucleo e do citoplasma. O breakdown da vesicula germinal é
seguido pela condensacdo de cromatina em compactos cromossomos, formacao dos

fusos meidticos e a continuacdo da meiose (KARP & BERRILL, 1981).

p = espaco peri-vitelino
0 = ooplasma
z = zona pellcida

Figura4 - Odcito em metéfase |
Fonte: VEECK,L.L. Na Atlas of human gametes and conceptuses,
Parthenon Publishing,1999

Se um espermatozéide penetra 0 o6cito secundario, a segunda divisdo meiética se
completa. Mais uma vez a divisdo é desigual. Surge o segundo corpusculo polar que,
assim como o primeiro, também degenera. Assim que o segundo corpusculo polar é

expulso, a maturacdo do odcito se completa (MOORE, 1990).
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Figura5 - Odcito fertilizado ( Presenca de dois pré-nucleos e dois corpisculos
polares)
Fonte: VEECK,L.L. Na Atlas of human gametes and conceptuses,

Parthenon Publishing,1999

A viabilidade da MIV de odcitos humanos depende de uma gama de eventos que
devem estar presentes ndo apenas no momento exato, mas também em niveis e forma

exatos (MOOR et al., 1998).

1.3 A maturagéo oocitaria e fertilizagao in vitro

1.3.1 Aspectos historicos

Em 1935, PINCUS & ENZMANN fizeram uma observacgédo fundamental em coelhos.
Eles notaram que os odcitos resultantes da liberacdo folicular entravam no processo

de maturagéo nuclear espontaneamente quando cultivados in vitro.

Em 1939, PINCUS & SAUNDERS repetiram esse experimento com @ocitos
humanos obtidos por aspiracdo folicular de foliculos excisados. Os odcitos foram
cultivados em soro humano a 37°C por trés a 48 horas. A iniciagdo do processo de
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maturacdo foi documentada em 40% dos odcitos cultivados. Nenhum dos odcitos,
examinados imediatamente apos a remocao do foliculo, exibiu cromossomos, fusos
ou corpusculos polares. Essas observacdes abriram o caminho para a recuperacao e
cultivo dos odcitos para estudos de maturacdo e fertilizacdo in vitro em humanos
(MASTROIANI & NORIEGA, 1970). Nesse estudo também se observou a clivagem
de um od0cito sem a colaboracéo do espermatozdide (partenogénese). Esse fendmeno
foi novamente confirmado em coelhos por CHANG, em 1955, e, posteriormente, por
EDWARDS, em 1962 e 1965a. No estudo de EDWARDS em 1965a, a maioria dos
odcitos humanos examinados apos 43h de cultivo estava em metéfase I, havendo a

extrusao do primeiro corpusculo polar.

Segundo JAGIELLO et al., em 1968, o processo de maturacdo in vitro poderia ser

acelerado se a paciente fosse previamente tratada com gonadotrofinas.

Em 1969, KENNEDY & DONAHUE publicaram sua extensa experiéncia com o
cultivo oocitario e informaram sucesso na cultura de od6citos em meio de cultivo sem
a adicdo de soro. Essas observacdes sugeriram similaridade em termos de
necessidades entre 0s 00citos de humanos e ratos, sendo a base energética do meio o

piruvato.

A primeira experiéncia de fertilizacdo in vitro em humanos foi atribuida a ROCK &
MENKIN em 1944 (apud MASTROIANI & NORIEGA, 1970 e na introdugéo deste
trabalho). Detalhes da experiéncia com 138 odcitos expostos a espermatozoides in
vitro, foram publicados quatro anos mais tarde (MENKIN & ROCK, 1948), onde os

odcitos humanos foram pré-cultivados em soro por 22:30 a 27 horas, expostos aos
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espermatozoéides lavados e centrifugados e cultivados posteriormente em soro. A
clivagem foi observada em quatro especimes. A possibilidade de clivagem
partenogenética nao poOde ser completamente descartada visto que houve
contaminacdo bacteriana do meio e exposicao ao ar ambiente da sala (MASTROIANI

& NORIEGA, 1970).

Em 1953 e 1955, SHETTLES relatou sua primeira experiéncia com o cultivo in vitro
e inseminacdo de odcitos foliculares ou obtidos nas tubas uterinas. Nesse
experimento ele chamou a atencdo para as relagdes o0cito-zona pellcida e corona

radiata.

Em 1965b, EDWARDS relatou a maturacdo in vitro de odcitos humanos e em 1966,
com outros colaboradores, tornou pablica sua extensa experiéncia com as técnicas de
cultivo in vitro para odcitos humanos. Entre 56 odcitos foliculares que foram
maturados e expostos a espermatozéides lavados, quatro foram julgados como
provavelmente fertilizados. Um de 14 foi julgado como fertilizado ap0s a exposicao
a espermatozoides previamente incubados em Utero de coelhas numa tentativa de
promover a capacitacdo dos espermatozoides. Contudo, as evidéncias de fertilizacédo
ndo foram suficientemente documentadas, visto que nenhum dos autores evidenciou
a presenca de cauda de espermatozéide no citoplasma oocitario nem a formacéo do

segundo corpusculo polar nos o6citos estudados.

Em 1969, EDWARDS et al., publicaram os primeiros estagios da fertilizac&o in vitro
de od6citos humanos maturados in vitro. Nos experimentos realizados, o0s

espermatozéides foram previamente tratados com fluido folicular em uma tentativa
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de éxito para a capacitacdo dos mesmos. Essa técnica havia sido realizada com
sucesso por BAVISTER em hamsters no mesmo ano de 1969 (apud MASTROIANI
& NORIEGA, 1970). No estudo de EDWARDS et al., em 1969, 34 odcitos
foliculares foram maturados in vitro e inseminados. Dois continham dois pro-
nucleos e dois corpusculos polares e foram considerados fertilizados. Cinco tinham
trés ou mais pré-nicleos e outros cinco tinham dois pro-nudcleos, mas apenas um
corpusculo polar. Até esse momento a fertilizacdo completa, incluindo singamia e a
clivagem subsequente, ainda ndo havia sido convincentemente descrita em humanos

(MASTROIANI & NORIEGA, 1970).

Em 1983, VEECK et al. publicaram a primeira gravidez e nascimento de bebé gerado
através da maturacdo in vitro de odcitos humanos. Contudo, seu trabalho constituiu-
se de pacientes estimuladas normalmente para um ciclo de FIV convencional em que
casualmente estavam presentes odcitos imaturos que foram, entdo, postos em meio

para a maturacao.

CHA et al., em 1991, realizaram um estudo que se tornou um marco na histéria da
MIV. Através da coleta de 270 odcitos de bidpsias ovarianas de 23 pacientes em
ciclos ndo estimulados, foi realizada a maturacdo in vitro e posterior transferéncia de
cinco embrides para uma receptora com endométrio previamente preparado. Houve o

nascimento de trigémeas saudaveis.

O cultivo de odcitos humanos imaturos s6 se dava em foliculos intactos
freqlientemente obtidos de tecidos ovarianos removidos em cirurgia (KERIN et al.,

1981 e CHA et al., 1991) ou ap06s hiperestimulo ovariano em ciclo de fertilizagdo in
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vitro convencional como no trabalho de VEECK et al., 1983. Foi s6 em 1994 que
TROUNSON et al. mostraram como seria possivel coletar odcitos imaturos in vivo
de maneira guiada por ultra-som ou por via laparoscépica. Eles desenharam uma
agulha que foi especialmente desenvolvida pela Cook Australia Ltd para coleta de
odcitos imaturos, com comprimento e bisel mais curtos, sendo também mais rigida,
evitando movimentos e dobras ao longo da coleta ovular. Os autores relataram que o
entupimento da agulha dava-se de forma fregliente devido a tecido e sangue
transfixados mais comumente do que em ovarios contendo foliculos maduros. Com

isso, 0 lumen da agulha necessitava de multiplas lavagens com meio de cultivo.

Refinamentos para a tecnologia desenvolvida por TROUNSON et al., 1994 foram
realizados por RUSSEL et al., 1997, também de maneira pioneira. Os autores
realizaram a coleta em pacientes ndo estimuladas conseguindo um substancial

ndmero de oécitos imaturos.

Apds o nascimento das trigémeas de CHA et al., 1991, varios autores publicaram
relatos de gravidezes e nascimentos esporadicos transcorridos ap6s MIV: o proprio
TROUNSON et al., 1994; BARNES et al., 1995 (maturacdo in vitro seguida de
injecdo intracitoplasmatica de espermatozdides - ICSI, desenvolvimento até o estagio
de blastocisto e assisted hatching); NAGY et al., 1996 (MIV em co-cultura com
células do cumulus seguida de ICSI); RUSSEL et al., 1997; LIU et al., 1997,
EDIRISINGHE et al., 1997; JAROUDI et al., 1997 (alternativa para paciente que
tinha risco elevado de desenvolver sindrome de hiperestimulo ovariano - SHO, e ter

seu ciclo cancelado); CHIAN et al., 1999.
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Apbs o surgimento (1992) e rapido aprimoramento da injecdo intracitoplasmatica de
espermatozéides (ICSI), a grande maioria dos trabalhos com MIV passou a ser com a
utilizacdo de ICSI. Segundo BARNES et al., 1995 o motivo seria eliminar o zona
hardening (conjunto de alteracdes que ocorrem na zona pellcida durante a maturagéo
in vitro, que reduzem as taxas de fertilizacdo - descritos por CHOI et al.,1987, apud
BARNES et al.,1995 - e que seriam impossiveis de identificar no odcito em metafase
Il - MII - maturado in vitro, segundo o proprio BARNES et al., 1995). Segundo
NAGY et al., 1996, as taxas com a utilizacdo de FIV ficavam bem aquém das de
ICSI e j& para RUSSEL et al., 1997, a questdo seria a eliminacdo de um possivel bias

na presenca de um fator masculino.

Até 1998, pouco mais de 10 bebés haviam nascido no mundo, frutos de odcitos
maturados in vitro e posteriormente fertilizados, revelando as baixissimas taxas de

sucesso (MOOR et al., 1998).

Dai em diante, surgiram trabalhos que objetivaram melhorar os resultados da MIV,

tendo sido analisados todos os fatores capazes de interferir no processo.

1.3.2 Fatores que afetam a maturacao oocitaria in vitro

1.3.2.1 Idade

JACOBSON et al., 1970, apud CHA, 1995, reportaram um maior nimero de o6citos
recuperados de doadoras de 24 anos de idade ou menos, quando comparadas a
doadoras de 40 anos. SHEA et al., em 1975, confirmaram que o nimero de odcitos

recuperados de 145 pacientes ooforectomizadas diminuiu, a medida que a idade das
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pacientes se elevava. Entretanto, a taxa de maturacdo dos o6citos ndo diminuiu com o

aumento na idade das pacientes.

