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RESUMO

A fertilizacdo in vitro (FIV) € um procedimento realizado para superar a
infertilidade feminina e masculina. Durante a aspiracdo oocitaria pode haver coleta
de odcitos maduros, em metafase Il (Mll), ou meioticamente imaturos, em metafase |
(MI). Estes, podem, espontaneamente, maturar in vitro para MIl em poucas horas.
Com o aumento da idade da mulher ha uma diminuicdo da quantidade e qualidade
de odcitos coletados. O aumento da taxa de gravidez esta relacionado diretamente
ao numero de blastocistos obtidos no ciclo de FIV. Objetivo: Avaliar a taxa de
formacdo de blastocistos oriundos de odcitos MI. Material e Métodos: Estudo do
tipo transversal. Foram selecionadas 164 pacientescom indicacdo para realizar FIV
na Clinica Pronatus, durante o periodo de janeiro de 2013 a dezembro de 2016.
Resultados: No total, 1467 odcitos foram fertilizados por ICSI, dos quais 1153
estavam em estagio Mll e 314 em MI. Destes, 201 maturaram in vitro para MIl (MI-
MIl) e 113 permaneceram em estagio Ml apds 3 horas no meio de cultura. A idade
média das pacientes foi de 35,6 anos. A taxa de maturacgao in vitro foi de 64,01%. A
taxa de fertilizacdo em odcitos Ml foi a menor (31,9%), enquanto que os odcitos Mil
tiveram a melhor taxa (79,1%). A comparacéo da taxa de fertilizagdo mostrou que 0s
odcitos Ml possuem uma chance 88% menor de formar embrido com 2 pro-nucleos
em relacdo aos odcitos MIl (p<0.001). Notou-se que os embrides provenientes de Ml
tém a maior incidéncia de multinucleacdo e possuem um risco 2,63 vezes maior de
apresentarem anormalidades de divisao celular em relacdo aos Ml (p=0.008). A taxa
de formacao de blastocistos foi maior nos embriées oriundos de odcitos Ml (36,4%),
a taxa nos embrides de MI-MII foi de 11,4% e nos embrides de odcitos MI foi de
0.8%. O risco de odcitos Ml nao formarem blastocistos € de 99% em relacdo aos Ml
(p<0.001). Ao correlacionar a idade com a obtencao de odcitos e com a formacao de
blastocistos, observou-se que a quantidade de odcitos MIl diminui com o aumento
da idade (p=0.002) e que ha queda na formacdo de blastocistos oriundos destes
oo0citos em pacientes acima de 40 anos (p=0.03). Conclusado: A utilizacdo de
oocitos Ml na FIV deve ser desencorajada, pois possuem baixo potencial de
desenvolvimento embrionario e forma embries de baixa qualidade, com taxa de
formacédo de blastocisto menor que 1%. Entretanto, o uso de MI-MIl pode ser
estimulado nos ciclos de FIV como alternativa a baixa obtencdo de odcitos MIl em
mulheres com idade avancada.

Palavras-chave: Blastocistos. Metafase I. Fertilizac&o in vitro.



ABSTRACT

In vitro fertilization (IVF) is a procedure performed to overcome female and
male infertility. During oocyte aspiration, it can occur retrieval of mature oocytes, in
metaphase 1l (MIl), or meiotically immature, in metaphase | (Ml). These can
spontaneously mature in vitro for MIl within a few hours. As women age, there is a
decrease in the quantity and quality of oocytes collected. The increase in pregnancy
rate is directly related to the number of blastocysts obtained in the IVF cycle.
Objective: To evaluate blastocysts formation rates from MI oocytes. Methods:
Cross-sectional study. A total of 164 patients were selected to perform IVF at the
Pronatus Clinic from January 2013 to December 2016. Results: In total, 1467
oocytes were fertilized by ICSI, which 1153 were in the Mll stage and 314 in the MI.
Considering these 314 MI, 201 matured in vitro for MIl (MI-MIl) and 113 remained in
the MI stage after 3 hours in culture. The mean age of the patients was 35.6 years. In
vitro maturation rate was 64.01%. Fertilization rate in MI oocytes was the lowest
(31.9%), while MIl oocytes had the best rate (79.1%). The comparison of fertilization
rate showed that Ml oocytes have 88% lower chance of forming embryo with 2 pro-
nuclei than MIl oocytes (p<0.001). It was noted that embryos from MI stage have the
highest incidence of multinucleation and are 2.63 times more risk to have
abnormalities of cell division in relation to MIl (p=0.008). The blastocyst formation
rate was higher in embryos from MIl oocytes (36.4%), MI-MII oocytes rate was 11.4%
and embryos from MI oocytes was 0.8%. The risk of MI oocytes not forming a
blastocyst is 99% in relation to the MIl (p<0.001). When correlating age with both
oocyte retrieval and blastocyst formation, it was observed that the quantity of Ml
oocytes decreased with increasing age (p=0.002) and there was a decrease in
blastocysts formation from these oocytes in patients over 40 years (p=0.03).
Conclusion: The use of MI oocytes in IVF should be discouraged, since they have
low potential for embryonic development and form embryos of low quality, with a rate
of blastocyst formation of less than 1%. However, the use of in vitro matured Ml for
MIl oocytes can be stimulated in IVF cycles, as an alternative to low obtaining Mil
oocytes in elderly women.
Keywords: Blastocysts. Metaphase I. In vitro fertilization.
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1 INTRODUCAO

A fertilizacdo in vitro (FIV) é um procedimento realizado para tentar superar
diversos tipos de infertilidade feminina e masculina. Ao longo do ciclo de FIV, com
duracdo de, aproximadamente, duas semanas, ocorre as etapas de estimulagéo
ovariana, aspiracdo de oocitos dos foliculos ovarianos, fertilizacdo no laboratorio,
selecdo do embrido e sua transferéncia para a cavidade uterina (STEPTOE;
EDWARDS, 1976).

Durante a aspiracdo oocitaria pode haver coleta de odcitos maduros, em
metéafase Il (MIl), ou meioticamente imaturos, em metafase | (Ml) e em vesicula
germinativa (VG). A proporcao dos 0ocitos imaturos coletados oscila entre 15 a 20%
(CHA; CHAIN, 1998; SMITZ et al., 2004). Aléem disso, os o00citos em estagio Ml
podem, espontaneamente, maturar in vitro para MIl (MI-MIl) em poucas horas
(STRASSBURGER et al., 2004).

Ainda ndo se sabe ao certo a explicacdo da nédo responsividade de alguns
oocitos a estimulacdo ovariana, mas € possivel que os diferentes estagios de
desenvolvimento dos foliculos produzam um variado grau de maturacdo apés a
estimulacdo. Dessa forma, durante a aspiracdo sdo coletados odcitos de grupos
heterogéneos de foliculos (STOUFEER; ZELINSK-WOOTEN, 2004).

A resposta ovariana a estimulacdo é variavel e depende fortemente da
reserva ovariana de cada mulher. Com o aumento da idade ha uma diminuicdo da
guantidade e da qualidade de odcitos obtidos, portanto a idade é considerada o
principal influenciador desta resposta (SU et al., 2017). O aumento crescente de
casais que buscam técnicas de reproducdo assistida (TRA), bem como o numero
cada vez maior de mulheres acima de 40 anos que desejam uma nova ou a primeira
gravidez, levam os especialistas da area a sempre estarem em busca de melhores
resultados.

Sabe-se que o0 aumento da taxa de gravidez esta relacionado diretamente ao
namero de embrides em estagio de blastocisto obtidos no ciclo de FIV, e este
namero depende da quantidade e qualidade dos oécitos MIl coletados. Como a
obtencdo destes o0citos é inversamente proporcional a idade da paciente, se
discute, como alternativa, o uso de odcitos Ml para FIV, principalmente em casais

com idade avancada. Portanto, € importante determinar se a fertilizacdo de odcitos



imaturos, em estagio MI, pode aumentar a quantidade de embriées que cheguem ao

estagio de blastocisto e, consequentemente, melhorar as chances de gravidez.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

1) Avaliar a taxa de formacé&o de blastocistos oriundos de od6citos em metafase I.

1.1.2 Objetivos Especificos
1) Analisar e comparar a taxa de fertilizacdo dos oocitos MI, MI-Mll e MlI;

2) Verificar e comparar a incidéncia de multinucleacdo embrionaria dos odcitos

MI, MI-MIl e MII.
3) Analisar e comparar a taxa de formacao de blastocistos dos o6citos MI, MI-Mll
e MIl;

4) Correlacionar a taxa de formacao de blastocistos de acordo com a faixa etaria
das mulheres;
5) Correlacionar a obtencao de odécitos MI, MI-MIl e MIl de acordo com a faixa

etaria das mulheres;
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 TECNICAS DE REPRODUCAO ASSISTIDA

As técnicas de reproducdo assistida sdo utilizadas para o tratamento da
infertilidade e consistem na manipulacdo dos gametas fora do corpo humano
(TALAULIKAR; ARULKUMARAN, 2013). Abrange tanto a fertilizagao in vitro, quanto
os procedimentos relacionados a ela, como a injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSl), o diagndstico genético pré-implantacional (PGD),
criopreservagdo, transferéncia de embrides congelados-descongelados, uso de
gametas doados, barriga solidaria, entre outros (ROSENWAKS, 2014).

O processo de FIV, método mais comum de reproducao assistida, envolve a
inducdo da ovulacdo, aspiracdo oocitéria, fertilizacdo do odcito em laboratério,
desenvolvimento embrionario e transferéncia para o utero (ALAN; CHERNEY, 1980).
A ICSI comecou a ser utilizada como uma alternativa para aumentar a taxa de
sucesso da FIV e consiste na injecdo de um unico espermatozoide no citoplasma de
um odcito maduro (ROSENWAKS, 2014).

Percebe-se um aumento crescente da procura por TRAs, principalmente apés o
nascimento da primeira crianca como resultado desta técnica em 1978. Desde
entdo, estima-se que um total de 5 milhdes de bebés tenham nascido como fruto de
reproducéo assistida (TALAULIKAR; ARULKUMARAN, 2013). Com o0s avancos
tecnolégicos destas técnicas, somados a mudanca sécio-econdmica observada na
sociedade, foi constatado que, aproximadamente, 50% dos casais inférteis seréo
encaminhados para tratamento por reproducdo assistida (MAHMOUD;
PUNUKOLLU; MAHMOOD, 2013).

2.2 INFERTILIDADE E AVALIA(;AO DA RESERVA OVARIANA

Com eficacia estabelecida, a FIV tem sido disponibilizada para possibilitar
gravidez em mulheres inférteis, uma vez que a taxa de nascidos vivos é
significativamente maior em casais inférteis que se submetem as TRAs em relacéo
aos que ndo se submetem (KALLEN et al., 2011). A infertilidade é definida como a
incapacidade de um casal em conceber um filho apés um ano mantendo
regularmente relagcdes sexuais desprotegidas (ONTARIO, 2006). Pode ser

classificada como infertilidade primaria, onde estdo as mulheres que nunca
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engravidaram, ou secundaria, em que as mulheres ja tiveram uma gestacéo prévia,
com ou sem nascido vivo (PREVENTION, 2014).

Dentre as causas de infertilidade, pode-se destacar os fatores tubarios,
uterinos, fatores masculinos severos, diminuicdo da reserva ovariana, entre outros.
A idade da mulher é o maior determinante da taxa sucesso da FIV, pois ha um
declinio da qualidade dos odcitos, da reserva ovariana e da funcdo ovulatéria
(HUDDLESTON et al., 2010; SU et al., 2017), portanto esse tratamento pode superar
a infertilidade em mulheres jovens, mas néo ira reverter o declinio da infertilidade em
mulheres mais velhas (BAKER et al., 2010; MALIZIA; HACKER; PENZIAS, 2009).
Para exemplificar os dados citados acima, pesquisas recentes mostram que, entre
as mulheres nuligestas, as quais tém o fator idade estreitamente correlacionado com
a infertilidade, o percentual de infertilidade aumenta com o avango da idade: 15-34
anos varia de 7-9%, entre 35-39 anos cerca de 25% e nas mulheres nuligestas com
idade entre 40-44 anos esse percentual aumenta para 30% (PREVENTION, 2014).

