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INFORMAGCOES GERAIS

1. O Jornal Brasileiro de Reproducdo Assistida (J Bras
Rep Assist) é a publicacdo oficial da Sociedade Brasileira
de Reprodugdo Assistida (SBRA - www.sbra.com.br) para
conteldos cientificos, com periodicidade trimestral. E diri-
gido a especialistas e pesquisadores em saude, particular-
mente ginecologistas, andrologistas, bidlogos, urologistas e
embriologistas. Sdo aceitos para avaliagdo estudos basicos
e clinicos nas areas de reproducgdo assistida, infertilidade,
genética reprodutiva, imunologia reprodutiva, andrologia,
microbiologia reprodutiva, laboratério em reprodugdo assis-
tida e endocrinologia ginecoldgica, sob a forma de artigos
originais, artigos de revisao, artigos de atualizagdo e rela-
tos de caso (conforme detalhamento a seguir). Os artigos
podem ser submetidos nos idiomas portugués, espanhol
ou inglés. Autores interessados em traduzir seu artigo para
inglés podem solicitar um orcamento de tradugdo ao J Bras
Rep Assist.

2. Artigos submetidos ao J Bras Rep Assist devem ser inéditos,
isto €, ndo devem ter sido publicados nem submetidos para
analise por outras revistas, no todo ou parcialmente. Em casos
de figuras ja publicadas, autorizagdo deve ser obtida e a fonte
deve ser citada. Uma vez publicados, os artigos passam a ser
de propriedade da SBRA.

3. As Instrugdes para Autores do J Bras Rep Assist incorporam
as recomendacgdes dos Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals. A versdao completa do texto
estd disponivel em www.icmje.org. Manuscritos que estive-
rem em desacordo com as instruges aqui apresentadas serdo
devolvidos para a incorporagdo de ajustes antes da avaliagdo
pelo Conselho Editorial.

4. Todo artigo publicado no J Bras Rep Assist passa pelo
processo de revisdo por especialistas (peer review). Os arti-
gos submetidos s@o primeiramente encaminhados aos edito-
res para uma avaliagdo inicial quanto ao escopo do trabalho e
as exigéncias editoriais do Jornal. Se a avaliagdo é positiva, o
artigo é enviado a dois revisores especialistas na area perti-
nente. Todo o processo é an6nimo, ou seja, 0s revisores sdo
cegos quanto a identidade dos autores e seu local de origem
e vice-versa. Apos a avaliacdo do artigo pelos revisores,
os artigos podem ser aceitos sem modificagdes, recusados
ou devolvidos aos autores com sugestdes de modificagdes,
sendo que cada artigo pode retornar varias vezes aos autores
para esclarecimentos e modificagdes, sem que isso implique
necessariamente a aceitacdo futura do trabalho.

5. O numero de autores de cada manuscrito fica limitado
a seis. O conceito de co-autoria implica contribuicdo subs-
tancial na concepgdo e planejamento do trabalho, analise e
interpretacdo dos dados e redagdo ou revisdo critica do texto.
ContribuigGes significativas feitas ao estudo, mas que ndo se
enquadram nesses critérios, podem ser citadas na secdo de
agradecimentos.

6. Artigos de pesquisas clinicas (clinical trials) devem ser
registrados em um dos Registros de Ensaios Clinicos valida-
dos pelos critérios estabelecidos pela Organizagdo Mundial
da Saude e pelo International Committee of Medical Journal
Editors (por exemplo, www.actr.org.au, www.clinicaltrials.
gov, www.ISRCTN.org, www.umin.ac.jp/ctr/index/htm e
www.trialregister.nl). O numero de identificagdo do estudo
devera ser apresentado ao final do resumo.