CHA et al., em 1991, revelaram que no estudo realizado, o numero de o0citos
coletados diminuiu com o avancar da idade, contudo, eles ndo encontraram maior
proporcéo de odcitos degenerados no grupo de pacientes mais velhas e nem mesmo
observaram qualquer defeito morfologico nos odcitos, chamando a atencdo para o
limitado valor da classificacdo morfoldgica oocitaria na determinacdo da qualidade
absoluta do odcito, posto que a incidéncia de defeitos cromossémicos aumenta com

a idade materna.

WHITACRE et al., 1998, ndo encontraram diferenca estatisticamente significativa
guando observaram a porcentagem de odcitos imaturos que evoluiram até metafase |
(MI) e metéafase Il (MIl) baseado na idade das pacientes. J& VOLARCIK et al., 1998,
deduziram que a competéncia meidtica de ovarios ndo estimulados diminuiu com o
avancar da idade em uma analise de 403 odcitos retirados de 291 pacientes com

idade que variou de 18 a 55 anos.

Em 2000, WU et al. reportaram os dados de seu trabalho de MIV com 216 odcitos
extraidos de pacientes submetidas a cirurgia ovariana divididas em trés grupos: 21 a
30anos, 31 a 40 e 41 a 50 anos. Foi observado que as taxas de maturagdo foram
maiores no grupo de pacientes de 21 a 30 anos e a taxa de apoptose foi
significativamente superior no grupo de 41 a 50 anos de idade quando comparado aos

outros dois grupos.
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1.3.2.2 Patologias

Odcitos imaturos recuperados de ovarios policisticos mostraram um decréscimo nas
taxas de maturacdo quando comparados a oocitos de ovarios normais, devido a

degeneracdo e agregacao da cromatina (SANYAL et al., 1976).

Vérios autores concordaram que muitos dos o00citos recuperados de pacientes com
sindrome dos ovarios policisticos (SOP) seriam inabeis para o desenvolvimento e
maturagdo (STANGER & YOVICH, 1985; HOWLES et al., 1986; DOR et al., 1990;

MAC DOUGALL et al., 1993 e KODAMA et al., 1995).

TROUNSON et al. em 1994, realizaram um trabalho com dois experimentos para
avaliar a taxa de recuperacdo, normalidade e o potencial de maturacdo in vitro dos
odcitos recuperados de pacientes com sindrome dos ovarios policisticos (SOP). No
primeiro  experimento compararam 0s 00citos imaturos recuperados de nove
pacientes anovulatorias portadoras de SOP com od6citos de 10 pacientes ovulatérias
ndo portadoras de SOP. Encontraram um maior nimero de odcitos imaturos
recuperados de pacientes anovulatérias (média de 15,3 por paciente) comparado as
pacientes ovulatorias (média de 2,8 por paciente). Ja no segundo experimento,
compararam dois grupos de portadoras de SOP: 13 pacientes anovulatorias e 10 ndo
ovulatorias, ndo encontrando diferencas estaticamente significativas entre os dois
grupos quanto a recuperacdo oocitaria, taxa de maturacdo, fertilizagdo e
desenvolvimento . Uma gestacdo e nascimento de bebé de uma paciente anovulatéria
foi reportado no segundo experimento. Com isso concluiram que a técnica de MIV

deveria constituir um bom tratamento para pacientes portadoras de ovarios
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policisticos e normais, ja que os odcitos dessas pacientes mantém o potencial de
maturacdo e desenvolvimento, além dessas pacientes serem de risco elevado para a

sindrome de hiperestimulo ovariano (SHO).

Preocupados com o microambiente androgénico proporcionado pelos ovarios
policisticos, ANDERIESZ & TROUNSON, 1995, avaliaram o efeito da testosterona
na maturacao in vitro de oocitos de roedores e concluiram que esse horménio reduziu
significativamente a capacidade natural de maturacdo e desenvolvimento
embrionario. Nesse mesmo estudo os autores relataram que a presenca de células do
cumulus durante a maturacdo apresentava efeito significativamente positivo na

maturacao oocitaria (P<0, 001).

Segundo MOOR et al., 1998, a porcentagem de odcitos degenerados em pacientes
com sindrome dos ovarios policisticos (SOP) é consideravelmente alta (35%),

superior as das mulheres normais (20 a 25%, segundo CHA et al.,1991).

CHIAN et al. em 1999, relataram duas gravidezes em pacientes com SOP e falha em
ciclos de FIV ou inseminacdo intra-uterina (1IU) prévios submetidas a MIV. Em
2000, o proprio CHIAN mostrou seus resultados de MIV em pacientes portadoras e
ndo portadoras de ovarios policisticos: maior nimero de odcitos coletados em
portadoras de ovarios policisticos comparado as ndo portadoras: 12 + 7, 8 (média +
desvio padrdo) e 4 + 3,5 (P<0,01), taxas de maturacdo e fertilizacdo semelhantes
(81,8 e 78, 4%; e, 85,6 e 81,3%). O autor reportou uma taxa de gravidez de 32% no

grupo de portadoras da enfermidade comparado a 17% em néo portadoras.
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Mulheres com sindrome dos ovarios policisticos (SOP) tém uma menor
fecundabilidade por ciclo e maior taxa de abortos, bem como uma resposta
imprevisivel as gonadotrofinas exodgenas usadas em ciclos convencionais de FIV,
com um maior risco de sindrome de hiperestimulo ovariano e cancelamento de ciclos

(CHA et al., 2000).

BARNES et al., 1996, demonstraram que odcitos imaturos recuperados de mulheres
com ciclos regulares apresentaram maior capacidade de desenvolvimento, taxas
significativamente maiores de maturacdo e fertilizacdo e, ainda, clivagem,

comparadas a mulheres anovulatdrias ou com ciclos irregulares.

Em 2000, SUIKKARI et al. realizaram um estudo prospectivo para avaliar o estimulo
gonadotréfico com inicio na fase lutea tardia do ciclo anterior, para coleta de odcitos
imaturos e posterior maturacdo in vitro em pacientes ovulatorias e portadoras de
SOP, nédo encontrando diferencas no numero de odcitos coletados, taxas de

maturacao e fertilizacdo entre os dois grupos.

CHA et al., 2000, publicaram os resultados do maior estudo em pacientes com SOP
submetidas a maturacdo in vitro e posterior fertilizacdo in vitro em ciclos nédo
estimulados, mostrando as melhores taxas de sucesso até o momento (27,1% de
gravidez por transferéncia). Contudo, os proprios autores informaram serem essas

taxas inferiores as de outras causas de infertilidade.
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1.3.2.3 Ciclo menstrual

Segundo SHEA et al., 1975, o numero de odcitos obtidos por ovéario foi maior
qguando os mesmos foram retirados em fase proliferativa, embora tenham observado
que os odcitos recuperados em fase secretora mantinham a mesma capacidade de

maturagdo in vitro.

KERIN et al., em 1981 mostraram que um aumento no tamanho dos foliculos com o
avanco da fase folicular tornava as punc¢des mais faceis. Contudo, CHA et al., 1991,
ndo encontraram diferenca no nimero de odcitos coletados de acordo com a fase do

ciclo.

WHITACRE et al., 1998, encontraram diferenga estatisticamente significativa na
porcentagem de odcitos que evoluiram para MI entre as duas fase do ciclo. Odcitos
coletados durante a fase folicular atingiram o estagio de MI em porcentagem
significativamente maior do que os odcitos coletados durante a fase lUtea. Entretanto,
ndo foi observado diferenca nas porcentagens de odcitos que atingiram o estagio de

MII entre os dois grupos.

1.3.2.4 Ciclos naturais

RUSSEL et al. em 1997 publicaram o nascimento de um bebé, de uma casuistica de
14 ciclos ndo estimulados submetidos a coleta ovular precoce e maturagdo oocitaria
in vitro. Em 1998, THORNTON et al. realizaram uma analise retrospectiva de 123
ciclos naturais em mulheres abaixo de 40 anos, sem fator masculino. Essas pacientes

fizeram uso prévio de 10000UI de hCG 34 a 36 horas antes da coleta, sem utilizagdo
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prévia de gonadotrofina. Foram analisados 101 odcitos coletados imaturos (média de
0,7 por paciente) que foram maturados in vitro e fertilizados. Um embrido foi
transferido, levando a nascimento. Nove embrides foram criopreservados, seis

transferidos apds descongelamento, levando a nascimento.

Em 1999, CHIAN et al. publicaram o acontecimento de duas gravidezes em
portadoras de sindrome dos ovarios policisticos, geradas através de maturacao in
vitro de odcitos em que foi utilizada uma dose de 10000Ul de hCG 36 horas antes da
coleta ovular. Segundo eles, 0 uso do hCG prévio encurtaria o tempo de maturacgéo in

vitro e melhoraria a competéncia de desenvolvimento e as taxas de gravidez.

Também em 1999, COBO et al. realizaram um estudo apenas com ciclos nédo
estimulados para avaliar o melhor dia para a coleta ovular de odcitos imaturos.
Dezenove ciclos de 16 pacientes ovodoadoras com idade entre 23 a 32 anos foram
realizados. Os ciclos foram randomizados em dois grupos: 1) coleta antes do foliculo
dominante atingir 10mm; e 2) coleta quando o foliculo dominante ja estivesse
selecionado, medindo 10mm. Foi encontrado um numero significativamente maior
(P<0,05) de odcitos aspirados no grupo 1 (70,8%) comparado ao grupo 2 (50,5%),
além de uma maior tendéncia dos odcitos fertilizados evoluirem até blastocistos no
grupo 1; sugerindo que a coleta de o0citos imaturos deva ser realizada antes da

selecdo folicular.

Em 2000 CHILD et al. apresentaram uma avalia¢do da técnica de maturacao in vitro
de odcitos humanos, em ciclos naturais, em pacientes que se apresentaram como

poor responders em ciclo de FIV prévio, e deduziram que a técnica seria uma boa
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alternativa para essas pacientes na medida em que trazia resultados similares aos da

FIV sem suas consequéncias.

Em 2000b, MIKKELSEN et al. revelaram os resultados de dois experimentos de
MIV em pacientes ndo estimuladas: taxas de 14 e 17,4% de gravidez por

transferéncia.

1.3.2.5 Ciclos estimulados

VEECK et al. em 1983, registraram o primeiro nascimento de um bebé saudavel
(1982), fruto de maturacdo in vitro de odcitos capturados por via laparoscdpica em
44 ciclos de FIV estimulados (sem mencionar as doses) com gonadotrofinas da
mulher menopausada (HMG), acrescidos ou ndo de horménio foliculo estimulante
purificado (FSH purificado), e uso rotineiro de gonadotrofina coridnica (hCG) na
dose de 10000Ul. Até hoje é realizado esse tipo de trabalho no qual se tém odcitos
imaturos em coletas de ciclos convencionais de FIV colocados em meio para
maturacdo. Em 2000, KIM et al. publicaram um estudo com metodologia idéntica a

de VEECK et al., 1983, confirmando a aplicabilidade da técnica.