A reserva ovariana representa o potencial funcional dos ovarios através da
gualidade e quantidade de odcitos disponiveis para recrutamento. A quantidade de
foliculos ovarianos é limitado e declina com o aumento da idade da mulher, até
chegar na menopausa (SILVA; VILODRE, 2009). A reducdo da reserva ovariana
pode ser avaliada indiretamente pela dosagem sérica de FSH (>12 UI/L) e de
estradiol (<70 pg/ml) no 3° dia do ciclo menstrual. Mesmo que as dosagens estejam
nos parametros normais podem né&o significar pacientes com maiores chances de
gravidez (BUKMAN; HEINEMAN, 2001).

Outro preditor importante é a contagem de foliculos antrais (CFA) e o volume
ovariano através da ultrassonografia transvaginal (USG-TV). Contagem maior que
10 foliculos ovarianos se correlaciona com boa resposta a inducédo no processo de
FIV (BANCSI et al, 2004). Além disso, considera-se a CFA um melhor marcador em
prenunciar ma resposta ovariana quando comparada as dosagens de FSH e
estradiol (SCHEFFER et al., 2003).

A dosagem do horménio anti-muleriano (AMH) é considerada um melhor
marcador para avaliagcdo da reserva ovariana em relacdo as dosagens de FSH, e
esta intimamente relacionada com a CFA (BROEKMANS et al., 2006). O AMH ¢é
expressado pelas células da granulosa de foliculos ovarianos em crescimento,
possui a vantagem de variar pouco durante o ciclo menstrual, o que confere alta

confiabilidade, sendo um excelente preditor da boa reserva ovariana e
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correlacionando-se com a resposta ovariana a estimulagdo nos ciclos de FIV
(MOHIYIDDEEN et al., 2012).

2.3 ESTIMULA(;AO OVARIANA

Como estratégia para aumentar as taxas de gravidez, a estimulacdo ovariana
foi adotada. Assim, o desenvolvimento de multiplos foliculos gera mdltiplos odcitos
para serem aspirados, fertilizados e transferidos. Entretanto, a transferéncia de
varios embribes de uma sé vez pode ter como consequéncia o aumento de
gestacBes multiplas (INGERSLEV et al., 2001).

Para realizar essa estimulacdo existem varios protocolos, sendo que 0s mais
utilizado sédo o longo (agonista) e o curto (antagonista). No protocolo longo se inicia,
na fase litea do ciclo anterior, o uso de agonista do horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) por duas semanas, assim, o efeito estimulatério inicial do
agonista € blogueado pela secrecdo enddgena de progesterona e estradiol. Para
estimular o crescimento folicular, € utilizado gonadotrofina menopausal humana
(hMG) elou hormoénio foliculo estimulante (FSH), enquanto o agonista GnRH é
continuado em doses baixas para prevenir o pico precoce de secre¢do do hormonio
luteinizante (LH) (VAN WELY et al., 2003).

No que diz respeito ao protocolo curto, o antagonista GnRH € iniciado
somente quando os foliculos atingirem mais de 14 mm, geralmente no sexto dia do
estimulo. O uso do antagonista resulta numa dessensibilizacdo pituitaria mais rapida
e, de acordo com uma meta-analise, a sua utilizagdo reduziu a incidéncia da
sindrome de hiperestimulacéo ovariana em 60% em relacdo ao uso de um agonista
GnRH (AL-INANY et al., 2011).

Para iniciar a cascata ovulatéria, dois ou mais foliculos ovarianos precisam
estar com didmetro maior ou igual a 18 mm. Entdo, como gatilho da ovulagdo, &
utilizado a gonadotrofina coribnica humana (hCG), recombinante ou urinaria, ou
agonista do GnRH e, como resultado, pode-se obter 6évulos em estagio Mll, Ml e VG
(AL-INANY et al., 2005).

2.4 MATURACAO FOLICULAR
Para entender melhor a maturacdo dos foliculos € importante relembrar a
ovogénese, processo de formacdo dos odcitos maduros, que se inicia antes do

nascimento e € continuado durante a puberdade até a menopausa da mulher.
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Durante a vida fetal, ha uma proliferacdo mitotica de ovogbdnias para formar os
o0citos primarios, que iniciam sua divisdo meidtica antes do nascimento, parando
em profase | (fase do diploteno). Este, é a vesicula germinativa, que constitui os
foliculos primordiais presentes no ovario da mulher (MOORE; PERSAUD, 2008).

Apds o nascimento, os odcitos primarios (foliculos primordiais) permanecem
em repouso até a puberdade, onde a regulacdo hormonal promove a maturacdo
gradativa destes foliculos. Assim, tém-se oo6citos em metafase | quando, estes, ndo
possuem corpusculo polar e ainda sdo diploides, visto que ndo completaram a
primeira divisdo meiotica. Ao completar esta primeira divisdo, 0s 00citos iniciam a
meiose Il e param em metafase Il, constituindo os odcitos secundarios, que sao
haploides, com citoplasma abundante e com maturacdo do nucleo e do cumulus
oophorus (células da granulosa que envolvem os 00citos). A presenca do corpusculo
polar comprova que o odcito maturou e estd em metéfase Il. A segunda divisdo
meiotica s6 é completada apds a fecundacdo (MOORE; PERSAUD, 2008).

Na FIV, ap6s 34-36 horas da administracdo de hCG, é realizada a aspiracao
dos odcitos guiada por USG-TV, sob analgesia/anestesia (KWAN et al., 2013). Essa
etapa € importante, pois quanto maior o niumero de odécitos aspirados por ciclo de
FIV, maior sera a taxa de nascidos vivos pela técnica (SUNKARA et al.,, 2011;
STEWARD et al., 2014).

A maturacao folicular é de extrema importancia para que os resultados da FIV
tenham sucesso, gerando embrides viaveis para a implantacao. Os o6citos em VG e
MI ainda s&o imaturos morfologicamente para garantir a formacédo de embrides de
gualidade. Como o recrutamento folicular no ciclo de FIV é feito de maneira
anacronica, os oocitos podem estar em fases distintas de maturacdo (CAMARGOS
et al., 2007). Ainda ndo se sabe o porqué da nao responsividade destes ao gatilho
de maturagéo, mas pode ser devido aos diferentes estagios de desenvolvimento dos
foliculos durante o periodo de estimulacdo, a aspiragéo de foliculos antrais menores,
as caracteristicas da paciente e ao tipo de protocolo utilizado (STOUFFER;
ZELINSK-WOOTEN, 2004; TRIWITAYAKORN et al., 2003).

Os odcitos em estagio MI podem alcancar espontaneamente, em poucas
horas, a maturacdo meibtica in vitro para o estagio Mll (MIl maturado in vitro), porém
geralmente ndo séo utilizados. Esse fato é atribuido a diversas pesquisas que
relatam menores taxas de fertilizacdo e de implantacéo dos oécitos MIl maturados in
vitro em relacdo aos maturados in vivo (STRASSBURGER et al., 2004; ALCOBA et
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al., 2013). Apesar disso, apds a primeira descricdo de um odcito humano ter sido
maturado in vitro (EDWARDS, 1965), o interesse sobre o procedimento aumentou
devido a possibilidade de aumentar também o nameros de odcitos disponiveis para
fertilizagdo, tranferéncia e criopreservacao (SON; LEE; LIM, 2005).

Logo, quando a quantidade de odcitos MIl aspirados for pequena, em
consequéncia da baixa resposta da paciente a estimulacdo ovariana, o uso de
oocitos MI maturados in vitro pode ser cogitada. A classificacdo utilizada para
identificar que a mulheres seja pouco responsiva depende da quantidade de odcitos
retirado e varia de acordo com o autor, podendo ser ser menor ou igual a 4, menor
gue 5 ou menor ou igual a 6, sem distinguir o estagio de maturidade (FABER et al.,

1998; DE SUTTER; DHONT, 2003; MORENO et al., 1998).

2.5 INJEQAO INTRACITOPLASMATICA DE ESPERMATOZOIDE

Para deflagrar o processo de fertilizacdo, €é necessario misturar o
espermatozoide e o odcito maduro em um meio de cultura (HUANG et al., 2013).
Entretanto, 4 a 16% das fertilizacdes podem falhar e, provavelmente, essa falha vai
ser recorrente nos outros ciclos de FIV em aproximadamente 30%. Para superar
essas falhas e aumentar as taxas de gravidez em casais com fatores severos de
infertilidade masculina, é realizado ICSI (MOLLOY et al., 1991).

A fertilizacdo é confirmada quando ha a formacéo de dois pronucleos (2pn) no
zigoto apds, aproximadamente, 17 horas da ICSI, representando a taxa de
fertilizacdo. Apos essa etapa, os blastbmeros comegcam a se dividir e em 72 horas o
embrido possui cerca de 8 células. Entre o dia 2 e o dia 4 o embrido estd em estagio
de clivagem e, no quinto dia (D5), ele alcanca o estagio de blastocisto. A
implantacédo do embrido no Utero é esperada no dia 7, portanto, a transferéncia para
a cavidade uterina deve ocorrer antes desse periodo (BOISO et al., 2002).

E importante ressaltar que pode haver falha na fertilizacio apos a ICSI, sendo
considerada anormal quando ndo ha formacdo de 2pn e ha auséncia do segundo
corpusculo polar. A multinucleacdo embrionaria, formacéo de 3 ou mais pré-nucleos
(3PN) é uma anormalidade que acomete mais odécitos imaturos, evidenciando a
melhor performance dos odcitos MIl para desenvolver-se adequadamente do ponto
de vista embriolégico. Mulheres inférteis podem apresentar, entre outros problemas,
alteracdo na maturacdo dos odcitos, resultando em uma maior porcentagem de

multinucleacdo. Além disso, esta anormalidade também esta relacionada ao baixo
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potencial de implantacdo do embrido na cavidade uterina (DE VICENTIIS; DE
MARTINO; BUFFONE, 2013).

2.6 TRANSFERENCIA DO EMBRIAO

A transferéncia do embrido pode ser feita no dia 3 (D3) ou no dia 5. As
vantagens de esperar o estagio de blastocisto para a transferéncia € permitir a
selecdo de embrides de melhor qualidade, visto que o sucesso da tranferéncia esta
intimamente relacionado a este fator, e transferir no tempo em que o embrido
fertiizado in vivo alcancaria a cavidade uterina, bem como diminuir a taxa de
gravidez multipla (GLUJOVSKY et al.,, 2012). Além disso, é possivel realizar o
diagnéstico genético pré-imaplantacional em embrifes no D3 e esperar a andlise do
blastdmero biopsiado nessa técnica para, entéo, transferir no D5 (MEDICINE,2004).

Embribes no estagio de clivagem possuem uma taxa de implantacdo baixa,
guando comparados aos embrifes D5. Devido a isso, as clinicas optam por transferir
mais de um embrido D3 a fim de obter melhores taxas de gravidez (DAVID et al.,
1998). O Conselho Federal de Medicina preconiza, segundo a resolucdo de 2013,
gue o numero maximo de embrifes transferidos para a receptora tem que ser, no
maximo, quatro. E nas recomendacdes a serem seguidas para transferéncia tém-se
gue: a) mulheres com até 35 anos: até 2 embrides; b) mulheres entre 36 e 39 anos:
até 3 embrides; ¢) mulheres entre 40 e 50 anos: até 4 embrides; d) nas situacdes de
doacdo de Ovulos e embrides, considera-se a idade da doadora no momento da
coleta dos o6vulos (MEDICINA, 2013). Dessa forma, pode-se observar que a
transferéncia em D3 aumentaria a chance de gravidez mdltipla, quando relacionado
ao D5. Além disso, as tubas uterinas e o Utero fornecem ambientes nutricionais
distintos para o embrido, assim sendo, no dia 3 o embrido formado in vivo estaria na
tuba uterina e ndo no Utero. Este fato compromete o desenvolvimento e a viabilidade
do embrido transferido em estagio de clivagem para a cavidade uterina
(GLUJOVSKY et al., 2012).