7. Para textos que forem aceitos para publicacdo, uma
declaragdo, assinada por todos os autores devera ser
enviada a revista, contendo as seguintes informacgdes: a)
0 manuscrito é original; b) o manuscrito ndo foi publicado
nem submetido a outra revista, nem o serd se vier a ser
publicado no J Bras Rep Assist; c) todos os autores parti-
ciparam ativamente na elaboragdo do estudo e aprovaram
a versdo final do texto; d) situagGes de potencial conflito
de interesse (financeiro ou de outra natureza) estdo sendo
informadas; e) foi obtida aprovacdo do estudo pelo comi-
té de ética da instituigdo a qual o trabalho esta vinculado
(para artigos que relatam dados de pesquisa experimental;
f) foi obtido consentimento informado dos pacientes inclu-
idos no estudo (quando aplicavel). As informagGes sobre a
aprovacgdo do estudo por comité de ética e a obtengdo de
consentimento informado também devem constar na secao
Métodos do artigo.

Instrugdes para Autores

8. Antes da publicagdo dos artigos aceitos, os autores
correspondentes receberdo, via e-mail, em arquivo PDF, o
artigo editorado para aprovagdo. Nessa fase, as corregoes
devem limitar-se a erros tipograficos, sem alteragdo do
conteldo do estudo. Os autores deverdo devolver as provas
aprovadas via e-mail ou fax até 48 horas ap6s o recebimen-
to da mensagem.

TIPOS DE ARTIGOS PUBLICADOS

Artigos originais. Trabalhos resultantes de pesquisa cien-
tifica que apresentam dados originais sobre aspectos expe-
rimentais ou observacionais de carater médico, bioldgi-
co, bioquimico e psicossocial e incluem analise estatistica
descritiva e/ou inferéncias de dados proprios. Esses arti-
gos tém prioridade para publicagdo. Devem ser compostos
de: pagina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract e
keywords, texto (dividido nas segbes Introdugdo, Métodos,
Resultados, Discussdo ou equivalentes, Conclusdes), agra-
decimentos (se aplicavel), lista de referéncias (maximo de
40), tabelas (se houver), legendas de figuras (se houver) e
figuras (se houver).

Artigos de revisdo. Trabalhos que tém por objetivo resu-
mir, analisar, avaliar ou sintetizar trabalhos de investigagdo
ja publicados em revistas cientificas. Devem incluir sintese e
analise critica da literatura levantada e ndo ser confundidos
com artigos de atualizacdo. Devem ser compostos de: pagi-
na de rosto, resumo e palavras-chave, abstract e keywords,
texto, lista de referéncias, tabelas (se houver), legendas de
figuras (se houver) e figuras (se houver).

Artigos de atualizagdo ou opinido. Trabalhos que rela-
tam informagdes geralmente atuais sobre tema de interesse
para determinadas especialidades (por exemplo, uma nova
técnica ou método). Tém caracteristicas distintas de um
artigo de revisdo, visto que ndo apresentam analise critica
da literatura. Devem ser compostos de: pagina de rosto,
resumo e palavras-chave, abstract e keywords, texto, lista
de referéncias, tabelas (se houver), legendas de figuras (se
houver) e figuras (se houver).

Relatos de caso. Artigos que representam dados descriti-
vos de um ou mais casos, explorando um método ou proble-
ma através de exemplo(s). Os casos escolhidos devem ser
de grande interesse, com doenca ou evolugdo incomuns
ou submetidos a tratamentos inusitados ou alternativos.
Podem envolver humanos ou animais e devem apresentar
as caracteristicas do individuo estudado (sexo, idade, etc.).
Devem ser compostos de: pagina de rosto, resumo e pala-
vras-chave, abstract e keywords, texto (dividido nas segGes
Introdugdo, Descrigao do caso e Discussao ou equivalentes),
lista de referéncias, legendas de figuras (se houver) e figu-
ras (se houver).

Cartas ao leitor. Cartas ao editor comentando, discutin-
do ou criticando os artigos publicados no J Bras Rep Assist
serdo bem recebidas e publicadas desde que aceitas pelo
Conselho Editorial. Devem ser compostas de: titulo, nome
do autor, identificagdo da publicagdo que esta sendo comen-
tada e lista de referéncias (se houver). Recomenda-se um
maximo de 500 palavras, incluindo referéncias. Sempre que
possivel, uma resposta dos autores sera publicada junta-
mente com a carta.