Em humanos e primatas observou-se que as taxas de maturacdo nuclear espontanea
aumentaram dramaticamente quando 0s o00citos eram extraidos de ovarios
estimulados (GOMEZ et al., 1993, e SCHRAMM & BAVISTER, 1995), o que
poderia indicar que 0s o00citos adquirem a competéncia de desenvolvimento

relativamente tarde no processo de crescimento.
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Em 1995, SCHRAMM & BAVISTER, através de um estudo randomizado,
compararam as taxas de maturacdo in vitro de oocitos cultivados em co-cultura com
células da granulosa de macacas rhesus previamente estimuladas com FSH e células
de macacas nao estimuladas e verificaram que o estimulo hormonal aumentou a
porcentagem de odcitos que se desenvolveram até o estdgio de moérula, 23%

comparado a 11% dos controles (P<0,01).

MOOR et al.,, 1998, em uma andlise descritiva sobre a maturacdo oocitéria,
informaram que a administracdo inapropriada de gonadotrofinas exdgenas pode

afetar a sequéncia normal de eventos durante a maturacao.

TROUNSON et al. também em uma anélise descritiva de 1998, informaram ndo ter

observado diferenca de resultados com o uso de FSH prévio.

WYNN et al. em 1998, investigaram de forma randomizada e controlada o efeito do
FSH prévio (600Ul ao longo de cinco dias com inicio de 300Ul no segundo dia do
ciclo) na MIV de o6citos humanos em 17 pacientes saudaveis que doaram odcitos
para pesquisa. E concluiram que o grupo que recebeu tratamento desenvolveu um
namero significativamente maior de foliculos, teve mais odcitos coletados, menos
odcitos degenerados e, ainda, maior nimero de o6citos que completaram a maturagao
até metafase Il (MIl). Segundo os autores, 0 estudo promoveu a primeira evidéncia de
que uma leve estimulacdo com FSH prévio seria desejavel para otimizar os esquemas

de MIV.

Em 1999, MIKKELSEN et al. realizaram um estudo prospectivo e randomizado

avaliando se o potencial de desenvolvimento dos o6citos maturados in vitro seria
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melhorado pelo uso prévio de FSH, concluindo que o uso de gonadotrofina prévia
ndo aumentou o0 numero de odcitos coletados e também ndo contribuiu para melhorar
as taxas de maturacdo, clivagem ou desenvolvimento embrionario. Esse foi o
trabalho com melhores taxas de gravidez com MIV até o momento (25% gravidez

por transferéncia - e 15% de implantacéo).

1.3.2.6 Meios de cultivo - Substancias adicionadas

Em um grande nimero de espécies, a maturacdo in vitro de odcitos é profundamente
afetada pelas condigdes de cultivo (WIEMER et al., 1991). E dito que um sistema de
cultivo ideal para a MIV deveria prover os substratos necessarios para a maturacao
oocitaria nos momentos exatos, como ocorre no foliculo pré-ovulatério in vivo

(MOOR, et al., 1998).

Diferencas nos meios de cultivo e suplementos, como componentes protéicos,
substratos energéticos e nutrientes podem influenciar a meiose oocitaria e a

competéncia citoplasmatica (ZHENG et al., 2001).

TROUNSON et a.l. em 1998, através de uma anélise descritiva, mostraram bons
resultados de maturacdo com o uso de TCM 199 (Sigma) + soro bovino,
gonadotrofinas e piruvato, comparados aos resultados de EMEM (BARNES et al.,
1996) e meio de CHANG (Irvine Scietific®). Este ultimo comercialmente usado para
0 cultivo de aminoacidos humanos ndo apresenta em sua composicdo a adicdo de
gonadotrofinas. Ainda nessa analise descritiva, 0s autores citaram um outro meio de

maturacao oocitaria, (HOM), que, apds a adicao de cisteina, cistamina, aminoacidos e
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vitaminas, além de FSH recombinante, hCG e fator de crescimento epidérmico

(FCE), ndao mostrou beneficios quando comparado ao meio de CHANG.

a) Hormonios

SHEA et al. em 1975, relataram que ap0s estudos com sapos teria sido postulado que
a progesterona transferida pelas células da granulosa estimularia a maturagdo.
Segundo eles, as baixas taxas de maturacdo em o6citos humanos deveria resultar de
producdo insuficiente de progesterona pelas células foliculares. Entretanto, nessa
mesma publicacdo, através de um estudo prospectivo e randomizado, comparando
odcitos maturados com e sem progesterona adicionada ao meio, concluiram que a
adicdo de progesterona ndo trazia efeito significativo & maturacdo, mas contribuia
para maior labilidade da célula. A quebra da membrana com perda de ooplasma
ocorreu mais freqlientemente em odcitos incubados com progesterona. Nenhum dano

histoldgico sobre a membrana foi identificado, apenas alteragdes bioquimicas.

Alguns estudos mostraram que odcitos extraidos de foliculos em estagios ndo muito
precoces de desenvolvimento atingiram a maturacdo nuclear e citoplasmatica com o
uso exclusivo de gonadotrofinas (PRINS et al., 1987; ZHANG et al., 1993; e

TROUNSON et al., 1994).

TROUNSON et al. em 1994, ndo encontraram diferenca nas taxas de maturagdo em
meios de cultivo com e sem a adi¢cdo de hCG. Contudo, 81% dos odcitos maturaram
até MIl com 43 a 54 horas de cultivo em meio com a adicdo de gonadotrofinas,

estrogénio e soro bovino.
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Em uma analise descritiva realizada por TROUNSON et al. em 1998, ha o relato de
uma experiéncia realizada pelo proprio TROUNSON et al. em 1996, que
compararam a MIV em uso de TCM 199 (Sigma) e gonadotrofinas com o uso de
meio de CHANG (Irvine Scientific®) que ndo contém gonadotrofinas em sua
composicdo, encontrando taxas de maturacdo bastante similares (65 e 62%
respectivamente). Segundo o0s autores esses resultados sugeriram que as
gonadotrofinas ndo regem a maturacdo oocitaria como ocorre in vivo. Apenas ha a
ressalva de que a composicdo dos meios difere-se bastante: meio de CHANG contém

soro bovino fetal e glutamina, além de outros componentes inexistentes no TCM199.

Também em 1998, COOPER et al. publicaram que a presenca de FSH / LH no meio
de cultivo parecia promover o gatilho para a expansdo das células do cumulus ao

redor do odcito quando as mesmas estavam presentes.

Em 1998, CORTVRINDT et al. em um estudo prospectivo, randomizado,
controlado, avaliaram os efeitos do FSH e vérias doses de LH na maturacdo nuclear e
capacidade de retomar a meiose em odcitos de foliculos pré-antrais de ratas pré-
puberes e concluiram que o estimulo hormonal foi essencial para a finalizacdo da

meiose.

Em 2000, ANDERIESZ et al. concluiram que a adi¢cdo de FSH recombinante e LH
recombinante em uma propor¢édo de 1:10 (1Ul/ml :10Ul/ml) ao meio de cultivo néo
aumentava significativamente o nimero de o6citos humanos que atingiam o estagio

de MII, mas incrementava significativamente as taxas de maturacéao citoplasmatica.
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b) Extratos protéicos, fatores de crescimento ou substancias afins e

modelos de cultivo

b.1) Extratos protéicos

Estudos com roedores mostraram que a maturacdo de odcitos in vitro em meios sem
a adicdo de componente protéico (serum-free) resultava em endurecimento da zona
pelGcida levando a falhas nas fertilizagbes (DOWNS et al., 1986 e KITO &

BAVISTER, 1996).

Um estudo chave em 1990 fez com que o interesse na maturacédo in vitro de oocitos
humanos tomasse grande impulso. CHA et al., 1991, compararam a adicéo de fluido
folicular (devido a STONE et al. em 1998, terem concluido que o fluido folicular que
sofrera o pico de LH continha niveis adequados de gonadotrofinas e esterdides) ou
soro de corddo as taxas de maturacdo, encontrando resultados muito superiores nos

odcitos maturados com a adicdo de fluido folicular.

SERTA et al. em 1995, compararam o cultivo de odcitos de roedores em Ham’s F-10
(CHA et al., 1991) com e sem a adi¢do de albumina sérica bovina e concluiram que a

suplementacéo protéica ndo melhorou as taxas de maturacéo e fertilizacéo.

Foi avaliado por QUERO et al.,1995, o efeito do fluido amniético bovino na MIV de
o0citos bovinos, tendo sido concluido que essa suplementacdo promovia importantes
niveis de proteinas e fatores de crescimento responsaveis pelo desenvolvimento

nuclear e citoplasmatico.

39



1 INTRODUCAO

DELL AQUILA et al. em 1997, estudaram o efeito da adicdo de fluido folicular ao
meio TCM 199 (Sigma) na maturacdo, fertilizacdo e desenvolvimento de o0citos
equinos, influenciados por CHA et al. em 1991. Contudo, os autores observaram que
o fluido folicular ndo aumentou a porcentagem de o0citos que evoluiram até Mll

comparados aos controles.

Em 1998, RUTHERFORD, em seu comunicado, relatou que quando soros eram
adicionados a meios de cultivo para gque houvesse uma complexa mistura de
horménios, nutrientes, fatores de crescimento e adesdo, todos necessarios para
promover a proliferacdo celular, eles também apresentavam efeitos inibitorios em
algumas funcgdes das células da granulosa. Segundo ele, em presenca de soros, as
células luteinizavam-se espontaneamente, perdendo a capacidade de converter
androgénios e estrogénios. Com isso, 0 autor preconizou 0 uso de sistemas sem a
adicdo de soros (meios serum free). Para aperfeicoar esse sistema, RUTHERFORD
(1998) usou uma combinacdo de insulina e andlogo sintético LongR3 IGF para
humanos em concentracfes baseadas nos niveis de insulina no fluido folicular e fator
de crescimento insulina simile - I (IGF-1) medidos em foliculos antrais humanos,
como reportado por SEIFER et al., 1995, e HOMBERG et al., 1996. GIUDICE et al.,
1996, e LIGHTEN et al., 1998, reforcaram o efeito benéfico do uso rotineiro do IGF-

| para o desenvolvimento embrionario.

Para SMITZ & CORTVRINDT em 1999, a presenca do soro adicionado ao meio de
cultivo levaria a uma diferenciacédo final das células da granulosa fazendo com que as
mesmas perdessem a capacidade de secretar estrogénios, de acordo com as

conclusdes de RUTHERFORD, 1998. ZHENG et al. em 2001, realizaram um estudo
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para maturacdo in vitro de odcitos de primatas comparando quatro meios de
maturacdo, concluindo que odcitos de primatas poderiam ser maturados com sucesso
em meios de cultivo sem a adicdo de componente protéico. Nesse mesmo trabalho, os
autores informaram que, ao contrario dos roedores, em primatas nao ocorreu o zona
hardening (alteracdes estruturais na zona peldcida que levam a baixas taxas de
fertilizacdo) nos meios serum-free, observado pelas taxas de fertilizacdo inalteradas,
respectivamente, 86 e 83%, nos meios sem a adicdo de componente protéico,

comparado a 84 e 90% nos meios com a adi¢do do componente protéico.

b.2) Fatores de crescimento ou substéancias afins

Fatores de crescimento sdo potencialmente importantes na regulacdo da maturagéo

oocitaria (DAS et al., 1991).