Portanto, € desejavel que a transferéncia seja realizada com o embrido em
um estagio mais avancado, em que o desenvolvimento seria favoravel, resultando
em taxas de implantacdo mais elevadas (DAVID et al., 1998; BLAKE et al., 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO
Foi realizado um estudo do tipo transversal com andlise de prontuario de
mulheres submetidas a fertilizacdo in vitro por injecdo intracitoplasmatica de

espermatozoides, durante o periodo de janeiro de 2013 a dezembro de 2016.

3.2POPULACAO E AMOSTRA

Foram selecionadas um total de 164 pacientes e 1467 odcitos foram
fertilizados por ICSI, dos quais 1153 estavam em estagio Mll e 314 em estagio Ml.
Destes, 201 maturaram in vitro para MIl (MI-MII) e 113 permaneceram em estagio Ml
apos 3 horas no meio de cultura embrionaria equilibrada “single step” (Global Total,
Irvine Scientific). Para correlacionar a idade das mulheres com a obtencdo de
oocitos em diferentes estagios de maturacdo e com a formacgédo de blastocistos, a
faixa etéria foi dividida em: < 34 anos, entre 35-39 anos e = 40 anos. Todas as
pacientes tiveram diagnoéstico de infertilidade conjugal e indicacdo para realizar
fertilizacdo in vitro no Centro de Medicina Reprodutiva Pré Social e Clinica Pronatus

em Belém, Par4, Brasil.

3.3CRITERIOS DE INCLUSAO

Mulheres com idade entre 18 e 45 anos que tenham obtido pelo menos um
oocito em estagio Ml fertilizado por ICSI, no Centro de Medicina Reprodutiva Pré
Social e Clinica Pronatus, no periodo de janeiro de 2013 a dezembro de 2016.

3.4 CRITERIO DE EXCLUSAO

Pacientes que ndo preencheram os critérios de inclusdo; pacientes que
realizaram quimioterapia ou radioterapia; casais que realizaram FIV por fator
masculino severo e/ou que necessitaram fazer puncdo de epididimo e/ou biopsia

testicular para obtencéo de espermatozoides.
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3.5 PROCEDIMENTOS

3.5.1 Protocolo de Inducéo Ovariana

No protocolo de estimulacdo ovariana é incluido FSH recombinante (rFSH),
antagonistas e recombinante da gonadotrofina coribnica humana (rhCG). Todas as
pacientes foram submetidos a uma contagem de foliculos antrais no dia 3 do ciclo
menstrual e também dosagem de FSH, LH e estradiol. Tratamento com rFSH
(Puregon-Organon) era, entao, iniciado com doses diarias de d1 200Ul, d2 200Ul, d3
200 Ul, d4 e d5 150 Ul. No sexto dia , a USG-TV foi repetida e, apartir deste dia, a
cada dois dias. A dose rFSH foi perfeitamente ajustada com base nos resultados de
USG, até os foliculos atingirem tamanho maior que 17mm, em relagdo ao niamero e
tamanho dos foliculos em desenvolvimento. O GnRH, Orgalutran (Organon
0,25mg/d), foi administrado por via subcutanea (SC) com ciclo de injecdo
diariamente desde o0 momento que os foliculos atingiram 14mm, até a administracéo
de rhCG (Ovidrel 250mcg, Serono). O rhCG foi administrado quando os foliculos
atingiram tamanho maior que 17mm, como gatilho de maturagdo oocitaria. A
recuperacdo dos odcitos foi guiada por USG-TV, realizada apés 35 horas da

adiministracdo do rhCG.

3.5.2 Procedimentos Laboratoriais e Tratamento dos Odcitos Ml

As 0 horas os odcitos séo recolhidos e, & medida em que os odcitos, ainda
com as células do cumulus, séo localizados em meio ao liquido folicular, os mesmos
sdo transferidos para uma placa contendo meio de cultura tamponado HAM
(Modified HAM’s F10, Irvine Scientific) coberto por 6leo mineral (Light Oil — Irvine
Scientific). Apés o rastreamento, todos 0s oécitos sdo imediatamente submetidos a
uma solucdo pura de 100uL de hialuronidase (Ingase — solucdo enzima
hialuronidase - 80 IU/ml, Ingamed) por 45s a 1minuto para a remocéao das células do
cumulus. Em seguida todos os odécitos sado transferidos para uma placa com meio de
cultura tamponado e suplementado MHM-c (Multipurpose Handing Medium
Complete, Irvine Scientific) coberto por 6leo mineral, para a remo¢do mecanica das
células da Corona.

Terminada a remocao total das células da Corona, realiza-se em lupa a
classificagdo da maturacdo oocitaria segundo a presenca do primeiro corpusculo

polar (MIl), auséncia de corpusculo polar (MI) e presenca de vesicula germinativa
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(VG). Apos a classificacdo e contagem dos odcitos, somente aqueles classificados
como MIl e MI séo transferidos para uma placa com meio de cultura embrionaria
equilibrada “single step” (Global Total, Irvine Scientific), onde ficardo incubados pos-
denudacdo por até 3h. Determinou-se o prazo maximo de 3h como o limite de
incubacdo para a estabilizagdo dos od6citos maduros MIl, assim como tempo limite
de maturacdo in vitro dos Imaturos MI, antes da realizagéo da ICSI dos mesmos.

Os odcitos MI foram injetados independentemente de terem apresentado
maturacdo in vitro apdés as 3h de incubacdo. Em casos de congelamento total de
odcitos para uso posterior, os o6citos MIl e Ml foram congelados em até 2h apds a
puncao folicular, independentemente dos MI terem apresentado maturacgédo in vitro.
Os MI foram congelados mesmo sem maturacdo por apresentarem capacidade de
maturacdo no pos-descongelamento em alguns casos.

Para proceder com a ICSI, o parceiro do sexo masculino ja teria apresentado
a sua amostra de sémen antes do processo de recuperacdo de odcitos, apds um
periodo de abstinéncia de 2 a 5 dias. Os espermatozéides sao preparados por swim-
up ou método de dupla centrifugacdo em gradiente.

A taxa de falha na fertilizag&o foi considerada quando o embrido apresentou
outro valor que nao 2 pro-nicleos, desconsiderando os embrides degenerados e 0s

nao fertlizados.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Variaveis categoricas foram comparadas utilizando-se os testes de Qui-
guadrado. Variaveis continuas foram analisadas utilizando-se Anova e realizado,
guando p<0.05, test de POST HOC BONFERRONI. Associacdes foram feitas com
teste de Spearman ou regressdo logistica. As diferencas entre os grupos foram
consideradas significativas quando p<0,05. Foi utilizado o programa estatistico

SPSS verséo 23.0 para tabulacéo e analise dos dados.

3.7 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi realizada em compromisso com a confidencialidade,
privacidade e protecédo da imagem dos pacientes analisados. As informagdes foram
coletadas de forma andénima em prontuarios e os resultados foram apresentados de

forma agregada, ndo permitindo a identificacdo dos participantes. Devido a isso, foi
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dispensado o uso do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). O
patrocinador principal desta pesquisa € o Centro Especializado em Medicina de
Reproducdo Humana LTDA — PRONATUS. A coleta e posterior analise do banco de
dados so foi realizada apés aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa em Seres
Humanos do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Pard,
parecer n° 2.170.871.



4 RESULTADOS

Nas caracteristicas do grupo estudado, conforme descrito na tabela 1,
identifica-se um o total de 164 pacientes avaliadas. Ao observar a idade das
mulheres, tem-se que a média é de 35,6 anos. O tempo de infertilidade
apresentado € de 5,6 anos em média. E, em relacdo a idade das mulheres na
menarca, a média foi de 12 anos.

Além disso, pode-se observar que o numero total de odcitos obtidos e
fertilizados através de ICSI foi de 1467. Destes, 1153 foram obtidos em estagio
MIl, 314 em estagio MI, no qual 201 maturaram in vitro para MIl e 113
permaneceram em estagio Ml ap6s 3 horas no meio de cultura. Assim, a taxa de

maturacao in vitro € de 64,01%, conforme descrito na tabela 1.

TABELA 1 — PERFIL DA AMOSTRA

ITEM M + DP ou N (%)*
Total de Pacientes n =164
Idade 35,6 +4,2
Tempo de Infertilidade (anos) 56+5,1
Menarca 12+1,5
Total de Od6citos Avaliados** 1467 (100%)
Ml 1153 (78,6%)
MI total 314 (21,4%)
MI ndo maturado 113 (7,7%)
MI-MII 201 (13,7%)
Fiibost

*M: média; DP: desvio padrdo; N: nimero
**MIl: metafase II; MIl: Metafase I; MI-MII: MIl maturado in vitro

Em relacdo a taxa de fertilizacdo, considerada adequada quando ha a
formacao de 2 pré-nucleos no primeiro dia, pode-se observar, na tabela 2, que os
oocitos Ml ndo maturados possuem a menor taxa de fertilizacdo (31,9%),

representando, aproximadamente, metade da taxa dos Ml que maturaram in vitro
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para MIl (60,2%). Os odcitos MIl apresentaram a melhor taxa de fertilizagédo

dentre os estagios analisados, com 79,1%.

TABELA 2 - TAXA DE FERTILIZACAO
ESTAGIO DE

MATURAGAO I)%tg'tgse 2pn (%) Falha (%) OR (IC 95%)* p-value®
DO OOCITO

Mil 1153 (73,11%@ (2(2),491%) (o,osoi-loz,lsg) <0.001%

M 113 (31%8%) (687,1%) (0,290éf1<§),555) <0.001°

MI-MI| 201 (63,221%) (352%) (1,99331-25?,301) <0.001¢

*OR: odds-ratio; IC: intervalo de confianga 95%
aComparagao Mll x Ml

bComparagdo Ml x MI-MII

¢Comparacédo Ml x MI-MlI

dAnova (POST HOC BONFERRONI)

A obtencdo de embrido com 1pn ou = 3pn foi considerada como falha na
fertilizacdo. Assim, encontrou-se que a porcentagem de falha no estagio Ml
(68,1%) foi maior que trés vezes a porcentagem para 0s o0citos em estagio Mil
(20,9%). A falha na fertilizacdo dos MII maturados in vitro (MI-MII) é cerca de duas
vezes maior que os MIl maturados in vivo (39,8% e 20,9%, respectivamente).
Portanto, ao analisar a tabela 2, observa-se que os odcitos MIl, além de
possuirem a melhor taxa de fertilizacdo, tém também o menor indice de falhas
neste processo.

Quando se faz a comparacdo estatistica da taxa de fertilizacdo entre os
grupos, conforme a tabela 2, percebe-se que, ao realizar a FIV, os oécitos M| tem
uma chance 88% menor de formar um embrido com 2 pré-nucleos em relacdo aos
oocitos MIl. Na correlacdo de odcitos MIl maturados in vivo com os maturados in
vitro, os MI-MII tém uma chance 60% menor de fertilizacdo adequada. E, por fim,
na comparacao entre os od4citos imaturos, nota-se que os MI-MII tém uma chance
3,25 vezes maior de formar embrido com 2 pré-nucleos quando comparado aos
oocitos M.

A tabela 3 ilustra a incidéncia de multinucleacdo nos embrides, na qual se
observa que aqueles provenientes de oo6citos Ml tem a maior porcentagem de
multinucleacdo e possui um risco 2,63 vezes maior de apresentar anormalidade

de divisdo nuclear em relacdo aos embrides oriundos de odcitos MIl, com
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relevancia estatistica (p=0.008). Os odcitos MI-MIl tiveram uma incidéncia de
multinucleacdo maior que oocitos MIl, porém na analise estatistica nao

apresentou relevancia significativa (p>0.05).

