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Abstract

Although superovulation protocols have been used in assisted
reproguction treatment for many years many oocytes are
still being retrieved at GV stage and therefore are not
sultable to use for insemination purposes. The possibility to
maturate the GV oocytes in vitro offers the opportunity to
increase the number of oocytes suitable to be inseminated
and consequently might increase the number of embryos
to be transferred or frozen. Also, it might reduce the
treatment cost. The aim of our study was to evaluate the
incidence of in vitro maturation of oocytes in a culture
medlium without hormonal supplementation, within 24 and
48 hours after retrieval.

A total of 44 patients submitted to IVF that donated their
Immature oocytes for research were included in the studly.
All patients had the same superovulation protocol. Once

the follicles reach the size of 17 mm, 10.000 IU of hCG
was administered to induce maturation. QOocyte retrieval
was performed ~ 34hs later: The GV stage oocytes were
placed in 204/l droplets of hormone free culture media.
After 24 hours, oocytes were analyzed and those who
presented polar body were considered mature. The
remainders were placed in fresh droplets of the same
culture media. After more 24 hours oocytes were
reanalyzed.
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A total of 134 GV stage oocytes were included in our
study. After 24 hours, 57.5% of the oocytes were at
metaphase Il and after 48 hours 63.4% of all GV stage
oocytes did reach metaphase Il stage. The comparison
between the two periods of time did not show statistical
significance (p = 0.16), demonstrating that the further
24 hours culture did not increase the maturation rate.
Our study demonstrates that in vitro oocyte maturation
In a hormone free culture media is a feasible procedure.
Also, we dlid observe that extending the maturation time
does not increase the maturation rate.

Key words: oocyte maturation/culture mediumygerminal
vesicle.

Introducao

As técnicas de reproducdo assistida (TRA) vém sendo
utilizadas como uma excelente alternativa para o trata-
mento da infertilidade conjugal hd mais de 25 anos
(Edwards, 2003). Um dos mais importantes passos é
obter odcitos em estagio de metéfase Il (Mll), de forma
a se poder utiliza-los para a fertilizacdo assistida e, pos-
teriormente, obter os embrides a serem transferidos
para o Utero materno. Mais ainda, quanto maior o apro-
veitamento, maior a quantidade de embrides disponi-
veis para a transferéncia.

Para que este objetivo seja alcancado, administra-se a
gonadotrofina coriénica humana (hCG) aproximadamente
36 horas antes da aspiracao folicular, de modo a induzir a
retomada da meiose oocitaria (Valle et al,, 2002). Apesar
do uso rotineiro, nem sempre o efeito observado sobre
0s 06citos € o mesmo. Segundo Trounson et a/, (2001),
5 a 7% dos odcitos aspirados de mulheres com a
superovulacdo para FIV sdo imaturos, isto €, em estagio
de vesicula germinal (VG). Cha e Chian (1998) observa-
ram que 10 a 15% dos odcitos encontravam-se no esta-
gio de vesicula germinal apds aspiracio folicular.

O real motivo pelo qual estes odcitos ndo completam a
maturacao nuclear ainda ndo € completamente conhe-
cido, mas especula-se que os respectivos foliculos po-
dem ser resistentes ou menos suscetiveis a estimulagao
hormonal (Farhi etal, 1997), podem ser atrésicos (Goud
et al, 1998) ou podem estar no estagio inicial de de-
senvolvimento (Kim et a/, 2000).

A possibilidade de que a maturagao oocitaria seja com-
pletada /n vitro apds a aspiracdo vem sendo aventada
nas Ultimas décadas, com o objetivo de se tentar otimizar
ainda mais o tratamento pela técnica de reproducao
assistida, uma vez que se poderia aproveitar o maior
ndmero de odcitos. O primeiro estudo em gametas fe-
mininos foi realizado por Pincus & Enzmann (1935), que
avaliaram a maturagao de odcitos /n vitro. Neste traba-
lho, os autores observaram que odcitos de coelhos ob-
tidos de ciclos nao-estimulados, ao serem retirados dos
foliculos maduros, continuaram o processo de meiose.
(Salha et al,, 1998).