Em um estudo com maturacdo oocitaria de odcitos de bovinos em 1995, LIU &
FOOTE observaram que a adicdo de aminoacidos ndo essenciais em concentracéo de
1, OmM + aminoé&cidos ndo essenciais em uma concentracdo de 0, 5mM a um meio
de cultivo sem a adicdo de proteinas promoveram um maior numero de blastocistos

em embrides previamente maturados in vitro.

LEVESQUE & SIRARD, em 1995, avaliando o efeito de varios fatores de
crescimento na MIV de odcitos de bovinos, informaram que o fator de crescimento

epidérmico (FCE) acelerou a maturacdo nuclear apds nove horas de cultivo.

ALAK et al., em 1996, sumarizaram um, de uma série de muitos estudos, que

objetivava a compreensdo dos mecanismos da maturagdo oocitaria in vitro e sua
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regulacdo em um modelo primata (macaca rhesus). Esses estudos demonstraram pela
primeira vez que a inibina e a ativina eram efetivos estimuladores da maturacao
oocitaria em primatas, produzindo odcitos amadurecidos in vitro que fertilizavam
com alta eficacia. Além disso, concluiram, também, que a inibina e a ativina nao se
antagonizavam nesse processo. Os experimentos foram conduzidos em meios serum-
free para que fosse eliminado qualquer bias relacionado aos fatores séricos (serum-

bound).

Novamente ALAK et al., em 1998, através de um estudo prospectivo, randomizado,
caso-controle, com mulheres ooforectomizadas por causas ndo ovarianas, concluiram
pela primeira vez que a ativina A tinha um potente efeito estimulador na maturacao
in vitro de oocitos humanos (56% comparado a 35% dos controles) em acordo com

0s achados prévios em primatas.

Ainda em 1998, vérios autores (SMITZ et al., MERRIMAN et al., GOUD et al.),
interessaram-se em avaliar se o fator de crescimento epidérmico (FCE) mostrava
algum efeito estimulador na MIV, tendo sido todos unanimes em relatar que a
substancia contribuia de maneira positiva aumentando as taxas de maturacdo nuclear
e citoplasmatica, sobretudo se associado a horménios como hCG (SMITZ et

al.,1998) e FSH (MERRIMAN et al.,1998).

Em 2000, GRANDAHL et al. estudaram o papel do esterol ativador da meiose

(presente no fluido folicular do microambiente oocitario, postulado como ativador da
meiose em roedores) na MIV de humanos e observaram uma influéncia

absolutamente positiva na maturagdo nuclear (67% comparado a 29% do grupo
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controle). Em pesquisa similar, CAVILLA et al., em 2001, também avaliaram 0s
efeitos do esterol ativador de meiose na maturagdo in vitro e fertilizacdo de odcitos
humanos expostos ou ndo ao esterol ativador de meiose oriundos de ovarios
estimulados e ndo estimulados. Os oocitos de ovarios ndo estimulados foram
extraidos de pacientes com SOP submetidas a cirurgias ginecoldgicas e 0s o0citos de
ovarios estimulados foram extraidos de ciclos habituais de ICSI, coletados de
pacientes normalmente estimuladas para os ciclos. Os resultados encontrados foram:
1) a presenca do esterol ativador de meiose (EAM) aumentou significativamente a
sobrevivéncia dos odcitos de pacientes portadoras de SOP, mas ndo afetou
significativamente a porcentagem de odcitos que completaram a maturacao. 2) No
grupo dos odcitos extraidos de ciclos de ICSI (previamente estimulados), a taxa de
sobrevivéncia oocitaria foi a mesma em ambos os grupos de cultivo (com e sem o
esterol ativador de meiose), contudo, no grupo em que houve a adicdo do EAM ao
meio de cultivo, a proporcdo de odcitos que maturaram in vitro aumentou

significativamente (P<0,05).

b.3) Modelos de cultivo

Em 1995, JANSSENSWILLEN et al. realizaram um trabalho comparando as taxas
de MIV de oocitos humanos quando se usou meio B2 Ménézo e 0 mesmo meio
associado a co-cultura de células Vero (células de macacos verdes africanos que séo
utilizadas em estudos de replicacdo viral e producédo de vacinas, além de terem sido
apontadas por WIEMER et al., em 1989, como de efeito benéfico no crescimento de

embrides humanos). Os dados obtidos apds 30 horas de cultivo foram: 82, 4% de
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odcitos em estagio de MII no grupo da co-cultura com células Vero, comparados a

apenas 37% do grupo cultivado em meio B2 Ménézo exclusivamente (P<0, 001).

Alguns autores como CORTVRINDT et al, 1996, e WYNN et al.,, 1998,

preconizaram o cultivo em microgota sob 6leo mineral.

WU et al., 1998, narraram a avaliacdo do desenvolvimento de foliculos pré-antrais
humanos em Ham’s F10 + 15% de soro de cordao, que apds 28 dias de cultura foram
cultivados com suplementos (gonadotrofinas da mulher menopausada, fluido
folicular e FCE ) para maturacdo oocitaria final. De um total de 260 foliculos, 44
(25%) maturaram até MIl mostrando que o desenvolvimento de foliculos pré-antrais
obtidos de ciclos de FIV convencionais até foliculos antrais com extrusdo oocitéria e

maturacao in vitro pode funcionar como uma nova fonte de odcitos.

Em 1999, MIKKELSEN et al. inferiram que as taxas de maturacdo foram melhoradas

guando a MIV durou 36 horas comparados ao cultivo por 48 horas.

SMITH et al., 2000, compararam, entdo, os efeitos de 28 ou 36 horas de cultivo na
MIV de 191 odcitos humanos randomizados em dois grupos. As taxas de gravidez
por coleta encontradas foram de 14 e 15%, respectivamente, para 29 e 26, levando 0s
autores a concluirem que encurtar o periodo de cultivo ndo altera o desenvolvimento

embrionario subsequente.
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1.3.2.7 Fatores preditivos de sucesso

As concentragdes basais hormonais no terceiro dia de um ciclo natural tém sido
aceitas como bons marcadores para performance reprodutiva (SCOTT et al., 1989, e

SEIFER et al.,1997).

Em 2000a, MIKKELSEN et al. investigaram se os resultados de MIV de odcitos de
pacientes ndo estimuladas traziam correlacdo com os valores séricos de estradiol e
inibina A medidos no dia terceiro do ciclo e no dia da coleta ovular, percebendo que
significativamente mais gestacfes foram observadas no grupo de pacientes que

apresentaram incremento nos niveis de estradiol e inibina A.

Os proprios MIKKELSEN et al., 2001, publicaram a analise retrospectiva de 132
ciclos de pacientes ovulatérias que realizaram MIV com ciclos naturais, informando
que o FSH dosado no terceiro dia do ciclo manteve correlagdo negativa com o
namero de odcitos captados. Ndo houve correlagdo entre os niveis basais de estradiol,
inibina A e inibina B e 0 nimero de odcitos captados. Contudo, pacientes com
menores niveis de estradiol no terceiro dia do ciclo apresentaram taxas de gravidez
significativamente superiores quando comparadas as pacientes com niveis altos, de
acordo com os dados ja encontrados por LICCIARDI et al., 1995, e EVERS et al.,
1998. Essas pacientes com baixos niveis de estradiol foram subdivididas em dois
grupos com baixos e altos niveis de inibina A. O grupo com baixos niveis de inibina
A apresentou taxas de gravidez significativamente maiores quando comparadas as

pacientes com niveis mais altos.
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1.3.2.8 Perspectivas futuras

CHA et al., em 1991, assim como OKTAY et al., 1998, afirmam que a MIV
permitira que futuramente bancos de tecidos ovarianos funcionem como bancos de
sémen devido ao aumento no nimero de odcitos que se tornardo disponiveis com a
técnica, além de proporcionar maiores linhas de pesquisa e melhor esclarecimento da

fisiologia da maturagdo oocitéaria.

A maturacdo in vitro de odcitos humanos tem aberto debates na Inglaterra sobre a
possibilidade de uso de tecido ovariano de decessos fetais femininos. Os
questionamentos tramitam em um documento de consulta divulgado pelo Human
Fertilization and Embryology Authority (HFEA) e opinides tém sido solicitadas
sobre quando essas fontes poderdo ser aceitas para tratamento e/ou pesquisa

envolvendo a criagdo de embrides (HARTSHORNE, et al., 1994)

Outra possivel aplicacdo da MIV é a sua relacdo com a criopreservacao (COBO et
al., 1999). E sabido que o congelamento de odcitos em metafase 11 habitualmente
causa danos em seu material genético. Odcitos em profase | (estadgio de vesicula
germinal) tém seu DNA protegido pela membrana nuclear e estudos em animais tém
mostrado um efeito protetor das células do cumulus circundantes (PELLICER et al.,
1988). O congelamento de odcitos imaturos pode vir a ser uma excelente alternativa
para pacientes que desejam postergar suas vidas reprodutivas, portadoras de
neoplasias que se submeterdo a quimio ou a radioterapia ou para criacdo de melhores
bancos de ovodoacdo (COBO et al., 1999). Existem alguns trabalhos sobre a

criopreservacao de odcitos humanos imaturos seguidos de maturacdo in vitro (TOTH
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et al., 1994; SON et al., 1996) e seguido de FIV com nascimento de um bebé

(TUCKER et al., 1998).

1.3.2.9 Possiveis complicacGes da maturacao in vitro

Em 1981, GOLBUS, estudando ratos, relatou que quando foi realizada maturagéo

oocitaria in vitro ndo houve aumento em aneuploidias.

Em 1992, RACOWSKY & KAUFMAN chamaram a atencdo para as aberragoes
meidticas e COOPER et al., 1998, em um estudo com od6citos de ratas pré-puberes,
reportaram que 71 a 89% dos o6citos maturados in vitro apresentaram fusos

mitéticos normais comparados com 87% que maturaram in vivo.

VAN BLERKON & DAVIS em 2001, mostraram que odcitos de ratos, quando
recuperados apds ciclos de hiperestimulo ovariano seguidos, apresentaram
significativo aumento na frequéncia de anormalidades dos fusos mitéticos. Em
contraste, quando se avaliaram odcitos maturados in vitro dos mesmos ovarios, nao

houve evidéncia de anormalidades.
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Coletar oocitos humanos imaturos de foliculos em estagio antral, possibilitar sua
maturacao até o estagio de metafase Il em meio de cultivo, fertilizar os odcitos entdo

amadurecidos e transferir os embrides almejando a gravidez.
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Trata-se de um estudo prospectivo, ndo randomizado, descritivo, em que foram
avaliados 20 ciclos em 15 pacientes oriundas do Setor de Reprodu¢do Humana do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais e do PAM Sagrada

Familia.