TABELA 3 — INCIDENCIA DE MULTINUCLEACAO EMBRIONARIA

ESTAGIO DE
MATURACAO E%t;'tg: nfgi'; ‘(’;) OR(IC95%)  p-value®
DO OOCITO .
Mil 1153 3.55% - -
2.63
(0] a
MI 113 8.84% (1.28-5.41) 0.008
1.57
- 0, b
MI-MII 201 5.47% (0.79.3.10) 0.195

aComparac¢éo Mil x Ml
bComparacéo Mll x MI-MII
¢Pearson correlation

Na tabela 4, observa-se que a taxa de formacéo de blastocisto foi maior nos
embrides oriundos de odcitos MIl, com taxa total de 36,4%, sendo que, 74,5%
destes formaram em D5 e 25,5% formaram no dia 6 (D6). A menor taxa de
formacéo foi do oocito MI, com apenas um blastocisto formado em D6, totalizando
0,8% do total de odcitos MI que foram fertilizados com ICSI. J& os odcitos MI-MII
tiveram uma taxa de formacéo de 11,4%, superando os odcitos MI, porém inferior

a um tergo da taxa de formacao de blastocistos oriundos de odcitos M.

TABELA 4 — TAXA DE FORMACAO DE BLASTOCISTOS EM RELACAO A MATURACAO DO OOCITO

ESTAGIO DE
MATURACAO  Total de

DO OOCITO ~ Oécitos  Dlastocistos  DS” D6*  OR(IC95%) p-value®
M 153 (32,24(‘)’/0) (72,153;@ (2%?51@) i -

- e (O,é%) (0,8%) (1001,0%) (o.oooé?ol.oaz) <0.001

MI-MI| 201 23 16 ’ 0.22 <0.001°

(11,4%) (69,6%)  (30,4%)  (0.144-0.354)

*D5: dia 5; D6: dia 6

aComparagéo MIl x Ml
bComparacdo Ml x MI-MII

¢Anova (POST HOC BONFERRONI)

Além disso, através da tabela 4, pode-se afirmar que o risco de odcitos Ml

ndo formarem blastocisto é, aproximadamente, 99% em relacdo aos oocitos em



estagio MIl. E, em relacdo aos odcitos MIl maturados in vitro, a chance de néo
formar blastocistos é de 78% quando comparados aos MIl maturados in vivo.
Ambos os resultados com relevancia estatistica (p<0.001).

Ao analisar a idade com a obtencdo de odcitos em diferentes estagios de
maturacdo, de acordo com a tabela 5, percebe-se que a quantidade de odcitos
coletados em estagio MIl diminui com o aumento da idade (p=0.002). Entretanto,
guando de relaciona a idade com a obtencdo de odcitos imaturos, apesar dos
nameros de MI e MI-MIl diminuirem com avan¢co da idade, o valor ndo é
estatisticamente significante (p=0.209 e p=0,62, respectivamente). Logo, pode-se
afirmar que a obtencdo de odcitos imaturos ndo se alterou com o aumento da

idade da mulher.

TABELA 5 - ESTAGIO DE MATURACAO DE OOCITOS DE ACORDO COM A FAIXA ETARIA

ESTAGIO DE 12D
MATURAGAO
DO OOCITO < 34 anos* 35-39 anos* 2 40 anos* p-value®
9,46 7,04 6,78
Mil (8,04-10,87) (6,28-7,80) (5,53-8,03) 0.002
1,08 0,93 0,57
M (0,73-1,43) (0,67-1,18) (0,22-0,21) 0209
1,31 1,17 1,39
MI-Mil (1,01-1,60) (0,94-1,40) (0,86-1,92) 0.620

@Anova (POST HOC BONFERRONI)
*Valores demonstrados na tabela: OR (IC 95%)

Da mesma forma, quando se relaciona a idade da paciente com a formagéao
de blastocisto oriundo de odcito MI-MII, nota-se que a idade ndo tem influéncia na
taxa de formacdo de blastocistos destes odcitos (p=0.128), como descrito na
tabela 6. Diferente do observado na relagcéao entre idade e formacao de blastocisto
proveniente de odcitos MIl, em que ha relevancia significativa, demonstrando uma
gueda na formacado de blastocistos oriundos destes oécitos em pacientes acima
de 40 anos (p=0.03).
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TABELA 6 ~-TAXA DE FORMAGCAO DE BLASTOCISTOS DE ACORDO COM A FAIXA ETARIA

24

i IDADE
FORMACAO DE
BLASTOCISTOS
< 34 anos* 35-39 anos* 2 40 anos* p-value?
2,85 2,51 1,87
Ml (2,61-3.01) (2.34-2.73) (1,71-1,94) 0,03
01 0,2 0,04
Mi-Mil (0,01-0,19) (0,11-0,28) (0,05-0,13) 0128

aAnova (POST HOC BONFERRONI)
*Valores demonstrados na tabela: OR (IC 95%)



5 DISCUSSAO

Na rotina de técnica de reproducao assistida, apesar do uso da estimulacao
ovariana e do hCG como gatilho para maturagédo folicular final, nem todos os
odcitos recrutados alcancam o estigio de metéfase Il. Além disso, alguns destes
odcitos maturados in vivo ndo possuem desenvolvimento embrionario esperado
para o seu estagio de maturacdo (BALAKIER et al., 2004). Os gametas coletados
ainda imaturos, em metafase |, sdo observados principalmente em casos de
paciente com pobre resposta e baixa reserva ovariana (STRASSBURGER et al.,
2004; VANHOUTTE et al., 2005). Nestes casos, a maturacédo in vitro (IVM) dos
oocitos MI para MII é utilizada para aumentar a taxa de fertilizacdo. Strassburger
et al. (2004) mostraram que a injecdo de odcitos MIl maturados in vitro apos 4
horas da coleta possui uma taxa de fertilizagdo maior quando comparado com
odcitos MI que foram fertilizados logo apds a denudacao.

No presente estudo, o tempo de maturacao in vitro de Ml para MIl foi de 3
horas, levando a uma taxa de IVM de 64,01% em relacéo ao total de odcitos Ml
coletados. Pesquisas tém demonstrado que a taxa de maturacao in vitro varia de
16,4% a 88,3% e aumenta com o0 prolongamento do periodo que o0 o0d0cito
permanece no meio de cultura (CHEN et al., 2000). Em relagdo ao tempo de
incubacao, Strassburger et al. (2004) encontraram que 13% dos odcitos Ml
maturaram dentro de 1 hora e que outros 41% maturaram dentro de 2,5 horas,
mostrando que a maioria dos odcitos Ml (54%) maturaram in vitro para MIl apés
2,5 horas de incubacéo.

Em seu estudo, Alvarez et al. (2013) afirmaram que o odécito imaturo precisa
de 2-6 horas para completar a sua maturacao in vitro. Além disso, concluiram que
0s odcitos imaturos de mulheres submetidas ao ciclo de FIV podem ser
maturados, fertilizados por ICSI e passarem por estdgio de clivagem in vitro,
sendo capazes de produzir gravidez e darem vida a uma crianca. Porém, afirma
gue a performance destes odcitos, no que diz respeito ao desenvolvimento
embrionério, é reduzida quando comparado aos odcitos MIl.

Ao avaliar a taxa de fertilizagdo, foi encontrado nesta pesquisa que O0sS
oocitos MI apresentaram a menor taxa de fertilizacdo (31,9%) em relacdo aos
outros estagios analisados, enquanto que, os oocitos MIl apresentaram a melhor

taxa, com 79,1%. Quanto aos ooécitos MI-MIl, a taxa de fertilizagéo foi 60,2%. A
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baixa taxa de fertilizacdo em odcitos imaturos é relatada por diversos estudos,
sendo que, em odcitos MI, a taxa de fertilizacdo tem se mostrado inferior aos
oocitos MI que maturaram in vitro para MIl (ALCOBA et al, 2013;
STRASSBURGER et al., 2004; DE VICENTIIS; MARTINO; BUFFONE, 2013;
VANHOUTTE et al.,2005; SHIN et al., 2013; SHU et al., 2007).

Percebe-se, com os resultados deste estudo, que a maturacdo do odcito tem
influéncia direta na taxa de fertilizacdo. De Vos et al. (1999) corroboram com estes
achados quando afirmam em seu estudo que a taxa de fertilizacdo de odécitos Mill
maturados in vivo (70,8%) é maior que em o6citos MIl maturados in vitro (52,7%),
com relevancia estatistica (p<0.001). Todavia, alguns estudos ndo encontraram
esta associacdo, como o de Alcoba et al. (2013), mostrando que a taxa de
fertilizacdo de odcitos MIl (74,5%) nao teve diferenca estatistica em relacdo a taxa
de odcitos MI-MII (68,2%), p=0.336. O aumento da taxa de fertilizagdo nos odcitos
MI-MIl em relacdo aos MI ndo maturados parece estar relacionado com o fato de
gue, estes ultimos, podem ndo formar fuso durante a divisédo celular (WINDT et al.,
2001; LEVRAN et al.,, 2002) ou ter uma falha para entrar em metafase
(HARTSHONE et al.,1999).

Ao analisar as taxas de fertilizacdo entres os diferentes estigios de
maturacao, observa-se que os odcitos MI-MIl tém 60% menos chances de formar
um embrido com 2 pro-nacleos do que aqueles em estagio Mll, enquanto os M
tém 88% menos chances em relacdo aos odcitos Mil. Além disso, ao se comparar
0s odcitos imaturos (Ml x MI-MII), nota-se uma chance 3,25 vezes maior de MI-MlI
ter sucesso na fertilizacdo. Os odécitos que nao apresentam 2 pro-nucleos no
primeiro dia apds ICSI sdo considerados como tendo falha na fertilizacdo. No
presente estudo, foi encontrado que a taxa de falha é maior em odécitos imaturos
(MI=68,1% e MI-MII=39,8%) quando comparados aos MIl (20,9%). Assim, este
resultado sugere que o0s od0citos MIl possuem melhor desenvolvimento
embrionario em relacdo aos o4citos imaturos.

Durante a fase de crescimento, os o6citos acumulam proteinas e RNAs para
completar a divisdo meibtica e manter a homeostase celular. Qualquer alteracao
nesse processo pode acarretar no atraso e falha do desenvolvimento embrionario
(TROUNSON; ANDERIESZ; JONES, 2001). A multinucleacéo tem sido associada
negativamente com esse desenvolvimento e com os desfechos de gravidez. Esta

anormalidade nuclear tem origem na deficiéncia de maturacdo embrionaria que
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produz defeitos de fuso, fragmentacdo nuclear ou defeito de migracéo na anafase
da divisdo mitética (SANFINS et al., 2004). Wang et al. (2001) e Eichenlaub-Ritter
et al. (2002), relatam que od6citos com auséncia de fuso no momento da ICSI tém
um potencial de desenvolvimento menor quando comparado a odécitos que
possuem fuso. Como resultado, sugerem que um embrido morfologicamente
normal oriundo de MI tem uma taxa de implantacdo reduzida devido a
anormalidades cromossOmicas frequentes. Ao avaliar oécitos MI-MIl, estudos
perceberam que a maturacdo nuclear ocorre antes do citoplasma completar sua
maturidade total, implicando em defeitos de organizacdo citoplasmatica e do
citoesqueleto, alterando a morfogénese do fuso meibtico e resultando em
embribes com desorganizacdo nuclear ou anormalidades cromossdémicas
(NOGUEIRA et al., 2000; SANFINS et al., 2004).