Foi somente trés décadas depois que Robert Edwards
demonstrou que odcitos humanos imaturos retirados
do foliculo pré-ovulatario, obtidos de fragmentos de
ovario e colocados em meio de cultura apropriado pas-
savam espontaneamente do estagio de vesicula
germinal para metéfase Il /n vitro (Edwards, 1965).

A primeira FIV com odcitos humanos maturados /n vitro
realizada com éxito foi reportada por Edwards (1969).
Somente depois da descricio do primeiro nascimento
apds uso da técnica de fertilizacdo in vitro (FIV) é que
novos estudos foram realizados para maturar odcitos /7
vitro (Steptoe & Edwards, 1978).

A possibilidade de se proceder a maturacao de odcitos
em estagio de vesicula germinal /n vitro pode oferecer
a vantagem de aumentar o nimero de odcitos disponi-
velis para a inseminagao /n vitro, incrementando o apro-
veitamento dos mesmos apds o estimulo e, em varios
casos, podendo até mesmo elevar as chances de ocor-
rer uma gestacdo. A maturacdo /n vitro pode, ainda,
proporcionar diminuicdo do estimulo ovariano, o que
diminui o risco de sindrome de hiperestimulo. Além
disso, pode-se reduzir o custo do tratamento de infer-
tilidade, tornando-o mais acessivel a populagdo. A ma-
turacdo /n vitro de odcitos auxilia, também, o entendi-
mento dos eventos moleculares e celulares envolvidos
no processo (Salha et al, 1998).

Diversas alternativas tém sido propostas para aprimo-
rar o processo de maturacao /n vitro, e para cada uma
delas diversos resultados tém sido obtidos. Veeck et al.
(1983) incubaram odcitos imaturos durante 35 horas
em meio Ham's F-10 suplementado com 7,5% de soro
humano do cordao umbilical. Prins et al. (1987) verifica-
ram que as taxas de maturacao poderiam ser aumen-
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tadas se gonadotrofinas fossem adicionadas ao meio de
cultivo. Dandekar et a/ (1991) testaram cultivar odcitos
imaturos utilizando células da granulosa de foliculos pré-
ovulatérios. Gémez et al. (1993) cultivaram odcitos ima-
turos com as células do cumulus, obtidos de ciclos es-
timulados com FSH, hMG e hCG, estimulados com FSH e
hMG somente ou ndo-estimulados, em meio B2 (Ménézo).
Janssenswillen et a/ (1995) verificaram a eficdcia da co-
cultura de odcitos imaturos sem cumulus com células
Vero. Farhi et a/. (1997) testaram o cultivo dos odcitos
Imaturos juntamente com espermatozodides e células
do cumulus. Goud et al. (1998) investigaram o efeito
da suplementacdo do meio de cultivo M-199 com EGF
na maturacao de odcitos /n vitro. Kim et al. (2000) culti-
varam as vesiculas germinais no meio Tyrode's modifi-
cado, suplementado com 10% de liquido folicular ina-
tivado com ou sem cumulus. Cekleniak et al. (2001)
compararam as taxas de maturacao /n vitro de odcitos
no meio P1 sem glicose e no meio TC199. Hardy et al.
(2002) cultivaram os odcitos imaturos em minimal
essential media (MEM) e no TCM199 suplementados
com 0,4% de albumina sérica humana.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a possibili-
dade de maturacao de odcitos humanos no estagio de
vesicula germinal, /n vitro, e comparar seu efeito 24 e
48 horas apds a aspiracao folicular, em meio de cultura
sem suplementacdo hormonal.

Material e Métodos
Indugdao da superovulagdo

Foram incluidas neste estudo as pacientes submeti-
das a tratamento de infertilidade conjugal pela técni-
ca de reproducdo assistida, no periodo de novem-
bro de 2002 a outubro de 2003, na Clinica ORIGEN
— Belo Horizonte.

Todas as pacientes incluidas no estudo foram subme-
tidas a inducdo da superovulagdo. O tratamento inici-
ava com a administragdo do analogo do GnRH para
dessensibilizacdo da hipdfise (Geber et al, 2002).
Apds a confirmacgdo através de ultra-sonografia en-
dovaginal e da dosagem do estradiol sérico, iniciava-
se a inducdo da superovulacdo com gonadotrofinas. A
dose era adequada de acordo com a resposta indivi-
dual, monitorada através da ultra-sonografia seriada e

da dosagem de estradiol. Quando os foliculos alcanca-
vam didmetro médio de 17 mm e os niveis de estradiol
encontraram-se compativeis, administrava-se hCG, na
dose de 10.000 Ul, por via intramuscular. A puncao
folicular era realizada aproximadamente 34 horas apos.