Os ciclos foram realizados de novembro de 1999 até marco de 2001 em trés épocas
distintas devido a dificuldade com importacdo dos meios de cultivo: cinco ciclos em
novembro de 1999, seis ciclos em marco e abril de 2000 e nove ciclos em mar¢o de

2001.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo colegiado do curso de pos-graduacdo em

Ginecologia e Obstetricia.

3.1 Critérios de inclusao

Foram incluidas pacientes que se apresentassem com:

- 18 e até 32 anos de idade incompletos.

- Obstrucdo tubaria como causa exclusiva de infertilidade.

- Indicacdo para FIV.

- Auséncia de condicdes financeiras para arcar com 0s custos dos medicamentos

necessarios para a realizacdo de um ciclo de FIV convencional.

- Presenca de ciclos menstruais regulares.
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- Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido contendo todas as
informacdes sobre os objetivos da pesquisa, bem como os riscos e beneficios aos

quais as pacientes estariam expostas.

3.2 Critérios de exclusao

Foram excluidas todas as pacientes que apresentassem:

- Qualquer outra causa de infertilidade que ndo a obstrucéo tubaria.

- Indice de massa corporal (IMC) superior 25Kg/m2.

- Andlise seminal do parceiro alterada (segundo os critérios da Organizacdo Mundial

de Salde - OMS, 1994).

- Dosagem do FSH no terceiro dia do ciclo inferior a 15Ul/ml.

- Presenca de qualquer patologia intracavitaria (intra-uterina) diagnosticada por

histeroscopia diagndstica.

- Presenca de qualquer patologia concomitante que contra-indicasse a gestagcéo ou

levasse a uma gestacao de risco.
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TABELA 1

Caracterizagdo das pacientes

Identificacdo | Idade | IMC | Infertilidade | Duragéo Paridade
1-E.S.S. 29 25 secundaria 6 anos G3P3A0
2- M.R.R.C. 23 20,6 | priméria 2 anos GOPOAO
3-G.F.O.P. 31 24,5 | priméria 3 anos GOPOAO
4- S.M.M. 28 22,2 | secundaria lanoe 6m | G3P3A0
5- M.AS.S. 29 24,7 | secundaria 4 anos G4P3A1l
6- D.R.M. 28 25 secundaria 3 anos G2P2A0
7- M.A.P.J. 31 25 secundaria 9 anos G1POA1l
8- M.B.P. 27 23,3 | priméria 8 anos GOPOAO
9-R.AT.N. 28 23 secundaria 9 anos G2P2A0
10-E.D. 28 23 secundaria 6 anos G1POA1l
11-S.A.B.O 22 22,2 | priméria 5 anos GOPOAO
12- C.AS. 29 21,6 | secundaria 10 anos G1POA1l
13-C.N.OR. 26 23 primaria 2 anos GOPOAO
14- C.N.S. 29 25 secundaria 9 anos G3P3A0
15- E.L.S. 24 21,7 | secundaria 3 anos G2P2A0

A idade média foi de 27,5 + 2,7.

A média do indice de massa corporal foi de 23,2 + 1,5.

A duracdo média de infertilidade foi de 5,4 anos * 3,0.

3.3 Métodos

3.3.1 Estimulo ovariano

As pacientes fizeram uso de 300Ul de FSH recombinante (Gonal-F® Serono)
intramuscular, no segundo dia do ciclo (sendo o primeiro dia do ciclo definido como
o0 primeiro dia de sangramento) e doses adicionais de 150Ul no quarto e no sexto dia

do ciclo.
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As pacientes foram submetidas a duas ultra-sonografias transvaginais com sonda de
5Mhz (Aloka SSD-500). A primeira no segundo dia do ciclo, para que se excluisse a
presenca de algum cisto ovariano. E a segunda no sexto dia do ciclo para que se
acompanhasse o desenvolvimento folicular (didametro folicular calculado como uma
média do maior eixo folicular e do eixo perpendicular a este, tomados em um mesmo

plano) e desenvolvimento endometrial.

A coleta ovular dava-se invariavelmente no sétimo dia do ciclo.
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2° dia do ciclo

US transvaginal

Cisto

Ciclo cancelado

6° dia

US endovaginal

Endometrio
Desenvolvimento folicular

7° dia do ciclo

Exame normal

Estimulo ovariano

Gonal-F 300Ul / 2° dia

+

Gonal-F 150U1/ 4° dia

+

Gonal-F 150U1/ 6° dia

Coleta ovular

Figura 1l - Fluxograma do tratamento das pacientes
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3.3.2 Parte Clinica - A coleta ovular

Para a coleta ovular, as pacientes compareceram ao Laboratério de Reproducéo
Humana em jejum e fizeram uso de um comprimido de midazolam de 15mg
(Dormonid ®) 30 minutos antes do procedimento. A vagina foi lavada com é&gua
bidestilada (estéril) abundante e a paciente submetida a anestesia paracervical com

xilocaina a 2% com adrenalina, aproximadamente 7ml de cada lado.

As coletas foram realizadas pela autora com agulhas de calibre 16 limen duplo
(COOK), guiadas por ultra-som endovaginal (Aloka SSD-500). Essas agulhas foram
lavadas previamente com meio de cultivo heparinizado (Dulbecco’s -Dulbecco’s
phosphate buffered saline - 9,69/l -Sigma crescido de 0, 003g de heparina -50000U1-
Sigma + 0, 0759 de penicilina -G - Sigma + 1ml de gentamicina - Sigma) a 37°C, pH
entre 7, 3 £ 0, 3 e osmolaridade entre 288 £ 5mOsm/I para diminui¢do do espaco

morto e aquecimento da mesma .

As agulhas foram acopladas a maquina de pressdo negativa (Craft Suction Unit -
Rocket medical), com a pressdo de aspiracdo permanendo fixa em 80mmHg. Apos a
aspiracdo do liquido folicular, o foliculo foi lavado com 0,1ml do mesmo meio ja

descrito e novamente aspirado. Assim, sucessivamente, foliculo por foliculo.

3.3.3 Parte Laboratorial - Identificacdo dos oocitos

Desta etapa em diante até a preparacdo do embrido em cateter para transferéncia
embrionaria, os procedimentos foram todos realizados sempre pela mesma pessoa: a

bidloga do setor de Reprodug¢do Humana do Hospital das Clinicas, Maria das Gragas
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Rocha de Santana Camargos. Todas essas etapas realizadas dentro do Laboratorio de

Reproducdo Humana do Hospital das Clinicas.

Apbs a retirada do liquido folicular, ele foi transferido para placas de petri (culture
dishes 100mm x 20mm Corning), para identificagdo dos complexos cumulus - o6cito
em lupa (Nikon SMZ-2T) e reavaliados em microscépio oOptico invertido (Zeis —

Telaval 31).

Os odcitos foram classificados como imaturos segundo o0s seguintes critérios de

VEECK et al., 1983:

- Células da granulosa: compactas e firmemente aderidas

- Cumulus: geralmente ausente, ocasionalmente presente e denso

- Corona: compacta, ocasionalmente ausente

- Ooplasma: geralmente escurecido e com presenca de vesicula germinal

Figura2 - Odcito Imaturo

57



3 PACIENTES E METODOS

Ocorrida a identificacdo do odcito imaturo, ele foi transferido para as placas de Nunc
(Multidish 4wells- Nunc Brand Products), um a dois por po¢o, com 6ml de meio de

maturacao especifico divididos em 1ml para cada pogo e 2ml no meio da placa.

As placas foram preparadas sempre com um dia de antecedéncia, acrescentando-se ao
meio de maturacdo (posteriormente descrito) soro (Serum Substitute Supplement -
Irvine Scientific®) em uma concentracao final na placa de 4% (0,4ml de soro + 9,6ml
do meio). As placas foram entdo transferidas para estufas de CO2 (Forma Scientific
CO2 Water Jacket Incubator) a temperatura de 37°C e fluxo de CO2 5% para

equilibrar a temperatura e o pH.

3.3.4 O meio de maturacao

O meio de maturacdo foi constituido de 100ml de TCM 199 (Sigma) acrescido de
piruvato (Sigma) 0,1ml; penicilina G (Sigma) 0, 006g ; gentamicina (Sigma) 0,1ml;
FSH recombinante (Gonal-F® Serono) 0,075Ul/ml; hCG (Profasi®Serono)
0,5Ul/ml. O pH do meio oscilava entre 7, 3 = 0, 3 (medido por medidor de pH
Digimed, modelo DMPH-2) e a osmolaridade oscilava entre 288 + 5mOsm/l (medido

por Osmeet - Micro Osmometer).

Os odcitos imaturos permaneceram incubados no meio, nas placas de Nunc por um

periodo de 48 horas, apds o que, os mesmos foram observados e graduados como:

- Profase | (auséncia de maturagéo)

- Metafase | -Ml
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- Metéfase 1l -MII
- Degenerados

Os odcitos em MII foram entdo transferidos para outras placas de Nunc com éml de
meio apenas para cultivo (IVF ™20 Vitrolife) distribuidos da mesma forma que o
meio de maturacdo: 1ml por pogo e 2ml no centro da placa. Essas placas também
foram preparadas com um dia de antecedéncia para estabilizacdo prévia (da
temperatura e pH) em estufas de CO2 (Forma Scientific- Water Jacket Incubator)

com fluxo de CO2a5% e 37° C.

3.3.5 Ainseminacao

Os odcitos (em MII) transferidos para as novas placas foram submetidos a

inseminacdo. O preparo do sémen foi sempre realizado pela técnica de swim-up:

- Em um tubo de 15ml round bottom tube (Falcon-Corning) estéril, deposita-se o
sémen e a este acrescenta-se 0 dobro do volume de Dulbecco’s (ja descrito) e

homogeiniza-se.

sémen

Dulbecco’s I

Figural - Sé&men + Dulbecco’s e homogeneizados

59



3 PACIENTES E METODOS

- Centrifuga-se a 300g (forca centrifuga relativa), Excelsa Baby I®, por 10 minutos.

- Descarta-se 0 sobrenadante e torna-se a suspender o pellet com mais 2 ml de

Dulbecco’s

Figura 2 - Retirada do sobrenadante / dois ml Dulbecco’s

- Centrifuga-se por mais cinco minutos a 300g.