PREPARACAO DOS ORIGINAIS

Utilize preferencialmente o processador de texto Microsoft
Word®. Os trabalhos devem ser digitados em fonte Times
New Roman tamanho 12, espago simples, alinhados a
esquerda, iniciando cada segdo em pagina nova, na seguinte
ordem: pagina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract e
keywords, texto, agradecimentos, lista de referéncias, tabe-
las, legendas de figuras e figuras. Todas as paginas devem
ser numeradas.

Siglas devem ser definidas por extenso na primeira ocorréncia
no texto; apds a primeira ocorréncia, somente a sigla devera
ser utilizada. No resumo, o uso de siglas deve ser evitado.
Substancias devem ser apresentadas utilizando seu nome
genérico. Se relevante, o nome comercial da substancia e o
fabricante podem ser informados entre parénteses.

A apresentagao de unidades de medida deve seguir o sistema
internacional (SI).

Genes de animais devem ser apresentados em italico com
inicial mailscula (exemplo: Sox2); genes de seres huma-
nos também devem ser apresentados em italico, porém
com todas as letras maiusculas (exemplo: SOX2). Proteinas
devem seguir o mesmo padrdo de mailsculas/minusculas,
porém sem itélico.
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PAGINA DE ROSTO

A pagina de rosto deve conter:

- Titulo conciso e explicativo, representando o contetido do
trabalho, em portugués e inglés

- Titulo resumido (maximo de 40 caracteres)

- Nomes dos autores

- Afiliacdo dos autores, indicando departamento/unidade,
instituicdo e regido geografica

- Nome da instituigdo onde o trabalho foi executado

- Informacdes sobre auxilios recebidos sob a forma de finan-
ciamento, equipamentos ou medicamentos

- Congressos onde o estudo foi apresentado

- Nome, enderego, telefone, fax e email do autor correspon-
dente

RESUMO E ABSTRACT

Todos os trabalhos devem apresentar um resumo em
portugués e um abstract em inglés. Trabalhos escritos em
espanhol devem apresentar, além do resumo no idioma
original, também um resumo em portugués e um abstract
em inglés. O contelido dos textos deve ser idéntico, e ndo
deve ultrapassar 250 palavras. Para artigos originais, o
resumo deve ser estruturado como segue: Objetivo, Méto-
dos, Resultados e Conclusdes. Para relatos de caso, artigos
de revisdo e artigos de atualizagdo, o resumo ndo deve ser
estruturado. Deve-se evitar o uso de abreviagdes no resu-
mo, e ndo devem ser citadas referéncias.

Logo apds o resumo/abstract/resumen, deverdo ser apre-
sentadas de trés a seis palavras-chave que sejam integran-
tes da lista de Descritores em Ciéncias da Saude (http://
decs.bvs.br).

AGRADECIMENTOS

Esta secdo é dedicada a reconhecer o trabalho de pessoas
que tenham colaborado intelectualmente, mas cuja contri-
buicdo ndo justifica co-autoria, ou de pessoas ou instituigdes
que tenham dado apoio material.

REFERENCIAS

No texto, as citagdes serdo identificadas entre parénteses,
pelo sobrenome do autor seguido do ano de publicagdo.
Exemplos: um autor (Steptoe, 1978), dois autores (Edwar-
ds & Steptoe, 1980), mais de dois autores (Van Steirte-
ghem et al., 1988).

A lista de referéncias deve ser apresentada em ordem
alfabética (Ultimo sobrenome de cada autor seguido das
duas primeiras iniciais), e ndo deve ser numerada. Traba-
lhos do mesmo autor devem ser ordenados cronologica-
mente; trabalhos de mesmo autor e ano devem ser iden-
tificados com letras apds o ano (2000a, 2000b, etc.). A
apresentacdo das referéncias seguird os modelos propos-
tos nos Uniform Requirements for Manuscripts Submitted
to Biomedical Journals (ver exemplos a seguir). Todas as
referéncias citadas na lista devem ser mencionadas no
texto e vice-versa.