A avaliacdo da incidéncia de multinucleacdo feita neste estudo permite
constatar que os embrides derivados de odécitos MI tém maior incidéncia desta
alteracéo (8,84%) em relacdo aos outros estagios (MI-MI1=5,47% e MII=3,55%).
Ao comparar os estagios de maturagcdo com a multinucleagéo, observou-se que o
embrido proveniente de MI tem um risco de 2,63 vezes maior de apresentar
anormalidades de divisdo celular em relacdo aos embrides oriundos de MII.
Strassburger et al. (2004) concordam com nossos resultados quando reportam
gue a multinucleacéo de odcitos MI foi maior que odcitos MIl e MI-MIl (10% vs.
4%), porem relata que ndo houve diferenca entre MIl maturados in vitro e Mill
maturados in vivo, ambos tém incidéncia de multinucleagéo de 4%.

De Vicentiis et al. (2013) utilizaram em seu estudo 3 subgrupos para
relacionar oocitos maturados in vitro com a incidéncia de multinucleacéo: a)
utilizou o préprio gameta; b) utilizou od6citos doados; c) utilizou esperma doado.
Como resultado, afirmou que a multinucleacdo embrionaria est4d associada ao
embrido com baixo potencial de implantacdo e a frequéncia é mais observada em
embrides derivados de odcitos em estagio MI. No grupo “a” foi demonstrado que a
multinucleacdo em MIl foi de 8,5%, MI-MIl de 22,6% e MI de 35,9% (p<0.0001),
corroborando com nosso resultado. Além disso, a incidéncia de multinucleacdo
nao esta correlacionada com a origem dos gametas que foram usados para ICSI,
isto quer dizer que, a utilizacdo de gametas doados ndo modificou o fato de que a

imaturidade do odcito € o que aumenta a incidéncia de multinucleacao.
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Observou-se nesta pesquisa que a taxa de formacéo de blastocisto foi maior
nos embrides oriundos de odcitos Ml (36,4%), e a menor taxa foi encontrada nos
embrides oriundos de Ml (0,8%). Ja em odcitos MI-MII obteve-se taxa de 11,4%.
Um estudo que analisou 214 ciclos de FIV, obteve 2401 odcitos, sendo 73% em
estagio Mll, 20% em estagio Ml e 7% em VG, a taxa de IVM de MI para MII foi
cerca de 54% e a taxa de formacdo de blastocisto proveniente destes odécitos MI-
MIl foi de 16,7%, sendo inferior a um terco da taxa de formacao de blastocistos
oriundos de odcitos MIl que foi de 52%, p<0.05 (SHU et al., 2007), corroborando
com os resultados demonstrados neste trabalho.

De Vos et al. (1999) e Alcoba et al. (2013) ndo avaliaram blastocistos em
seus trabalhos, porém utilizaram a taxa de clivagem em D2 e D3 e mostraram que
esta taxa era semelhante em embridbes de MIl e nos embrides de MI-MIl,
aproximadamente 80%, confirmando que os odcitos maturados in vitro também
tém habilidade de gerar embrides de boa qualidade. Entretanto, sabe-se que
embrides com 2-3 dias de vida ainda ndo podem ser adequadamente avaliados
em relacdo a sua qualidade e que a transferéncia destes embrides esta em
desuso. Strassburger et al. (2004) apresentam valores diferentes em seus
resultados, no qual a taxa de clivagem foi similar entre Ml e MIl (ambos 95%), mas
significativamente baixa nos MI-MlIl (86%), com p<0.01.

Assim, pode-se observar que, embora taxa de clivagem seja similar entre
embrides derivados de odcitos MIl maturados in vivo e in vitro, como descrito nos
trabalhos citados acima, os resultados do presente estudo afirmam que a
porcentagem dos embrides oriundos de MI-MIl que se desenvolvem até
blastocisto €, significativamente, menor que a taxa de formacdo de blastocistos
oriundos de MIl e possui uma chance de 78% de ndo formar blastocistos. Além
disso, € demonstrado que os odcitos MI possuem taxa de formacao de blastocisto
menor que 1% com a chance de ndo formar blastocistos de, aproximadamente,
99%. Portanto, os odcitos Ml que ndo maturaram in vitro apresentam baixo
potencial de desenvolvimento para o estagio de blastocisto.

Ao relacionar a idade das pacientes com a formagédo de blastocistos, foi
demonstrado que, em pacientes acima de 40 anos, h4 uma queda na formacéo de
blastocistos proveniente de odcitos MIl (p=0.03). Ademais, observou-se que 0
aumento da idade da mulher leva a uma menor obtencdo destes od0citos

(p=0.002). Su et al. (2017) ressaltam a relevancia da idade da mulher no sucesso
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da FIV, afirmando em seu trabalho que o grupo de mulheres com menos de 40
anos obteve desfechos clinicos mais favoraveis em relacdo ao grupo de mulheres
mais velhas (240 anos), resultando em maiores taxas de transferéncia
embrionéria, de implantacdo e de gravidez. Dessa forma, a idade avancada da
mulher mostra-se como o fator de maior importancia para o prognostico da FIV,
uma vez que acarreta na diminuicdo da quantidade de odcitos e da qualidade
embrionaria.

A relacdo da idade e da formacdo de blastocistos oriundos de MI-MII n&o
teve relevancia estatistica (p=0.128), bem como a relacdo da idade com a
obtencdo de odcitos imaturos, Ml e MI-MII (p=0.209 e p=0.62, respectivamente).
Assim, podemos concluir que a idade ndo mostrou influéncia na obtencdo e na
taxa de formacao de blastocistos oriundos de odécitos imaturos.

Diante destes resultados, a utilizacdo de odécitos MI-MIl pode ter de uma
singular importancia em mulheres com idade avancada que buscam a FIV como
forma de superar a infertilidade, pois, apesar de apresentarem menor taxa de
formacéao de blastocistos e maior incidéncia de multinucleagéo que os odécitos Mill,
0s odcitos MI-MII ainda sdo capazes de proporcionar embrides blastocistos de
boa qualidade. Por outro lado, o6citos MI que ndo maturaram in vitro ndo devem
ser utilizados, visto que a taxa de formacado de blastocistos €, aproximadamente,
zero e de baixa qualidade, podendo acarretar em riscos genéticos a embrides

oriundos destes odcitos.
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6 CONCLUSAO

Os resultados encontrados neste trabalho poderdo auxiliar na conduta frente
ao casal infértil que necessita de fertilizacdo in vitro para engravidar. Foi possivel
retirar muitas davidas que ainda existiam sobre a utilizagdo de odcitos Ml para fins
de FIV.

Os odcitos Ml que ndo maturaram in vitro apresentam uma chance de
apenas 0,8% de formar blastocistos, possuem reduzida taxa de fertilizacdo, alto
indice de falhas neste processo e alta incidéncia de multinucleacdo embrionéria.
Assim, estes o00citos possuem um baixo potencial de desenvolvimento
embrionario e formam embrides de baixa qualidade, corroborando com estudos ja
realizados sobre o tema. Portanto, a utilizacdo de odcitos Ml em ciclos de FIV nédo
se justifica e deve ser desencorajada.

Por outro lado, a utilizacdo de od6citos MI-MIl pode aumentar a quantidade de
blastocistos disponiveis para transferéncia embrionaria, embora tenha se
observado que a taxa de formacdo de blastocistos oriundos destes oocitos €,
significativamente, menor que as de odcitos MIl. Apesar disto, os odécitos MI-MlI
apresentam melhores taxas de fertilizacdo, de formacdo de blastocistos e
menores indices de multinucleacdo embrionaria quando comparados aos Ml néo
maturados. Ao analisar a taxa de formacdo de blastocistos em mulheres com
idade avancada (acima de 40 anos), as quais possuem baixa reserva ovariana e
menor obtencdo de odcitos MIl, a utilizacdo de odcitos MI-MIlI pode ser
considerada, visto que, tanto a obtencdo destes odcitos, quanto a formacao de
blastocistos oriundos dos mesmos, ndo demonstraram ter correlacdo estatistica
com o aumento da idade.

Indiscutivelmente os odcitos MIl tiveram o melhor desempenho em todos os
resultados expostos neste estudo, ratificando que o seu uso demonstra desfechos
clinicos mais favoraveis nos ciclos de FIV. Entretanto, foi constatado que a
guantidade e a qualidade desses ovécitos diminuem com o avanco da idade.
Assim, a utilizacdo de MI-MII deve ser estimulada nos centros de Fertilizacédo in
vitro como alternativa a baixa obtencédo de odcitos maduros. Mais pesquisas sobre
este tema devem ser feitas, afim de buscar alternativas para minimizar os
resultados negativos e a necessidade de tratamentos repetitivos e,

conseguentemente, aumentar a taxa de sucesso da fertilizacéo in vitro.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a taxa de formacao de blastocistos oriundos de oécitos M.

Tipo de estudo: Transversal.

Local da pesquisa: Pronatus — Centro Especializado em Medicina de Reprodu¢do Humana
LTDA, durante o periodo de janeiro de 2013 a dezembro de 2016.

Pacientes: Foram selecionadas 164 pacientes, com idade entre 18 e 45 anos, que pelo menos
um od6cito Ml foi fertilizado por ICSI.

Intervencéo: Nenhuma.

Resultados: No total, 1467 odcitos foram fertilizados por ICSI, os quais 1153 estavam em
estdgio MIl e 314 em MI. Destes, 201 maturaram in vitro para MIl (MI-MII) e 113
permaneceram em estagio MI ap6s 3 horas no meio de cultura. A idade média das pacientes
foi de 35,6 anos. A taxa de maturacdo in vitro foi de 64,01%. A taxa de fertilizacdo em
odcitos M1 foi a menor (31,9%), enquanto que os odcitos MII tiveram a melhor taxa (79,1%).
A comparacdo da taxa de fertilizacdo mostrou que os odcitos MI possuem uma chance 88%
menor de formar embrido com 2 pré-nucleos em relacdo aos oécitos Ml (p<0.001). Notou-se
que os embrides provenientes de MI tém a maior incidéncia de multinucleacdo e possuem um
risco 2,63 vezes maior de apresentarem anormalidades de divisdo celular em relagcdo aos Ml
(p=0.008).A taxa de formacdo de blastocistos foi maior nos embrides oriundos de odcitos Ml
(36,4%) e a taxa nos embrides de MI-MlII foi de 11,4% nos odcitos MI de 0.8%. O risco de
oocitos MI ndo formarem blastocisto € de 99% em relacdo aos MIl (p<0.001). Ao
correlacionar a idade com a obtencao de odcitos e com a formacédo de blastocistos, observou-
se gue, a quantidade de odcitos MII diminui com o aumento da idade (p=0.002) e que ha
queda na formacdo de blastocistos oriundos destes odcitos em pacientes acima de 40 anos
(p=0.03).

Conclusédo: A utilizacdo de odcitos MI na FIV deve ser desencorajada, pois possuem baixo
potencial de desenvolvimento embrionario e forma embrides de baixa qualidade, com taxa de
formacéo de blastocisto menor que 1%. Entretanto, o uso de MI-MII pode ser estimulado nos
ciclos de FIV como alternativa & baixa obtencdo de odcitos MIl em mulheres com idade
avancada.

Palavras-chave: Blastcistos. Metafase 1. Fertilizacao in vitro.

!Aluna de Graduacdo do Curso de Medicina da Universidade Federal do Para. Belém, Pard, Brasil.
2Professor Doutor Curso de Medicina da Universidade Federal do Para. Belém, Para, Brasil.
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INTRODUCAO

A fertilizacdo in vitro (FIV) é um procedimento realizado para tentar superar diversos
tipos de infertilidade feminina e masculina. Ao longo do ciclo de FIV, com duracdo de,
aproximadamente, duas semanas, ocorre as etapas de estimulacdo ovariana, aspiracao de o4citos
dos foliculos ovarianos, fertilizacdo no laboratério, selecdo do embrido e sua transferéncia para a
cavidade uterinal,

Durante a aspiracdo oocitaria pode haver coleta de o6citos maduros em metéafase 11 (Mll),
ou meioticamente imaturos, em metafase I (MI) e em vesicula germinal (VG). A proporcao dos
Gocitos imaturos coletados oscila entre 15 a 20%23. Além disso, os odcitos em estagio M
podem, espontaneamente, maturar in vitro para MIl em poucas horas (MI-MI1).