- Despreza-se novamente o sobrenadante e torna-se a suspender o pellet com 1mi

de IVF ™20 Vitrolife

Figural - Retirada do sobrenadante / 1ml IVF

- Centrifuga-se por mais trés minutos e coloca-se em tubo de ensaio estéril em

estufa de CO2 (37°C), com uma angulacdo de cerca de 45°, em repouso, para que
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0s espermatozdides migrem por cerca de 40 a 45 minutos. Ocorre, entdo, uma

selecao dos melhores espermatozoides.

melhores espermatozoides
imoveis, etc.EEEY

Figural - Tubo a 45°/ sele¢do dos melhores espermatozoides

- Ap0s esse periodo retira-se o sobrenadante, reservando-o, e despreza-se o pellet

(onde estdo os espermatozoides imadveis e outras células).

sobrenadante

g pellet g pellet

Figural- Sobrenadante para inseminacdo

- A inseminacdo é entdo realizada com o sobrenadante previamente separado e
posteriormente diluido. O nimero de espermatozdides por odcito oscilou sempre em

torno de 150.000.
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Volume de sémen

2 vezes o volume de Dulbecco's

Centrifuga 10' - 300g

Sobrenadante desprezado

Sobrenadante desprezado

pellet + 2ml de Dulbecco's

Centrifuga 5' - 300 g

pellet + 1ml IVF™ 20

Tubo em estufa a 45°

Pellet desprezado

v

Centrifuga 3' - 300g

Sobrenadante

Inseminagéo

Figura 2 - Esquema preparo de sémen pela técnica do swim-up
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3.3.6 A Fertilizacdo

Em torno de 18 horas ap0s a inseminacdo, observou-se em microscopia dptica (Zeis -
Telaval 31) a presenga dos prd-ndcleos, indicando que a fertilizagdo ocorrera. No
segundo dia apos a inseminagdo, observou-se o desenvolvimento embrionario. Esses
se clivados, eram classificados e entdo transferidos para o interior da cavidade

uterina.

Classificacdo dos embriGes de acordo com os critérios de VAN STEIRTEGHEM et

al., 1996, quanto ao nivel de fragmentac&o:

tipo A = Sem fragmentos

tipo B = 1 a 20% de fragmentos

tipo C = 20 a 50% de fragmentacéo

tipo D = Mais de 50% de fragmentacéo

As pacientes permaneceram em posicdo de litotomia e um cateter de tom cat (Cook)
esteril com os embrides em meio de cultivo foram introduzidos pelas respectivas
cérvices até uma distdncia 1cm menor que a medida da cavidade uterina, medida

previamente por ultra-som endovaginal.

Os embrides foram transferidos juntamente com 25ul de meio de cultivo da placa
IVF-T™M20(Vitrolife) através de uma seringa de insulina acoplada ao cateter da

seguinte maneira:
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| Meog
M0 entordes e

TTTTTTTT .'////////////A-mmm—m..,....,_

d d

Figura 3 - Embrides em cateter de tom cat

As pacientes permaneceram em repouso por 30 minutos apds as transferéncias.

3.3.7 O Endométrio

Desde o dia da coleta ovular, as pacientes iniciaram a preparacdo do endométrio com
17Bestradiol (Estrofen ®- Medley) 2mg de oito em oito horas por via oral. Apos 48
horas da coleta, foi acrescentada ao estradiol a progesterona micronizada (Utrogestan
® - Enila) 200mg, também de oito em oito horas, em forma de comprimidos

administrados por via vaginal. Essa medicacdo foi mantida até 12 dias ap6s a
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transferéncia embrionaria quando a paciente realizava o exame de gravidez (BhCG).

Se o resultado do exame fosse positivo, a paciente mantinha o uso da progesterona

até 12 semanas de gestacao.

Foi definida como gravidez clinica a presenca de atividade cardiaca embrionéria
intra-uterina apds cinco semanas de transferéncia embrionaria através de ultra-som

endovaginal.
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2° dia do ciclo

US Transvaginal

vv

Cisto Exame normal

Ciclo cancelado Estimulo ovariano

Gonal-F 300Ul / 2° dia
+

Gonal-F 150Ul / 4° dia
+

Gonal-F 150Ul / 6° dia

7° dia do ciclo

Coleta ovular

!

6mg/d 17 B estradiol

Mantido E2 + progesterona

48 horas ap6s até 12 semanas

L

6mg/d 17 B estradiol
+

600mg/d progesterona

BhCG + BhCG - FIM

— Apni 17 B estradiol +
. ) Transferéncia \
9° dia do ciclo progesterona até 12 dias

embrionaria .
apos ET

Figura 4 - Protocolo de tratamento das pacientes
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Foram realizados 20 ciclos com 19 coletas ovulares (um ciclo cancelado devido a

inacessibilidade do ovario).

Foram puncionados 144 foliculos com uma média de 7,6 foliculo por paciente

(variando de trés a 27).

Foram coletados 67 odcitos (taxa de captacdo de 46,5% por foliculo puncionado),

com uma média de 3,5 odcito por coleta (variando de zero a oito).

Apbs 48 horas de cultivo, nove degeneraram (13,4%), 12 permaneceram em proéfase |
(17,9%), trés atingiram o estagio de Ml (4,5%) e 43 atingiram o estagio de Mll (64,

20%).

Dos 43 odcitos inseminados, 30 fertilizaram (69,8%).

Clivaram-se 25 embrides (83,3%) e foram transferidos ao longo de 10 ciclos.

Houve uma gravidez com nascimento de bebé saudavel (5,3% de gravidez por coleta

ovular e 10% por transferéncia).

Taxa de implantacdo um em 25 odcitos transferidos (4%).

Dos 25 embrides transferidos, quatro (16%) foram do tipo A, nove (36%) tipo B e 12

(48%) do tipo C (segundo os critérios de VAN STEIRTEGHEM et al., 1996).
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TABELA 1

Captacdo, maturacao, fertilizacédo, desenvolvimento embrionario e taxas de gravidez

de o6citos humanos maturados in vitro

Variaveis NUmero %0 IC* a 95%
Ciclos 19

Foliculos puncionados (144 - -
Odcitos captados 67 46,5% 38,2 a 55,0
MI ap6s 48h 3 4,5% 1,2 a 134
MII apds 48h 43 64,2% 51,5 a 75,2
Odcitos fertilizados 30 69,8% 53,7 a 82,3
Embrides clivados e

transferidos 25 83, 3% 64,5 a 93,7
Gravidez 1/10 10% 0,5 a 459
Implantacéo 1/25 4% 0,2 a 22,3
Bebé em casa 1/10 10% 0,5 a 459

IC* intervalo de confianca

Os ciclos também podem ser avaliados de acordo com a época em que foram

realizados.
TABELA 1
Caracterizacdo dos ciclos por épocas
Epocas Foliculos | Captagdo Maturacdo | Fertilizacdo | Embrides
Transf.*

11/1999 10,5 p/p** | Média 3,75p/p 33,3% 60% 3

(34.8%)
03 e 04/2000 | 8,8 p/p Média de 3,8p/p | 76,9% 75% 12

(48,9%)
03/2001 5,8 p/p Média de 5,8p/p | 69,2% % 10

(54,4%)

* Embrides Transf. = Embrides transferidos

** p/p = por paciente

Foi realizada uma avaliagdo comparativa entre as épocas quanto as taxas de

maturacao e fertilizacdo atraves do teste do qui-quadrado (x?).

Encontrado p=0,0155 para os resultados de maturacdo entre as eépocas e p=0,7528

para a fertilizag&o.
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A coleta de odcitos imaturos de mulheres que ndo foram expostas a largas doses de
gonadotrofinas tem incitado pesquisadores, notadamente nos ultimos anos, para o
desenvolvimento de um tratamento alternativo em técnicas de reproducao assistida.
Trata-se de uma vantagem o fato de o0s odcitos serem expostos as doses de
gonadotrofinas para maturacdo in vitro ao invés de in vivo, na medida em que se
evita 0 gasto excessivo com altas doses de medicamentos necessarios para a

maturacdo in vivo, além de se abolir o risco da sindrome de hiperestimulo ovariano.

A técnica sofreu aprimoramentos ao longo do tempo e hoje coletam-se o6citos (com
taxas razodveis de recuperacdo) de pequenos foliculos em crescimento ( > 3mm)
através de puncdes guiadas por ultra-som endovaginal, além de incrementos nas taxas
de maturacdo, fertilizacdo e clivagem embrionaria. Entretanto, a situacdo atual da
maturacao in vitro ainda mostra taxas de gravidez aquém das obtidas pelas técnicas

convencionais FIV ou ICSI (ver anexos).

Os resultados aqui apresentados reproduzem os estagios iniciais da utilizacdo da
técnica de maturar odcitos humanos in vitro como parte de técnicas de reproducao
assistida no Setor de Reproducdo Humana do Hospital das Clinicas da Universidade

Federal de Minas Gerais.

As pacientes recrutadas para o estudo formaram um grupo bastante homogéneo
(n=15) quanto a idade, condi¢des socioecondmicas, indice de massa corporal e causa

de infertilidade.

Foram puncionados 144 foliculos através de agulha acoplada ao ultra-som

endovaginal ao longo de 19 ciclos de pacientes ovulatérias, estimuladas
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minimamente, com recuperacdo oocitaria de 46,5%, média de 3,5 por coleta. A taxa
encontrada foi inferior a de alguns ciclos realizados com técnica similar (7,5 por
WYNN et al., 1998, e 5,66 por CHIAN et al., 1999), mas superior a de THORNTON
et al., 1998 (0, 7) e muito similares as de MIKKELSEN et al., 1999 e 2000a, com e
sem estimulo minimo com FSH prévio (respectivamente 4,2 com FSH e 2,4 sem
FSH em 1999; e 4,0 com FSH e 3,7 sem FSH em 2000). Taxas bem superiores sé
foram encontradas em coletas através de espécimes ovarianos(11,73 por CHA et al.,
1991), coletas em pacientes com sindrome dos ovarios policisticos (11,25 por
TROUNSON et al., 1994, e 13,6 por CHA et al., 2000) e em ciclos estimulados com
esquemas de fertilizacdo in vitro convencionais (8,14 por JAROUDI et al., 1999, e

14,6 por JANSSENSVILLEN et al., 1995).

Até a época da elaboracédo do protocolo desta pesquisa, 0 maior estudo randomizado
e controlado avaliando-se 0 uso ou ndo de FSH em pequenas doses previamente
(WYNN et al., 1998) mostrava resultados bastante superiores com o0 uso da
estimulacdo (5,2 odcitos por coleta sem uso prévio de FSH comparado a 7,5 com
FSH prévio; e 43,5% de maturacdo sem FSH comparado a 71,1% com o uso de FSH)
e, por isso, foi adotado neste trabalho. Contudo, trabalhos posteriores sem estimulo
ovariano mostraram taxas bastante similares as encontradas com o estimulo minimo

(MIKKELSEN et al., 1999 e 2000a, e SMITH et al., 2000).

Os resultados das taxas de maturacdo 64,2% (43 em 67 odcitos coletados) foram
superiores ou similares as da literatura inicial: CHA et al., 1991 (55,8% e 35,9%
respectivamente com adicdo de fluido folicular e soro de corddo); TROUNSON et

al., 1994 (54,85%): BARNES et al., 1995 (53,8%); WU et al., 1998 (25%). Contudo,
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alguns estudos mais recentes mostram taxas de maturacdo superiores: MIKKELSEN
et al., 1999 (71%) e MIKKELSEN et al., 2000a (85%). Essa superioridade talvez se
deva a casuistica mais expressiva e, provavel, maior familiaridade com a técnica dos

ultimos citados.