1. Artigo de periddico

Edwards RG, Steptoe PC, Purdy JM. Establishing full-term
human pregnancies using cleaving embryos grown in vitro.
Br J Obstet Gynaecol. 1980;87:737-56.

2. Livro
Wolf DP, Quigley MM, eds. Human in vitro fertilization and
embryo transfer. New York: Plenum Press; 1984.

3. Capitulo de livro

Simpson JL. Gonadal dysgenesial and sex abnormalities:
phenotypic-karyotypic correlations. In: Vallet HL, Porter IH,
eds. Genetic mechanisms of sexual development. New York:
Academic Press; 1979. p. 365-77.

4. Artigo de revista eletronica

Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the
ANA acts in an advisory role. Am ] Nurs [revista eletronica].
2002 Jun [citado 2002 ago 12];102(6):[aproximadamente 3
p.]. Disponivel em: http://www.nursingworld.org/AJN/2002/
june/Wawatch.htm.

5. Artigo publicado na Internet:

Wantland DJ, Portillo CJ, Holzemer WL, Slaughter R, McGhee
EM. The effectiveness of web-based vs. non-web-based inter-
ventions: a meta-analysis of behavioral change outcomes. J
Med Internet Res. 2004;6(4):e40. Disponivel em: http://
www.jmir.org/2004/4/e40/. Acessado: 29/11/2004.

6. Site

Oncolink [site na Internet]. Philadelphia: University of Penn-
sylvania; c1994-2006. [atualizado 2004 set 24; citado 2006
mar 14]. Disponivel em: http://cancer.med.upenn.edu/.

7. Software
Smallwaters Corporation. Analysis of moment structures:
AMOS [software]. Version 5.0.1. Chicago: Smallwaters; 2003.

TABELAS E FIGURAS

Tabelas e figuras (graficos, fotografias, etc.) devem ser
numeradas em algarismos arabicos conforme a ordem de
aparecimento no texto e devem ter legendas individuais,
apresentadas ao final do trabalho. Cada tabela e figura deve
ser submetida em folha separada.

Nas tabelas, deverdo ser utilizadas apenas linhas horizontais,
e cada dado deverd constar em uma célula independente.
ExplicagGes sobre itens das tabelas devem ser apresentadas em
notas de rodapé identificadas pelos seguintes simbolos, nesta
seqiéncia: *,t, %, §, ||,9,**,t1,%+.

Figuras em geral (graficos, fotografias, etc.) serdo publicadas em
preto e branco. Despesas com a eventual reprodugao de fotogra-
fias em cor serdo de responsabilidade do autor.

Figuras podem ser submetidas eletronicamente, nas extensdes
.jpg, .gif ou .tif, com resolugdo minima de 300 dpi (para possi-
bilitar uma impressdo nitida), ou por correio (ver instrugGes
de envio mais adiante). Todas as figuras enviadas pelo correio
devem ser identificadas no verso com o uso de etiqueta colante
contendo o nome do primeiro autor, o nimero da figura e uma
seta indicando o lado para cima.

Fotografias escaneadas ndo serdo aceitas; fotografias em papel
devem ser encaminhadas pelo correio. Fotografias de pacientes
ndo devem permitir sua identificagdo.

Graficos devem ser apresentados somente em duas dimensodes.
Figuras ja publicadas e incluidas em artigos submetidos devem indi-
car a fonte original na legenda e devem ser acompanhadas por uma
carta de permissao do detentor dos direitos (editora ou revista).

ENVIO/SUBMISSAO DE ARTIGOS

Os artigos devem ser submetidos preferencialmente por email
(jornalsbra@cmb.com.br). Texto e figuras devem ser enviadas
como um anexo a mensagem. Figuras (exclusivamente grafi-
cos e fotografias digitais) podem ser enviadas nas extensdes
.jpg, .gif ou .tif, com resolugdo minima de 300 dpi e tamanho
maximo total (do conjunto de figuras) de 3 MB.