Ainda ndo se sabe ao certo a explicacdo da ndo responsividade de alguns odcitos a
estimulacdo ovariana, mas é possivel que os diferentes estagios de desenvolvimento dos foliculos
produzam um variado grau de maturacdo apos a estimulacdo. Dessa forma, durante a aspiracao
sdo coletados oocitos de grupos heterogéneos de foliculos®.

A resposta ovariana a estimulacdo é variavel e depende fortemente da reserva ovariana de
cada mulher. Com o aumento da idade ha uma diminuicdo da quantidade e da qualidade de
odcitos obtidos, portanto a idade é considerada o principal influenciador desta resposta®. O
aumento crescente de casais que buscam técnicas de reproducgdo assistida (TRA), bem como o
nimero cada vez maior de mulheres acima de 40 anos que desejam uma nova ou a primeira
gravidez, levam os especialistas da area a sempre estarem em busca de melhores resultados.

Sabe-se que o0 aumento da taxa de gravidez esta relacionado diretamente ao nimero de
embrides em estagio de blastocisto obtidos no ciclo de FIV, e este nimero depende da
quantidade e qualidade dos odcitos MII coletados. Como a obtencdo destes odcitos é
inversamente proporcional a idade da paciente, se discute, como alternativa, o uso de o6citos Ml
para FIV, principalmente em casais com idade avancada. Portanto, o objetivo desta pesquisa €
avaliar se a fertilizacdo de odcitos imaturos, em estdgio MI, pode aumentar a quantidade de
embrides que cheguem ao estagio de blastocisto e, consequentemente, melhorar as chances de

gravidez.
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MATERIAL E METODOS

Tipo de estudo
Foi realizado um estudo do tipo transversal com andlise de prontuario de mulheres
submetidas a fertilizacdo in vitro por injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides, durante o

periodo de janeiro de 2013 a dezembro de 2016.

Selecéo de pacientes

Foram selecionadas um total de 164 pacientes e 1467 oocitos foram fertilizados por ICSl,
0s quais 1153 estavam em estagio MIl e 314 em estagio MI. Destes, 201 maturaram in vitro para
MIl (MI-MII) e 113 permaneceram em estagio Ml apds 3 horas no meio de cultura embrionaria
equilibrada “single step” (Global Total, Irvine Scientific). As pacientes com idade entre 18 e 45
anos que obtiveram pelo menos um odcito em estagio Ml fertilizado por ICSI, no periodo de
janeiro de 2013 a dezembro de 2016. Para correlacionar a idade das mulheres com a obtengéo de
odcitos em diferentes estagios de maturacdo e com a formacao de blastocistos, a faixa etaria foi
dividida em: < 34 anos, entre 35-39 anos e > 40 anos. Todas as pacientes tiveram diagnostico de
infertilidade conjugal e indicagdo para realizar fertilizagdo in vitro no Centro de Medicina

Reprodutiva Pré Social e Clinica Pronatus em Belém, Pard, Brasil.

Procedimentos
Protocolo de Inducéo Ovariana

No protocolo de estimulagdo ovariana € incluido FSH recombinante (rFSH), antagonistas
e recombinante da gonadotrofina coridnica humana (rhCG). Todas as pacientes foram
submetidos a uma contagem de foliculos antrais no dia 3 do ciclo menstrual e também dosagem
de FSH, LH e estradiol. Tratamento com rFSH (Puregon-Organon) era entdo iniciado com doses
diarias de d1 200Ul, d2 200Ul, d3 200 Ul, d4 e d5 150 Ul. No sexto dia , a USG-TV foi repetida
e, apartir deste dia, a cada dois dias. A dose rFSH foi perfeitamente ajustada com base nos
resultados de USG, até os foliculos atingirem tamanho maior que 17mm, em relacdo ao nimero e
tamanho dos foliculos em desenvolvimento. O GnRH, Orgalutran (Organon 0,25mg/d), foi
administrado por via subcutanea (SC) com ciclo de injecao diariamente desde 0 momento que 0s
foliculos atingiram 14mm, até a administracdo de rhCG (Ovidrel 250mcg, Serono). O rhCG foi
administrado quando os foliculos atingiram tamanho maior que 17mm, como gatilho de
maturacdo oocitaria. A recuperacdo dos odcitos foi guiada por USG-TV, realizada apds 35 horas

da adiministracédo do rhCG.
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Procedimentos Laboratoriais e Tratamento dos Odcitos Ml

As 0 horas os odcitos sdo recolhidos e, & medida em que os o6citos, ainda com as células

do cumulus, sdo localizados em meio ao liquido folicular, os mesmos s&o transferidos para uma
placa contendo meio de cultura tamponado HAM (Modified HAM’s F10, Irvine Scientific)
coberto por 6leo mineral (Light Oil — Irvine Scientific). Ap6s o rastreamento, todos 0s 06citos
sdo imediatamente submetidos a uma solucdo pura de 100uL de hialuronidase (Ingase — solugédo
enzima hialuronidase - 80 IU/ml, Ingamed) por 45s a 1minuto para a remocdo das células do
cumulus. Em seguida todos os o6citos sdo transferidos para uma placa com meio de cultura
tamponado e suplementado MHM-c (Multipurpose Handing Medium Complete, Irvine
Scientific) coberto por 6leo mineral, para a remo¢do mecanica das células da Corona.
Terminada a remocdo total das células da Corona, realiza-se em lupa a classificacdo da
maturacdo oocitaria segundo a presenca do primeiro corpusculo polar (MIl), auséncia de
corpusculo polar (MI) e presenca de vesicula germinativa (VG). Apds a classificacdo e contagem
dos odcitos, somente aqueles classificados como MIl e Ml sdo transferidos para uma placa com
meio de cultura embrionaria equilibrada “single step” (Global Total, Irvine Scientific), onde
ficardo incubados pés-denudacdo por até 3h. Determinou-se 0 prazo maximo de 3h como o
limite de incubacéo para a estabilizacdo dos o6citos maduros Mll, assim como tempo limite de
maturacao in vitro dos Imaturos M1, antes da realiza¢do da ICSI dos mesmos.

Os odcitos MI foram injetados independentemente de terem apresentado maturacdo in
vitro apds as 3h de incubacdo. Em casos de congelamento total de odcitos para uso posterior, 0s
odcitos MIl e MI foram congelados em até 2h apds a puncéo folicular, independentemente dos
MI terem apresentado maturacgdo in vitro. Os MI foram congelados mesmo sem maturacdo por
apresentarem capacidade de maturacdo no pos-descongelamento em alguns casos.

Para proceder com a ICSI, o parceiro do sexo masculino ja teria apresentado a sua
amostra de sémen antes do processo de recuperagdo de odcitos, apds um periodo de abstinéncia
de 2 a 5 dias. Os espermatozoides sdo preparados por swim-up ou método de dupla centrifugacéao
em gradiente.

A taxa de falha na fertilizacdo foi considerada quando o embrido apresentou outro valor

que ndo 2 pro-nucleos, desconsiderando os embrifes degenerados e os nédo fertlizados.

Anélise estatistica
Variaveis categdricas foram comparadas utilizando-se os testes de Qui-quadrado.

Variaveis continuas foram analisadas utilizando-se Anova e realizado, quando p<0.05, test de
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POST HOC BONFERRONI. Associagdes foram feitas com teste de Spearman ou regressao
logistica. As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando p<0,05. Foi

utilizado o programa estatistico SPSS versdo 23.0 para tabulacéo e analise dos dados.

RESULTADOS

Nas caracteristicas do grupo estudado, conforme descrito na tabela 1, identifica-se um o
total de 164 pacientes avaliadas. Ao observar a idade das mulheres, tem-se que a média é de 35,6
anos. O tempo de infertilidade apresentado é de 5,6 anos em média. E, em relacdo a idade das
mulheres na menarca, a média foi de 12 anos.

Além disso, pode-se observar que o nimero total de odcitos obtidos e fertilizados através
de ICSI foi de 1467. Destes, 1153 foram obtidos em estagio MlIl, 314 em estagio Ml, no qual
201 maturaram in vitro para MIl e 113 permaneceram em estagio Ml ap6s 3 horas no meio de

cultura. Assim, a taxa de maturacdo in vitro é de 64,01%, conforme descrito na tabela 1.

TABELA 1 - PERFIL DA AMOSTRA

ITEM M + DP ou N (%)*
Total de Pacientes n =164
Idade 35,6 +4,2
Tempo de Infertilidade (anos) 56+5,1
Menarca 12+15
Total de Odcitos Avaliados** 1467 (100%)
M| 1153 (78,6%)
MI total 314 (21,4%)
MI ndo maturado 113 (7,7%)
MI-MII 201 (13,7%)
Taxa de Maturagdo 64,01%

*M: média; DP: desvio padrdo; N: nimero
**MII: metafase II; MI: Metafase I; MI-MII: MII maturado in vitro
Em relacéo a taxa de fertilizacdo, considerada adequada quando ha a formag&o de 2 pro-
nucleos no primeiro dia, pode-se observar que os odcitos MI ndo maturados possuem a menor

taxa de fertilizacdo (31,9%), representando, aproximadamente, metade da taxa dos MI que
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maturaram in vitro para Ml (60,2%). Os odcitos MII apresentaram a melhor taxa de fertilizagdo

dentre os estagios analisados, com 79,1%.

TABELA 2 — TAXA DE FERTILIZACAO

ESTAGIO DE Total de
MATU RAQAO 06Gitos 2pn (%) Falha (%) OR (IC 95%)*  p-value®
DO 0OCITO

912 241 0,12 .

Mil 1153 (79.1%) (20,9%) (0,081-0.189) 0001

36 77 0,40 .

Mi 113 (31,9%) (68.1%) (0,292-0555)  ~0-001

3,25
MI-MII 201 121 80 (1,9935301)  <0.001°

(60,2%) (39,8%)

*OR: odds-ratio; IC: intervalo de confianca 95%
aComparacdo MIl x Ml

bComparagdo M1l x MI-MII

¢Comparacdo MI x MI-MlII

dAnova (POST HOC BONFERRONI)

A obtencdo de embrido com lpn ou > 3pn foi considerada como falha na fertilizagao.
Assim, encontrou-se que a porcentagem de falha no estagio Ml (68,1%) foi maior que trés vezes
a porcentagem para o0s oocitos em estdgio MII (20,9%). A falha na fertilizacdo dos MII
maturados in vitro (MI-MII) é cerca de duas vezes maior que os M1l maturados in vivo (39,8% e
20,9%, respectivamente). Portanto, ao analisar a tabela 2, observa-se que 0s odcitos MlI, além de
possuirem a melhor taxa de fertilizacédo, tém também o menor indice de falhas neste processo.

Quando se faz a comparacdo estatistica da taxa de fertilizacdo entre os grupos, conforme
a tabela 2, percebe-se que, ao realizar a FIV, os odcitos MI tem uma chance 88% menor de
formar um embrido com 2 prd-ndcleos em relagdo aos o6citos MIl. Na correlacdo de odcitos M|
maturados in vivo com os maturados in vitro, os MI-MII tém uma chance 60% menor de
fertilizacdo adequada. E, por fim, na comparacao entre os o0citos imaturos, nota-se que os MI-
MII tém uma chance 3,25 vezes maior de formar embrido com 2 pré-ndcleos quando comparado
aos odcitos MI.