O presente trabalho foi realizado com FIV e a taxa de fertilizacdo encontrada (69,8%)
foi similar aos dados disponiveis: CHA et al., 1991 (81% e 31,5%, respectivamente,
dos odcitos maturados com a adicdo de fluido folicular e soro de corddo aos meios de
maturacdo); TROUNSON et al., 1994 (22,9% no primeiro experimento e 40,75% no
segundo experimento); JAROUDI et al., 1999 (58,7%); MIKKELSEN et al., 1999

(média de 53, 5%) e SMITH et al., 2000 (media de 75%).

Apbs o surgimento da ICSI em 1992, apenas TROUNSON et al., 1994: WYNN et al
e HWU et al., 1998, utilizaram a FIV como método de fertilizacdo. Neste trabalho
também utilizou-se a FIV como método para fertilizacdo e as taxas encontradas

foram similares e, algumas vezes, superiores as de ICSI ja reportadas.

Foram transferidos 25 embrifes para 10 pacientes com 0 nascimento de um bebé
(10% por transferéncia) taxa € similar a de varios autores (7,6% por TROUNSON et
al., 1994; 10% por RUSSEL et al., 1997; 9, 5% por JAROUDI et al., 1999; 10%
MIKKELSEN et al., 1999) mas inferior a de outros (28% por THORNTON et al.,
1998; 17,4% MIKKELSEN et al., 2000a; 27,1% por CHA et al., 2000 e 18% por
MIKKELSEN et al., 2001). Provavelmente, os resultados reportados tenham relagéo

com as casuisticas mais expressivas presentes (123 ciclos por THORNTON et al.,
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1998; 87 ciclos por MIKKELSEN et al., 2000a; 94 ciclos por CHA et al., 2000, e

132 ciclos por MIKKELSEN et al., 2001).

Os trabalhos ndo reportaram as taxas de bebé em casa, pois, na grande maioria das
publicacBes, ainda havia gestacdes em curso. Talvez este seja o dado de maior
importancia em tratamento geral de infertilidade e aqui obteve-se a mesma taxa de

10% por transferéncia.

Ndo foi encontrado na literatura apresentada descricdo sobre a qualidade dos
embrides transferidos e, por isso, ndo se pdde comparar 0os embrides deste com os de

outros trabalhos.

A pesquisa mantém em aberto algumas indagacdes que cercam 0O processo de
maturacdo oocitaria in vitro. Mesmo associando-se 0s resultados de estudos em
animais (sobretudo espécies domésticas) aos resultados de humanos (mais de 2000
trabalhos sobre o6citos foram publicados nos ultimos 10 anos segundo MOOR et al.,

1998), ndo ha consenso sobre os meios de cultivo e substancias a ele adicionadas.

Um meio de cultivo ideal seria aquele que reproduzisse as fungdes secretoras e
sinalizadoras da maturacdo o mais proximo possivel do modelo in vivo. A maioria
dos estudos sobre meios de cultivo e suplementos traz limitagbes para suas
conclusdes na medida em que ndo conseguem determinar os efeitos dessas

substancias em todo o processo da maturagdo (MOOR et al., 1998).

Outra questdo que ainda necessita de resposta é se 0s 00citos produzidos por
maturagdo in vitro sdo biologicamente equivalentes aos produzidos in vivo. Ndo ha

estudos em humanos, mas em um grande estudo com bovinos,GALLI&LAZZARI,
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em 1996, encontraram 30% a mais no nimero de embriGes produzidos e nascidos
vivos de odcitos produzidos in vivo comparados aos maturados in vitro. Mesmo 0s
melhores embrides produzidos in vitro pareceram ser de qualidade inferior aos
produzidos in vitro como mostraram suas reduzidas capacidades de resistir a
estresses como congelamento, enucleacdo e transplante nuclear. Continuando a
avaliacdo, foi medida a quantidade relativa de proteinas (16 classes) sintetizadas, dos
odcitos maturados sob diferentes condicBes: A) foliculos intactos (controles) ou
imaturos, maturados in vitro subdivididos em B) cultivados com células do cumulus
e C) completamente desnudos. Esses trés grupos encontravam-se sem inducao
hormonal, enquanto outros subgrupos Al, B1 e C1 foram submetidos a estimulo
hormonal. Houve diferenca importante na quantidade de proteinas produzidas pelos
foliculos cultivados intactos ou odcitos cultivados com células do cumulus em

relacdo aos desnudos.

Embora a porcentagem de o0citos que se desenvolvem até o termo em sistemas de
maturacdo in vitro seja ainda reduzida, apesar da sensibilidade desses o0citos ao
estresse, e possiveis diferencas entre a bioequivaléncia deles e dos maturados in
vitro, pensou-se aqui ser a técnica perfeitamente exequivel e com beneficios ébvios
para ambos os lados: médico e paciente. 1sso por ser o tratamento menos invasivo,
na medida em que menos injecdes de gonadotrofina recombinante sdo administradas,
mais rapido (coleta realizada no sétimo dia do ciclo enquanto que nos processos
habituais de indugdo é realizada em torno do 14° dia), risco extremamente reduzido
de sindrome de hiperestimulo (nenhum caso nas amostra), redugéo significativa dos

custos do tratamento (cerca de /3 a % da terapia convencional - quatro ampolas
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comparadas a cerca de 12 a 14 de FSH recombinante - Gonal-F®/Serono,no
protocolo do Hospital das Clinicas), além dos beneficios associados aos avancos
futuros na area de reproducdo assistida (aprimoramento dos bancos de odcitos e a

criopreservacao).

O processo de maturar odcitos humanos in vitro como parte das técnicas de
reproducdo assistida, FIV e ICSI, deve ser aprimorado principalmente em um pais em
desenvolvimento, com economia delicada como 0 nosso, pois o0s tratamentos afetam

sobremaneira a salilde econdmica do casal infértil.

Com base nos experimentos animais, um incremento nas taxas sucesso da maturagédo
in vitro de odcitos humanos pode ser esperado quando os problemas, provavelmente
técnicos, forem superados, haja vista os resultados de MIKKENSEN et al., 1999, e

CHA et al., 2000) com casuisticas expressivas.

Nesta pesquisa viu-se uma tendéncia clara de melhores resultados a medida que a
familiaridade com a técnica crescia e os ciclos consecutivos também: 34,8% de
captacdo na primeira fase do estudo (quatro ciclos) comparado a 54,4% na terceira
fase (nove ciclos); 40% de maturacdo na primeira fase, comparado a 97,5% na
segunda (seis ciclos) e 86,5% na terceira. Avaliadas as taxas de maturagéo entre as
épocas através do teste do qui-quadrado, encontrou-se um p= 0,0155 estatisticamente
significativo. No que diz respeito as taxas de fertilizacdo, os resultados ndo diferiram
entre as épocas (obtiveram-se boas taxas em todas as fases - 60% na primeira, 75%
na segunda e 66,7% na terceira). Avaliadas pelo teste do qui-quadrado o valor p

encontrado foi de 0,7528.
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Espera-se que no futuro seja possivel eliminar os odcitos que contenham DNA
alterado ou anormalidades citoplasmaticas, contribuindo para melhores resultados

com a técnica.

As baixas taxas de gravidez, a excecdo dos dois autores citados, reportadas pelos
estudiosos da MIV, provavelmente trazem estrita correlacdo com o fracasso em
alguma das etapas da maturacdo (MOOR et al., 1998), pois esta claro, ha cerca de 70

anos, que uma embriogénese normal depende estritamente de uma oogénese perfeita.

Anormalidades grosseiras geralmente interrompem o ciclo meidtico ou blogueiam a
fertilizacdo. Imperfeicbes mais sutis durante a maturacdo podem se manifestar

durante os estagios mais tardios de clivagem ou ja em estégio de blastocisto.

Concluindo, a sobrevivéncia até o termo é a Unica garantia absoluta de que uma

completa maturacao citoplasmatica tenha ocorrido (MOOR et al., 1998)
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Pode-se concluir a partir do presente estudo que a técnica de maturar 00citos
humanos in vitro previamente a fertilizacdo in vitro € uma técnica totalmente

exequivel, capaz de gerar gravidez.

A obtencdo de melhores resultados em todos os passos da maturacdo in vitro de
odcitos seguida de fertilizacdo in vitro ao longo do tempo de realizacdo da pesquisa,

traduz a aquisicdo de um melhor dominio da técnica em todos 0s seus passos.

Devido ao tamanho amostral limitado, ndo se pode inferir qualquer coisa além da

aplicabilidade do método com o objetivo proposto neste estudo.
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8 ANEXOS



ANEXO 1- SUMARIO DE TRABALHOS RELEVANTES SOBRE MIV |

Autor/Ano Ciclos/Oécitos Causa Estimulo Coleta Meio Suplemento Tempo Maturacdo ICSI/FIV  Fertilizacéo Gravidez
Amaral,2001 15 pacientes / 19 coletas tuba FSH 300Ul 2°  7°dia TCM 199 penicilina, 48h 43/ 67 FIV 30 (69,8%) 25 ET#
144 foliculos / 67 obcitos dia, 150Ul 4°  agulha duplo gentamicina, (64,2%) 10 pacientes
46,5% 3,5 p/p* e 6° dias limen FSH, hCG, 1gestacdo
piruvato, soro 10%
sintético
Veeck,1983 44ciclos FIV Tuba / ESCA **FIV Laparoscopia  Ham’sF10 soro de corddo 22h 64(86, 4%) FIV 57(89%) 44 ET
74imaturos hMG/FSH/hC  agulha calibre 2gestacdes
G 12 4,5% (*)
Cha, 1991 tecido ovariano de 23 cirurgia ginecoldgica  Nenhum N4&o descritaa Ham’sF10 1)fluido folicular32 a 48h 1)58 / 104 FIV 1)47 (81%) 5ET
mulheres benigna fase do ciclo 2)soro de corddo 55, 8% 2)6 (31,6%) 1paciente
270 odcitos agulha calibre 2)19/53 1gestacdo (3)
21 35, 9%
Trounson ,1994 19pacientes 1=9-SOP Nenhum entre dias 5 e 12 EMEMc/ sais de soro de corddo, até 54h 131 (81%) FIv 30/131 Né&o descrito
1° experimento 1)138 (15, 3) 2=10s/SOP Earle e hMG, hCG e E2 alguns atréticos 22, 9%
2)28 (2,8) glutamina
Trounson,1994 1)10 - SOP anovulatérias  SOP Nenhum N4o descrita idem (a) c/es/ hCG/co- 29 e ¥2a 32 e ¥:h1) 76/ 138 FIV 1)31/76 13 TE}
2° experimento 138 odcitos 13,8 p/p ouTCM199+a culturac/cél.. ou34e% a 35e55% 40, 7% 1gestacdo em
2)13 - SOP ovulatérias mesma maduras da % h 2)93/170 2)38/93 paciente
170 odcitos 13, 1p/p suplementagdo granulosa c/ e s/ 54, 7% 40, 8% anovulatoéria
hCG 7,6%
Janssenswillen, 1995 56pacientes 81800citos Né&o descrito FIV(GnRH Guiada por US B2 Ménézo Nenhum 24 a 30h 1)25 (38%) ICSI Né&o observado N&o observado
14, 6+/-6, 5 p/p +HMG+hCG) 1)microgota ou 2)52 (82%)