Fertilizagdo in vitro e maturagdo de odcitos

Os odcitos foram denudados enzimatica e mecanica-
mente, e o estagio de maturacao era confirmado em
microscépio invertido (Nikon — Japao), utilizando au-
mento de 400 X. Eram classificados como imaturos ou
vesicula germinal se possuissem nicleo contendo um
nucléolo; maturidade intermediaria ou metéfase | (MI)
se nao possuissem corpusculo polar e nicleo com
nucléolo; maduros ou metéfase Il (Mll) se possuissem
corpusculo polar no espago perivitelinico.

Os odcitos em estagio Mll foram inseminados pela
técnica de FIV classica ou por ICSI, de acordo com
a indicagdo. Os odcitos em estagio VG, doados para
o estudo, foram entdo incubados para andlise da
maturacao /n vitro. Inicialmente, os VG foram colo-
cados em placas de cultivo de 60 mm X 15 mm
(Corning — EUA) contendo gotas de 20 1 | de meio
de cultura Earle (Sigma — EUA) suplementado com
10% de substituto sintético do soro (SSS) (Irvine
Scientific — EUA) e 0,47 mM de piruvato (Sigma —
EUA), cobertas com dleo mineral (Sigma — EUA) pré-
filtrado e incubados durante 24 horas em estufa com
atmosfera de 5% de CO, a uma temperatura de
37° C (Geber et al., 2002).

Passado este perfodo, os odcitos foram avaliados para
verificar o estadgio de maturacdo. Os odcitos que ndo
se encontravam no estagio Mll foram mantidos em
cultura por mais 24 horas, e posteriormente avalia-
dos com relacdo ao grau de maturacao. Os resulta-
dos obtidos nas 24 horas foram entdo comparados
com o observado em 48 horas.

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o teste t
de student para amostras pareadas e andlise de cor-
relagdo para avaliacao do efeito da idade sobre a inci-
déncia de odcitos em estagio de VG. Foi considerado
p < 0,05 como nivel de significancia estatistica.
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Resultados

Um total de 326 mulheres submetidas a tratamento de
infertilidade conjugal pelas técnicas de reproducio as-
sistida foi avaliado, no periodo de 4 de novembro de
2002 a 15 de outubro de 2003. A idade varioude 15 a
44 anos, com meédia de 34,7 = 5,08 anos.

Foram obtidos 4.320 odcitos das 326 pacientes, dos
quais 3.425 (79%) eram metafase Il, 554 (13%) eram
metafase | e 341 (8%) eram VG. O total de odcitos
obtidos por paciente variou de 1 a 48, com média de
13,25 = 9,15.

Quando estudamos os efeitos da idade da paciente
sobre a proporcao de VG, nado identificamos qual-
quer efeito significativo (p = 0,358), o que demons-
tra que o nimero de VG nao foi influenciado pela
idade (Figura 1).
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Figura 1-— Correlagdo entre idade das pacientes e propor¢do de
vesiculas germinass.

Cento e oitenta e nove pacientes (58%) ndo apre-
sentaram odcitos em estagio VG, sendo assim ex-
cluidas da avaliacdo. No grupo de 137 mulheres que
apresentaram pelo menos um VG, o ndmero total
de odcitos obtidos foi 2.254, sendo 341 (15,12%)
em estagio VG, com média de 2,5 = 2,3, tendo sido
encontrado um méximo de 15. Quando avaliamos a
porcentagem de VG por paciente, encontramos uma
variacdo de 2,5 a 82% (mediana = 12,5%).

Para andlise da maturagao /n vitro, foram incluidos os
odcitos em estagio VG de 44 pacientes (idade média
de 36 % 3,2; variacdo de 27 a 43 anos). O nUmero
total de odcitos obtidos foi de 678, com média de
15,4 £ 8,8 (variacdo de 3 a 39) por paciente. Des-
tes, 134 (21,7%) encontravam-se em estagio VG. A
media de odcitos em estagio VG, por paciente, na
amostra foi de 3 = 3,0, variando de 1 a 15. A por-
centagem de VG por paciente neste grupo variou de
4,2 a75%.