A tabela 3 ilustra a incidéncia de multinucleacdo nos embrides, na qual se observa que
aqueles provenientes de odcitos MI tem a maior porcentagem de multinucleacdo e possui um
risco 2,63 vezes maior de apresentar anormalidade de divisdo nuclear em relacdo aos embrides
oriundos de o6citos MII, com relevancia estatistica (p=0.008). Os odcitos MI-MII tiveram uma
incidéncia de multinucleacdo maior que odcitos MII, porém na anélise estatistica ndo apresentou

relevancia significativa (p>0.05).
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TABELA 3 - INCIDENCIA DE MULTINUCLEACAO EMBRIONARIA

ESTAGIO QE Total de 3pnou
MATURACAO i m;is %) OR(IC)IC95%  p-value®
DO 0OCITO E
MII 1153 3.55% - -
2.63
0, a
M 113 8.84% (1.28-5.41) 0.008
1.57
- 0, b
MI-MII 201 5.47% (0.79.3.10) 0.195

aComparagdo MIl x Ml
bComparagdo M1l x MI-MII
¢ Pearson correlation

Na tabela 4 observa-se que a taxa de formagdo de blastocisto foi maior nos embrifes
oriundos de odcitos MII com taxa total de 36,4%, sendo que 74,5% destes formaram em D5 e
25,5% formaram em D6. A menor taxa de formacéo foi do odcito MI, com apenas um blastocisto
formado em D6, totalizando 0,8% do total de o6citos MI que foram fertilizados com ICSI. Ja os
oocitos MI-MII tiveram uma taxa de formacdo de 11,4%, superando os odcitos MI, porém
inferior a um terco da taxa de formacao de blastocistos oriundos de odcitos M.

Além disso, através da tabela 4 pode-se afirmar que o risco de odcitos MI ndo formarem
blastocisto é, aproximadamente, 99% em relacdo aos odcitos em estagio MII. E, em relagdo aos
oocitos MII maturados in vitro, a chance de ndo formar blastocistos é de 78% quando
comparados aos MIlI maturados in vivo. Ambos o0s resultados com relevancia estatistica
(P<0.001).

TABELA 4 — TAXA DE FORMACAO DE BLASTOCISTOS EM RELACAO A MATURACAO DOOOCITO

ESTAGIO DE
DOOOCTO  Gbites  Blastocists DS D6 OR(CH%)  pvalue
Mil 1153 (36.4%) Tasw  255% - :
M s (O,é%) (0,8%) (1001,0%) (0.0003;?01.082) <0.001*
MI-MII 201 (112,2%) (691,2%) (@049 (0.1404'-202.354) <0007

aComparagdo MIl x Ml
bComparagdo MIl x MI-MII
¢Anova (POST HOC BONFERRONI)

Ao analisar a idade com a obtencdo de od6citos em diferentes estagios de maturacdo, de

acordo com a tabela 5, percebe-se que a quantidade de odcitos coletados em estagio MII diminui
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com o0 aumento da idade (p=0.002). Entretanto, quando de relaciona a idade com a obtencéo de
odcitos imaturos, apesar dos numeros de Ml e MI-MII diminuirem com avanco da idade, o valor
de p ndo é estatisticamente significante (p=0.209 e p=0,62, respectivamente). Logo, pode-se

afirmar que a obtencéo de o6citos imaturos ndo se alterou com o aumento da idade da mulher.

TABELA 5 - ESTAGIO DE MATURACAO DE OOCITOS DE ACORDO COM A FAIXA ETARIA

ESTAGIO DE e
MATURAGAO
DO OOCITO < 34 anos* 35-39 anos* > 40 anos* p-value?
9,46 7,04 6,78
MII (8,04-10,87) (6,28-7,80) (5,53-8,03) 0.002
1,08 0,93 0,57
MI (0,73-1,43) (0,67-1,18) (0,22-0,21) 0.209
1,31 1,17 1,39
MI-MII (1,01-1,60) (0,94-1,40) (0,86-1,92) 0.620

2Anova (POST HOC BONFERRONI)
*Valores demonstrados na tabela: OR (IC 95%)

Da mesma forma, quando se relaciona a idade da paciente com a formacéo de blastocisto
oriundo de odcito MI-MII, nota-se que a idade ndo tem influéncia na taxa de formacédo de
blastocistos destes odcitos (p=0.128), como descrito na tabela 6. Diferente do observado na
relacdo entre idade e formacao de blastocisto proveniente de odcitos MIl, em que hé relevancia
significativa, demonstrando uma queda na formacédo de blastocistos oriundos destes odcitos em

pacientes acima de 40 anos (p=0.03).

TABELA 6 - FORMAGCAO DE BLASTOCISTOS DE ACORDO COM A FAIXA ETARIA

ESTAGIO DE IDADE
MATURAGAO DO
OOCITO <34 anos 35-39 anos > 40 anos p-value®
2,85 2,51 1,87
Ml (2,61-3,01) (2,34-2,73) (1,71-1,94) 003
0,1 0,2 0,04
MI-MII (0,01-0,19) (0,11-0,28) (0,05-0,13) 0.128

2Anova (POST HOC BONFERRONI)
*Valores demonstrados na tabela: OR (IC 95%)
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DISCUSSAO

Na rotina de técnica de reproducao assistida, apesar do uso de estimulacdo ovariana e do
hCG como gatilho para maturagédo folicular final, nem todos os odcitos recrutados alcancam o
estagio de metéfase Il. Além disso, alguns destes od6citos maturados in vivo ndo possuem
desenvolvimento embrionério esperado para o seu estagio de maturagio’. Os gametas coletados
ainda imaturos, em metafase |, sdo observados principalmente em casos de paciente com pobre
resposta e baixa reserva ovariana*®. Nestes casos, a maturacdo in vitro (IVM) dos odcitos Ml
para MII é utilizada para aumentar a taxa de fertilizacdo. Strassburger et al. mostraram que a
injecdo de oocitos MII maturados in vitro apos 4 horas da coleta possui uma taxa de fertilizacao
maior quando comparado com odcitos M1 que foram fertilizados logo apds a denudagéo®.

No presente estudo, o tempo de maturacéo in vitro de Ml para MII foi de 3 horas, levando
a uma taxa de IVM de 64,01% em relacdo ao total de odcitos MI coletados. Pesquisas tém
demonstrado que a taxa de maturacdo in vitro varia de 16,4% a 88,3% e aumenta com 0
prolongamento do periodo que o odcito permanece no meio de cultura®. Em relagio ao tempo de
incubacdo, Strassburger et al. encontraram que 13% dos o6citos MI maturaram dentro de 1 hora
e que outros 41% maturaram dentro de 2,5 horas, mostrando que a maioria dos oécitos M1 (54%)
maturaram in vitro para Ml apés 2,5 horas de incubagio”.

Em seu estudo, Alvarez et al. afirmaram que o o6cito imaturo precisa de 2-6 horas para
completar a sua maturacéo in vitro. Além disso concluiram que, 0s 00citos imaturos provenientes
de mulheres submetidas ao ciclo de FIV podem ser maturados, fertilizados por ICSI e passarem
por estagio de clivagem in vitro, sendo capazes de produzir gravidez e darem vida a uma crianga.
Porém, afirma que a performance destes o0citos, no que diz respeito ao desenvolvimento
embrionério, é reduzida quando comparado aos o6citos MI1%°.

Ao avaliar a taxa de fertilizacdo, foi encontrado nesta pesquisa que od6citos MI
apresentaram a menor taxa de fertilizacdo (31,9%) em relacdo aos outros estagios analisados,
enquanto que, os odcitos MII apresentaram a melhor taxa, com 79,1%. Quanto aos odcitos Ml -
MII, a taxa de fertilizacdo foi 60,2%. A baixa taxa de fertilizagdo em odcitos imaturos é relatada
por diversos estudos, sendo que em odcitos Ml a taxa de fertilizacdo tem se mostrado inferior aos
odcitos MI que maturaram in vitro para M|]481112.13.14

Percebe-se, com os resultados deste estudo, que a maturacdo do odcito tem influéncia
direta na taxa de fertilizagdo. De Vos et al. corroboram com estes achados quando afirmam em
seu estudo que a taxa de fertilizacdo de odcitos MII maturados in vivo (70,8%) é maior que em
odcitos M1l maturados in vitro (52,7%), com relevancia estatistica (p<0.001)*. Todavia, alguns

estudos ndo encontraram esta associacdo, como o de Alcoba et al., mostrando que a taxa de
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fertilizacdo de odcitos MII (74,5%) ndo teve diferenca estatistica em relacdo a taxa de odcitos
MI-MII (68,2%), p=0.336*'. O aumento da taxa de fertilizagdo nos odcitos MI-MII em relagdo
aos MI ndo maturados parece estar relacionado com o fato de que, estes ultimos, podem néo
formar fuso durante a divisdo celular'®!’ ou ter uma falha para entrar em metafase®,

Ao analisar as taxas de fertilizacdo entres os diferentes estagios de maturacéo, observa-se
que os odcitos MI-MII tém 60% menos chances de formar um embrido com 2 pré-nucleos do
que aqueles em estagio MII, enquanto MI tém 88% menos chances em relagcdo aos odcitos MII.
Além disso, ao se comparar 0s o0citos imaturos (Ml x MI-MII), nota-se uma chance 3,25 vezes
maior de MI-MII ter sucesso na fertilizacdo. Os odcitos que ndo apresentam 2 pré-nucleos no
primeiro dia apos ICSI sdo considerados como tendo falha na fertilizagdo. No presente estudo,
foi encontrado que a taxa de falha é maior em odcitos imaturos (MI1=68,1% e MI-MI1=39,8%)
quando comparados aos Ml (20,9%). Assim, este resultado sugere que os oocitos MIl possuem
melhor desenvolvimento embrionario em relagdo aos oocitos imaturos.

Durante a fase de crescimento, os o6citos acumulam proteinas e RNAs para completar a
divisdo meiodtica e manter a homeostase celular. Qualquer alteracdo nesse processo pode
acarretar no atraso e falha do desenvolvimento embrionario’®. A multinucleacio tem sido
associada negativamente com esse desenvolvimento e com os desfechos de gravidez. Esta
anormalidade nuclear tem origem na deficiéncia de maturagdo embrionéria que produz defeitos
de fuso, fragmentacéo nuclear ou defeito de migragdo na anafase da divisio mitGtica?’. Wang et
al.e Eichenlaub-Ritter et al., relatam que o6citos com auséncia de fuso no momento da ICSI tém
um potencial de desenvolvimento menor quando comparado a odcitos que possuem fuso. Como
resultado, sugerem que um embrido morfologicamente normal oriundo de MI tem uma taxa de
implantacdo reduzida devido a anormalidades cromossémicas frequentes?:?2, Ao avaliar odcitos
MI-MII, estudos perceberam que a maturacdo nuclear ocorre antes do citoplasma completar sua
maturidade total, implicando em defeitos de organizacdo citoplasmatica e do citoesqueleto,
alterando a morfogénese do fuso mei6tico e resultando em embrides com desorganizagdo nuclear
ou anormalidades cromossdmicas?®23,

A avaliacdo da incidéncia de multinucleacdo feita neste estudo permite constatar que 0s
embriBes derivados de odcitos MI tém maior incidéncia desta alteracédo (8,84%) em relacdo aos
outros estagios (MI-MI1=5,47% e MI1=3,55%). Ao comparar 0s estagios de maturacdo com a
multinucleagéo, observou-se que o embrido proveniente de MI tem um risco de 2,63 vezes maior
de apresentar anormalidades de divisdo celular em relagdo aos embrides oriundos de
MIl.Strassburger et al. (2004) concordam com nossos resultados quando reportam que a

multinucleacédo de odcitos Ml foi maior que oocitos MIl e MI-MII (10% vs. 4%), porem relata
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que ndo houve diferenga entre MIl maturados in vitro e MIlI maturados in vivo, ambos tém
incidéncia de multinucleacédo de 4%.

De Vicentiis et al.utilizaram em seu estudo 3 subgrupos para relacionar o0citos
maturados in vitro com a incidéncia de multinucleacdo: a) utilizou o proprio gameta; b) utilizou
oocitos doados; c) utilizou esperma doado. Como resultado, afirmou que a multinucleagédo
embrionaria esta associada ao embrido com baixo potencial de implantacéo e a frequéncia é mais
observada em embrides derivados de oocitos em estagio MI. No grupo “a” foi demonstrado que
a multinucleagdo em MIl foi de 8,5%, MI-MIl de 22,6% e MI de 35,9% (p<0.0001),
corroborando com nosso resultado. Além disso, a incidéncia de multinucleagdo ndo esta
correlacionada com a origem dos gametas que foram usados para ICSI, isso quer dizer que, a
utilizacdo de gametas doados ndo modificou o fato de que a imaturidade do odcito é o que
aumenta a incidéncia de multinucleagio®?.