2)co-cultura
c/Vero células

*p/p = por paciente
** EIV = ciclo convencional de FIV

TE 1 = transferéncia embrionaria

# ET = embrides transferidos

(*) = transferidos em conjunto embrides de odcitos maturados in vivo e in vitro



ANEXO 2 - SUMARIO DE TRABALHOS RELEVANTES SOBRE MIV 11

Autor/Ano Ciclos/Oécitos Causa Estimulo Coleta Meio Suplemento Tempo Maturacdo ICSI/FIV  Fertilizag8o Gravidez
Russel,1997randomizadop/ 14 pacientes varias nenhum agulha calibre  Eagle’s MEM  17BE2, FSHe 52h 1)39, 7%(34/83) ICSI 1)75, 7%(25/34) 1 (10 TE) 10%
avaliagdo de preparo 1)8304citos 17 ldmen ouTCM 199 hCG, soro 2)61, 5%(48/78) 2)75%(36/48)
endometrial 2)7806citos Unico, acoplada sintético

a bomba
Liu, 1997relato de caso lciclo 5 odcitos Masculino FIV ndo descrita B2 FSH e hCG 48h 5/5 (100%) ICSI 2/5 (40%) 1gestacgdo de 1
convencional s/ TE
hCG
Goud, 1998randomizadop/ ~ 92pacientes ? FIV(GnRH Guiada porUS  M199 albumina sérica 24 a 30h 1)36(64, 3%) ICSI 1)16(72, 7%)  Né&o observado
avaliacdodo uso ou ndo de +HMG+hCG) 1)2ng/mIEGF  humana, piruva- 2) 19(33, 9%)s/ 2)7(53,8%)
EGF 2)s/IEGF to, penicilina, cumulus slcumulus
estreptomicina, 1)72(81, 8%) 1)33(71, 7%)
17BE2, FSH, 2)71(79, 8%) 2)21(45, 6%
hCG c/cumulus c/cumulus
Thornton, 1998 123ciclos 101 obcitos tuba 10000UIhCG  agulha calibre  1)idem Cha idem 24h até 5dias  1)9 de 30(30%) ? 1)7de9(77% 2 (7 TE) 28, 5%

randomizadop/ aval. Meio

(média de 0, 7)

17 ldmen Gnico 1991
2) padrdo

2) 8 de 25 (32%)

2)5 de 8(62%)




ANEXO 3 - SUMARIO DE TRABALHOS RELEVANTES SOBRE MIV IlII

Autor/Ano Ciclos/O6citos Causa Estimulo Coleta Meio Suplemento Tempo Maturacdo ICSI/FIV Fertilizagdo  Gravidez
Wynn,1998  1)5, 2+/-1, 3 tuba 1)n=9s/FSH Calibre 16 MEM c/ bicarbonato albumina sérica 48h 1) 20(43, 5%) FIvV - -
2)7,5+/-1, 2 plp 2)n=17-450UIFSH, Duplo ltmen e sais de Earle humana, piruva-to, microgota 2)81(71, 1%)
2°, 4% 6°d penicilinaG,
estreptomicina,
transferrina, selenite
de sodio, insulina
recombinante,
LongR3 IGF-I 3L-
glutamina, FSH,
hCG
Wu,1998 16 pacientesmédia - FIV - Ham’sF10 soro de corddo Ap6s 39 a 44 dias 44 (25%)de 260
de 51, 8+/-37, 28diasHMG e EGF foliculos
3foliculos pré- em doses #, +Fluido
antrais variando folicular
de20 a 150
Hwu, 1998  51pacientes - Doagéo Coleta durante agulha de calibre 21 HTF hMG, soro de 36 a48h 154(67, 2%) FIV 107/ 154 Néo descrito
268 odcitos cesareana acoplada a seringa de cordéo, E2 microgota co- 69, 5%
5,3 p/p 229 usados 2, 5ml cultura c/ células
tubarias
Jaroudi,1999 18pacientes Pacientes de risco  Esquemas curtoe ~ N&o mencionada HTF soro sintético, hMG, 44hMicrogotaCo-  121(70, 8%) ICSI 71(58, 7%) 2(9, 5%)
21 ciclos p/SHO longohMG antesdo hCG cultura

17106citos

risco de SHOs/hCG




ANEXO 4 - SUMARIO DE TRABALHOS RELEVANTES SOBRE MIV IV

Autor/Ano Ciclos/O6citos Estimulo Coleta Meio Suplemento Maturacdo ICSI/FIV Fertilizacdo Gravidez
Mikkelsen,1999 1)21 Masculino/tuba 1)n=5=FSH150Ul agulha calibre 17 TCM199 FSH, hCG, 17BE2, 48h 1)15/21 71% ICSI 1)10(48%) 1 (10TE-
2)17 FSH por 3 dias piruvato penicilina microgota 2)12/17  71% 2)10(59%) 15embrides)
12pacientes 2)n=7=FSHpor+/- 9 G estreptomicina, 10%
diasfoliculo soro da paciente
Dom.*10mm
Chian, 1999 3 ciclos 10000UIhCG agulha calibre 17 TCM199 soro bo vino fetal, 14(82, 5%) ICSI 13(92, 8%) 4
17 oécitos limen Unico acido pi ruvico, placas de cultivo
FSH+LH
De V0s,1999 4716 o6citos de 896 Ndo descrita  GnRH, HMG, hCG convencional p/ FIV B2 Nenhum 1260(26, 7%) ICSI 52, 7% apenas 15TE de
ciclos convencionais MIV
que estavam em Ml 1 gestacéo6, 6%
Mikkelsen, 2000  1)37 Masculino/tuba 1)n=10 s/ FSH calibre 17 TCM199 Idem Smith 1)28(76%) ICSI 1)23(82%) 1)3gestagdes
2)40 2)n=10-150UI FSH 1imen Unico 2)34(85%) 2)26(76%) 2)2gestacbes 15
por 3 dias 10% p/ 06cito20 e
25
Smith, 2000 55ciclos Masculino/tuba - Trounson TCM199 FSH, 1)73% ICSI 1)72% 1)20ET
308 odcitos hCG17BE2piruvato 2)36hmicrogota 2)77% 2)78% 1, 65/paciente
191 usados penicilina G, 4 gestagdes
estreptomicina soro 2)21ET
da paciente 1, 76/paciente
4 gestagdes
Mikkelsen2000avali 75pacientes Masculino/tuba nenhum Agulha de calibre  TCM199 FSH, hCG, 17BE2, 28 a 36hmicrogota 234(60, 3%) ICSI 180(76, 9%) 125ET
ado Testradiol eTde 87ciclos 17Trounson piruvato penicilina 11gestagdes

G, estreptomicina,
sOro da paciente

63 transferéncias
17, 4%

inibina A e 53206citos
resultados 388 usados
*Dom - dominante



ANEXO 5 - SUMARIO DE TRABALHOS RELEVANTES SOBRE MIV V

Autor/Ano Ciclos/O6citos Causa Estimulo Coleta Meio Suplemento Tempo Maturacdo ICSI/FIV Fertilizacdo Gravidez
Cobo, 2000 16 pacientes ? Nenhum 1)antes do foliculoM199 HSA, 24 a 36h 51(46, 4%) ICSI 37(72, 6%) Né&o descrito
19ciclos dominante  atingir piruvatoFSHrec,
1)68(70, 8%) 10mm EGF, hCG, estradiol
2)44(50, 5%) 2)foliculo
Total 112(61, 1%) dominante >10mm
5,9 plp agulhas de
FIVconvencionais
Dia= 7+/-1,6
Gr@indahl,2000 18pacientes31ciclosSOP GnRH100UI/d 7°-9°dia TCM 199 piruvato, penicilina,1)22h sS'lEAM 1)38% Né&o descrito Nao descrito Né&o descrito
* 86 doados p/ a FSH1°, 2° 3° df estreptomicina, 2)22h c/EAM 2)25%
pesquisa5 pedidos ciclo HSA* esterol 3)30h slEAM 3)29%
por fixagao ativador de meiose 4)30h c/EAM 4)67%
5)40h s’EAM 5)30%
6)40h c/EAM 6)40%
Wu, 2000 tecido ovariano - Nenhum N&o descrita a faseHam’sF10 soro de corddo, 32 a120h 1)33/82 40%  Nao realizado - -
de59pacientes do ciclo 2) 17169 24,9%
1)21a30 3)8/ 65 12,3%
2)31a40
3)41a 50
216 odcitos
Suikkari, 2000 12 pacientes 1)6 s/SOP 37, 5Ul FSH agulha calibre 17 TCM199 soro bovino fetal,44h 1)43/67 64% ICSI 1)31/3472%2)27/47 Todos embrides
136 odcitos 2)6 c/SOP fase lGtea tardia até%2da pressao FSH, LH, piruvato, 2)47/169  68% 57% congelados15
11, 3p/p fol. dom. atingirhabitual penicilina, TE1gestacdoc/
1)67 10mm retirado 2 a 5entre o 5° e 10° dia estreptomicina, aborto6, 6%
2)69 dias antes da coleta

*HSA- albumina sérica humana



ANEXO 6- SUMARIO DE TRABALHOS RELEVANTES SOBRE MIV VI

Autor/Ano Ciclos/Oécitos Causa Estimulo Coleta Meio Suplemento Tempo Maturacdo ICSI/FIV  Fertilizacdo Gravidez
Cha, 2000 94ciclos de SOP Nenhum 10°a13°diado TCM 199 c/ soro fetal 48h 708/1139 ICSI 481/708 85TE
64pacientes ciclo sais de Earle bovino, 62, 2% 67, 9% 23 gestagdes
128006citos % da pressdo gonadotrofinas 27,1%
13,6 +/-7,5 habitual de éguas Implantacéo
1139 usados gravidas, hCG, 29/41
piruvato, 86, 9%
pe nicilinae
estreptomicina
Mikkelsen,2001  100pacientes13 Masculino/tuba  Nenhum Foliculo TCM199 FSH, hCG 28 a 36h 306 (60%) ICSI 223(73%) 83 TE
retrospectivo 2 coletas714 dominante ¢/ piruvato, microgota 15 gestacdes
06citos509 10mme penicilina, 18%
usados endométrio ¢/ estreptomicina,
no minimo estradiol e soro

5mm agulha de
Iimen Unico

da paciente do
dia da coleta