Do total de 134 VG estudados, 77 (57,5%) apresen-
taram maturagdo /n vitro nas primeiras 24 horas de
cultura, sendo que 21 (15,7%) atingiram o estagio Ml
e 56 (41,8%) atingiram o estagio Ml (Tabela I). Dois
odcitos (1,5%) apresentaram divisdo celular
(partenogénese).

Os odcitos foram observados apds mais 24 horas, e
dos 55 VG que ndo haviam sofrido processo de
maturacao inicialmente, oito (14,5%) apresentaram
maturacao /n vitro, sendo trés para Ml e cinco para
MII (Tabela I). Observamos também que dois odcitos
(3,6%) apresentaram fendbmeno de partenogénese.
Ao final do periodo de 48 horas, 45 odcitos (33,6%)

Tabela |
Maturacdo de Odcitos In Vitro

Estdgio Dia 0 Dia 1 Dia 2 Final

VG 134 55 (41%) 45 (81,8%) 45 (33,6%)
M - 21 (15,7%) 3 (5,5%) 13 (9,7%)
Ml - 56 (41,8%) 5 (9%) 68 (50,7%)
Ml + Ml - 77 (57,5%) 8 (14,5%) 85 (63,4%)

. Brasileiro Reprod.
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permaneceram em estagio VG, 85 (63,4%) passa-
ram pelo processo de maturagao /n vitro e quatro
apresentaram divisdo celular sem que tivéssemos
identificado a maturacao celular. A partenogénese foi
observada também em quatro odcitos que haviam
amadurecido nas primeiras 24 horas, perfazendo um
total de oito embrides partenogenéticos no final do
estudo.

Quando comparamos a incidéncia de maturagao /n vitro
nas primeiras 24 horas com o obtido no periodo total,
isto é, somados os dois periodos (Tabela ), observa-
mos que nao houve uma diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,16).

Discussao

O presente estudo confirmou a possibilidade de maturar
odcitos em estagio VG expostos ao efeito do hCG, /in
vivo, em meio de cultura sem a adicdo de hormonios.

Do total de odcitos obtidos, 341 (8%) encontravam-se
em estagio VG, o que estd em acordo com o encontra-
do por Cha & Chian (1998), que identificaram 10a 15%
de imaturidade, e com Trounson et a/. (2001), que ob-
servaram 5 a /% de imaturidade. Estes resultados fo-
ram inferiores ao encontrado por Veeck et al. (1983),
Prins et al (1987), Goud et al (1993), Janssenswillen et
al. (1995), Farhi etal (1997) e Hardy et al. (2002), que
descreveram uma incidéncia de imaturidade superior a
15%. O Unico estudo em que foi encontrada freqUén-
cia menor que 5% foi o de Avrech et al. (1997), que
observaram 4,4% de imaturos de um total de 3.520
odcitos.

Quando as pacientes que ndo apresentaram odcitos
imaturos foram excluidas do estudo, a freqliéncia pas-
souaserde 15,12% (341 VG de 2.254 odcitos). Ainda
assim, a freqiéncia se manteve semelhante a observa-
da na maioria dos estudos. Uma possivel explicacao
para esta variacdo observada na literatura seria a sele-
cao do grupo de estudo, pois, como visto nos resulta-
dos do presente trabalho, quando sdo incluidas todas
as pacientes a freqUéncia é de 8%.

Com relagdo a idade das pacientes, ndo se obser-
vou correlacdo entre o envelhecimento e a incidén-
cia de odcitos imaturos, ou seja, a idade da mulher
nao influenciou o nimero de vesiculas germinais.

Uma revisdo da literatura mostrou a caréncia de es-
tudos que enfatizassem esta possivel correlagdo. De
todo modo, a auséncia desta parece ser um bom si-
nal, principalmente para as mulheres com idade
avancada que necessitam submeter-se a tratamento
de FIV.

No presente estudo foi obtida uma média de 2,5
odcitos em VG por paciente, sendo semelhante a
média de VG obtida por Janssenswillen et a/. (1995),
que foi de 2,4 por paciente, e inferior a observada
por Nogueira et al. (2000), que observaram uma
média de 4,1.