Observou-se nesta pesquisa que a taxa de formacéo de blastocisto foi maior nos embrides
oriundos de odcitos MII (36,4%), e a menor taxa foi encontrada nos embrides oriundos de Ml
(0,8%). Ja em odcitos MI-MII obteve-se taxa de 11,4%. Um estudo que analisou 214 ciclos de
FIV, obteve 2401 odcitos, sendo 73% em estagio MIl, 20% em estagio Ml e 7% em VG, a taxa
de IVM foi cerca de 54% e a taxa de formacdo de blastocisto proveniente destes odcitos MI-MllI
foi de 16,7%, sendo inferior a um terco da taxa de formacao de blastocistos oriundos de oécitos
MII que foi de 52%, p<0.05**, corroborando com o resultado demonstrado neste trabalho.

De vos et al.e Alcoba et al., ndo avaliaram blastocisto em seus trabalhos, porém
utilizaram a taxa de clivagem em D2 e D3 e mostraram que essa taxa era semelhante em
embrides de MII e nos embrides de MI-MII, aproximadamente 80%, confirmando que os odcitos
maturados in vitro também tém habilidade de gerar embrides de boa qualidade. Entretanto, sabe-
se que embrides com 2-3 dias de vida ainda ndo podem ser adequadamente avaliados em relacao
a sua qualidade e que a transferéncia destes embrides esta em desuso!*®. Strassburger et
al.apresentam valores diferentes em seus resultados, no qual a taxa de clivagem foi similar entre
Ml e MII (ambos 95%), mas significativamente baixa nos MI-MII (86%), com p<0.01%,

Assim, pode-se observar que, embora taxa de clivagem seja similar entre embrifes
derivados de oocitos MIl maturados in vivo e in vitro, como descrito nos trabalhos citados acima,
os resultados do presente estudo afirmam que a porcentagem dos embrides oriundos de MI-MllI
que se desenvolvem até blastocisto é significativamente menor que a taxa de formacdo de
blastocistos oriundos de MII e possui uma chance de 78% de ndo formar blastocistos. Além
disso, é demonstrado que os odcitos MI possuem taxa de formacéo de blastocisto menor que 1%

com a chance de ndo formar blastocistos de, aproximadamente, 99%. Portanto, os oo6citos Ml
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que ndo maturaram in vitro apresentam baixo potencial de desenvolvimento para o estagio de
blastocisto.

Ao relacionar a idade das pacientes com a formacao de blastocistos, foi demonstrado que,
em pacientes acima de 40 anos, hd uma queda na formacdo de blastocistos proveniente de
oocitos MIl (p=0.03). Ademais, observou-se que o aumento da idade da mulher leva a uma
menor obtencédo destes odcitos (p=0.002). Su et al., ressaltam a relevancia da idade da mulher no
sucesso da FIV, afirmando em seu trabalho que o grupo de mulheres com menos de 40 anos
obteve desfechos clinicos mais favoraveis em relacao ao grupo de mulheres mais velhas (> 40
anos), resultando em maiores taxas de transferéncia embrionaria, de implantagéo e de gravidez®.
Dessa forma, a idade avancada da mulher mostra-se como o fator de maior importancia para o
prognostico da FIV, uma vez que acarreta na diminui¢do da quantidade de odcitos e da qualidade
embrionaria.

A relacéo da idade e da formagéo de blastocistos oriundos de MI-MII n&o teve relevancia
estatistica (p=0.128), bem como a relacdo da idade com a obtencéo de odcitos Ml e de MI-MlI
(p=0.209 e p=0.62, respectivamente). Assim, podemos concluir que a idade ndo mostrou
influéncia na obtencdo e na taxa de formacéo de blastocistos oriundos de od6citos imaturos.

Diante destes resultados, a utilizacdo de oocitos MI-MII pode ter de uma singular
importancia em mulheres com idade avancada que buscam a FIV como forma de superar a
infertilidade, pois, apesar de apresentarem menor taxa de formagdo de blastocistos e maior
incidéncia de multinucleacdo que os odcitos MII, os oocitos MI-MII ainda sdo capazes de
proporcionar embrifes blastocistos de boa qualidade. Por outro lado, odcitos MI que néo
maturaram in vitro ndo devem ser utilizados, visto que a taxa de formacdo de blastocistos é,
aproximadamente, zero e de baixa qualidade, podendo trazer riscos genéticos a embrides

oriundos destes odcitos.

CONCLUSAO

Os resultados encontrados neste trabalho poderdo auxiliar na conduta frente ao casal
infértil que necessita de fertilizacao in vitro para engravidar. Foi possivel retirar muitas davidas
que ainda existiam sobre a utilizacdo de odcitos Ml para fins de FIV.

Odcitos MI que ndo maturaram in vitro apresentam uma chance de apenas 0,8% de
formar blastocistos, possuem reduzida taxa de fertilizacdo, alto indice de falhas neste processo e
alta incidéncia de multinucleacdo embrionéria. Assim, estes o0citos possuem um baixo potencial

de desenvolvimento embrionario e formam embrifes de baixa qualidade, corroborando com
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estudos ja realizados sobre o tema. Portanto, a utilizacdo de odcitos MI em ciclos de FIV ndo se
justifica e deve ser desencorajada.

Por outro lado, a utilizacdo de oo6citos MI-MII pode aumentar a quantidade de
blastocistos disponiveis para transferéncia embrionéria, embora tenha se observado que a taxa de
formacdo de blastocistos oriundos destes odcitos €, significativamente, menor que as de odcitos
MII. Apesar disto, os oocitos MI-MII apresentam melhores taxas de fertilizagéo, de formacao de
blastocistos e menores indices de multinucleacdo embrionaria quando comparados aos odcitos
MI ndo maturados. Ao analisar a taxa de formacdo de blastocistos em mulheres com idade
avancada (acima de 40 anos), as quais possuem baixa reserva ovariana e menor obtencdo de
oocitos MII, a utilizacdo de oocitos MI-MII pode ser considerada, visto que, tanto a obtencéo
destes odcitos, quanto a formacdo de blastocistos oriundos dos mesmos, ndo demonstraram ter
correlagéo estatistica com o aumento da idade (p=0.620).

Indiscutivelmente os odcitos MII tiveram o melhor desempenho em todos os resultados
expostos neste estudo, ratificando que o seu uso demonstra desfechos clinicos mais favoraveis
nos ciclos de FIV. Entretanto, foi constatado que a quantidade e a qualidade desses ovocitos
diminuem com o avan¢o da idade. Assim, a utilizacdo de MI-MII deve ser estimulada nos
centros de Fertilizacdo in vitro como alternativa a baixa obtencdo de odcitos maduros. mais
pesquisas sobre este tema devem ser feitas, afim de buscar alternativas para minimizar os
resultados negativos e a necessidade de tratamentos repetitivos e, consequentemente, aumentar a

taxa de sucesso da fertilizacdo in vitro.
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ANEXO A
FICHA DE COLETA DE DADOS

Prontuéario:

Nome do paciente:

Data de Nascimento: / / Data de Incluséo: / / Idade naincluséo:
HABITOS:

Tabagismo: (0) ndo (1) sim ___ cigarros dia ___ tempo de uso em anos

Etilismo: (0) ndo (1) sim

(1) cerveja __ copos semana (2) Vinho ___ copos semana (3) Destilados __ copos semana
Drogas ilicitas: (0) ndo (1) sim. Qual e quanto tempo?

Atividade fisica: (0) ndo (1) sim.

HISTORIA GINECOLOGIA:

Menarca

Ciclos menstruais: Regular (0) intervalo......... dias. Irregular (1) variagdo (min:......max:....... dias)
Dismenoréia: (0) ndo (1) sim. TPM: (0) ndo (1) sim. Sinais ovulatérios: muco: (0) ndo (1) sim.
CONTRACEPCAO:

(4) DIU progesterona.......... anos.
(0) nada ........... anos (5) Implante subdérmico.......... anos.
(1) oral combinado........... anos. (6) Anel vaginal.......... anos.
(2) oral progesterona........... anos. (7) transdérmico........... anos.
(3) DIU cobre.............. anos. (8) lagueadura/salpingec........... anos.
INFERTILIDADE: (1) priméaria (2) secundéria
Tempo de infertilidade........... anos.

Causas de infertilidade:

(1) Tubério (2) Masculino (3) ISCA (4) Endometriose (5) Ovariano (6) Doenca auto imune
(7) Hiperprolactinemia (8) Mioma uterino  (9) SOP (10) DIP (11) outros
EXAMES PRE- FIV:

Dosagens hormonais:

3°dia do ciclo: FSH: LH: Estradiol: HAM:
EXAMES COMPLEMENTARES NO CICLO FIV/ICSI:

Dosagens hormonais

No dia do hCG: Estradiol: _ Progesterona: LH:

Ultrasonografia transvaginal

1° Eco : inicio da inducao (basal)
OD: n° de foliculos antrais:
OE: n° de foliculos antrais:
Eco PRE PUNCAO: ___ dias de inducéo

Endometrio: Espessura ................ mm
OD: (....... Yfoliculos <12mm (ceeneee )foliculos = 17mm
(covee ) foliculos 12 a 14 mm OE: (....... Yfoliculos <12mm

(ceeene )foliculos 14,1 a 16,9mm (cereen ) foliculos 12 a 14 mm
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(cevee )foliculos 14,1 a 16,9mm (ceveen Yfoliculos = 17mm
TIPO DE PROTOCOLO:
(1) Agonista Longo (2) Antagonista
VARIAVEIS AVALIADAS NO LABORATORIO:
No. foliculos identificados:
No.MIl___ No.MI____ No.MI-MIl___ No.VG___ No.ZR___No.ATR_

EVOLUGAO DOS MIl FERTILIZADOS:

DO do embri&o: <5 cel(....) 6cel(......) 7cel(......) 8cel(....) =2 9 cel
N°. odcitos injetados MII: (......) (....)

D1 embrido: D5 embrido

sem pn(....) 2pn(......) 3pn ou mais(......) Blastocistos G1 (....) Blastocistos G2(......) ndo
D2 embrido: formou(......)

1 cel(....) 2cel(......) 3cel(......) 4cel(....) = 5 cel D6 embrido

(....) Blastocistos G1 (....) Blastocistos G2(......) ndo
D3 embriédo formou(.....)

EVOLUGCAO DOS MI FERTILIZADOS:

DO do embrido: <5 cel(....) 6¢el(......) 7cel(......) 8cel(....) 2 9 cel
N°. odcitos injetados MI: i(......) (...))

D1 embrido: D5 embri&o

sem pn(....) 2pn(......) 3pn ou mais(......) Blastocistos G1 (....) Blastocistos G2(......) ndo
D2 embrido: formou(......)

1 cel(....) 2cel(......) 3cel(......) 4cel(....) = 5 cel D6 embrido

() Blastocistos G1 (....) Blastocistos G2(......) ndo
D3 embrido formou(.....)

EVOLUCAO DOS MI-MIl FERTILIZADOS

DO do embriéo:

N°. odcitos injetados MI-MII: :(......) <5 cel(....) 6cel(......) 7cel(......) 8cel(....) 2 9 cel
D1 embrido: ()

sem pn(....) 2pn(......) 3pn ou mais(......) D5 embrido

D2 embrido: Blastocistos G1 (....) Blastocistos G2(......) ndo
1 cel(....) 2cel(......) 3cel(......) 4cel(....) = 5 cel formou(......)

(...)) D6 embrido

D3 embriéo Blastocistos G1 (....) Blastocistos G2(......) ndo

formou(.....)