Os resultados demonstraram uma taxa de
maturacao /n vitro de 63,4% no periodo de 48 ho-
ras pos-aspiragao, com os oécitos mantidos em meio
de cultura sem suplementacdo hormonal. Estes
achados sao semelhantes aos observados na litera-
tura para os estudos que também nio
suplementaram o meio de cultura com horménios.
Comparando-se as taxas de maturacao de VG cul-
tivadas em meio sem adicdo de hormonios, sem
co-cultivo e sem espermatozdides com as obtidas
no presente estudo apds 24 horas, nossos resulta-
dos foram superiores aos demais (57,5%). Para al-
guns estudos, as taxas do presente estudo apre-
sentaram-se superiores, mesmo quando os 0dcitos
imaturos foram cultivados em meio com horménios,
em co-cultivo e com espermatozdides.

Dentre os estudos que utilizaram suplementacao
hormonal, o de Prins et a/. (1987) apresentou taxas
de maturacdo superiores as por nds observadas;
entretanto, os autores utilizaram nimero muito re-
duzido de odcitos. Mais recentemente, Goud et al.
(1998) também observaram maior taxa de
maturacao /n vitro, mas, da mesma forma, o nime-
ro estudado de odcitos imaturos foi reduzido, pois
subgrupos foram criados, podendo induzir a algum
viés na conclusdao. No trabalho realizado por
Cekleniak et a/. (2001), as taxas obtidas foram infe-
riores as obtidas no presente estudo. Consequien-
temente podemos sugerir, através destas compa-
ragdes, que nao existe diferenca entre cultivar os
oocitos em meio de cultura com ou sem suplemen-
tacdo hormonal.
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Por fim, ao analisarmos os nossos resultados, que com-
pararam as taxas de matura¢do nas primeiras 24 horas
com as obtidas apds 48 horas acumuladas, ndo obser-
vamos diferencas significativas. Este resultado demons-
tra que ndo se justifica aguardar um periodo mais pro-
longado para obter maior nimero de odcitos maduros.
Podemos concluir, com este estudo, que a maturacao
de odcitos /n vitro pode ocorrer com sucesso quan-
do estes sao obtidos de ciclos estimulados e cultiva-
dos em meio sem a necessidade de suplementacao
hormonal.

A maturagao de odcitos /n vitro vem se mostrando
uma técnica bastante promissora, porém deve ser
realizada com cautela até que mais estudos compro-
vem sua real eficiéncia em proporcionar gestacao
normal e que, a partir daf, possa ser utilizada de for-
ma rotineira quando do uso de técnicas de reprodu-
cao assistida.

Resumo

Os estudos sobre maturacao de odcitos /n vitro inici-
aram-se em 1935, com Pincus e Enzmann, e apés o
nascimento da primeira crianca por FIV, grandes avan-
cos foram observados nas técnicas de reproducgao
humana assistida. O presente estudo avaliou 326
pacientes submetidas a superovulagao para realiza-
cao de FIV. Observou-se que 8% dos odcitos destas
pacientes eram imaturos. Uma amostra de 44 pa-
cientes foi estudada objetivando-se verificar a taxa
de maturagdo /n wvitro de odcitos em vesicula
germinal, apds 24 e 48 horas de cultivo. Destas,
obteve-se um total de 134 odcitos imaturos, que fo-
ram incubados em meio de «cultura sem
suplementagdo de hormonios. Apds este tempo, se
fosse observada a presenca de corpusculo polar, es-
ses oocitos eram considerados maduros ou em
metafase Il. Caso ndo houvesse corpUsculo polar e
vesicula germinal, os odcitos eram considerados em
metafase |. Esses e os que ainda possuiam vesicula
germinal voltaram para estufa por mais 24 horas,
quando foram observados novamente. A taxa de
maturacdo ao final de 24 horas foi de 57,5 e de
63,4% ao final de 48 horas. Podemos concluir, com
este estudo, que a maturagao de odcitos /n vitro pode

ocorrer com sucesso quando estes sdo obtidos de
ciclos estimulados e cultivados em meio sem a ne-
cessidade de suplementacdo hormonal. Mais ainda,
a manutencdo do processo por mais 24 horas nio
aumenta a taxa de maturacao.

Unitermos: maturagio in vitro, vesicula germinal, odcitos
Imaturos
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