Se a submissdo por email ndo for possivel, duas copias do
texto e figuras devem ser enviadas para 0 enderego a seguir:

Profa. Dra. Maria do Carmo Borges de Souza
Editora do Jornal Brasileiro de Reproducédo Assistida
Centro Médico BarraShopping

Av. das Américas, 4666, salas 312/313

CEP 22649-900 - Rio de Janeiro, RJ]

Fone: (21) 2430.9060

Fax: (21) 2430.9070

http://www.sbra.com.br
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Xil Congresso Brasileiro
de Reproducdo Assistida

Congresso Regional da Rede Latino-
americana de Reproducdo Assistida

ATIVIDADES: DESTAQUES:
1. Cursos pré-congresso Uma programacdo cientifica

diferenciada para promover

discusséio, aprimoramento
3. Mesa-redonda e atualizacgdo

4. Conferéncia — Ponto e contraponto

5. Discussdo de caso clinico
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Renate Fanchin - Franca
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Nosso papel ¢ abrag: ar
grandes causas.
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Compromisso com a qualidade

Merck Serono € a Divisdo da Merck S.A. especializada Reprodutiva, Dermatologia, Ortopedia, Sadde Feminina,
em produtos inovadores de prescricao médica, A Divisao Cardinlogia, Metabolismo e Pediatria

foi estabelecida efetivaments em 5 de ansiro de 2007,

com a aquisicdo da Serono pela Merck & 3 integragho & Divisdo Merck Serono tem o compromisso de buscar

das dreas de negécios das duas empresas sempre o melhor através da exceléncia de seus colabora-
dores € da qualidade de seus produtos,

A& Merck Serono tem uma forte presenga em diversos

paises, com marcas lideres que atendem os pacientes ’ Somos a Unica empresa que possui o portfdlio

nas Areas terapéuticas de Dncologia, Meurologia, Sadde completo para o tratamento da infertilidade.

Servico de Atendimento Merck Serono f@r “ Fgﬁ!ﬁﬂ%& ; |§ﬂ ERCK

0800 113320 idirniiinoi 1, SERONO

ik, min by



Editorial

O Jornal da SBRA e a Reproducéo Assistida
no Brasil
Maria do Carmo Borges de Souza

Artigo Original

Estudo comparativo entre meio GV E HTF/ P1 em
fertilizagdo in-vitro
Vinicius Medina Lopes, Temizio Rodrigues Pereira,

Joaquim Roberto Costa Lopes, Tatiana Coelho Café,
Carlos Gilberto Almodin, Vania Cibele Minguetti-Camara

Influéncia do acido hialurénico presente no
meio de transferéncia embriondria na taxa de
implantacdo em pacientes com idade avancada

Mariana Saikoski Faller, Taisa Mattiazzi Ferreira,
Isabel Cristina Amaral de Almeida, Paulo Augusto Peres
Fagundes, Eduardo Pandolfi Passos

Resultados Brasil- Rede Latinoamericana de
Reproducdo Assistida

Sumario

Uso da trealose intracelular na vitrificagao de
odcitos bovinos maturados

Georgina Pinheiro Hastenreiter, Angelo José Burla Dias,
Luis Freitas Matos, Carla Paes Sobrinho Carvalho, Selmo Geber
................................................................................... 32

Artigo de Revisao

A luteinizacdo prematura e suas implicagcdes nos
resultados da fertilizacao in vitro

Michelle Amorim Costa Burmann Marcos Sampaio Selmo Geber
................................................................................... 40

Relato de caso

Gravidez apds a maturacao in vitro de oécitos
obtidos sem estimulagdo hormonal em paciente
com ovarios policisticos.

Nilo Frantz, Adriana Bos-Mikich, Gerta Frantz, Marcos Hoéher,
Marcelo Ferreira




Editorial

O Jornal da SBRA e a Reproducéao Assistida no Brasil

O Jornal Brasileiro de Reproducgdo Assistida chega a 2008 como publicagédo reconhecida em varias areas correlatas, eficaz,
instrumento aberto da voz livre e plena dos cientistas e pesquisadores que o buscam, com revisao critica cada vez mais
aperfeicoada por parte dos membros do Conselho Editorial.

Para este ano muitas novidades, a comegar pela face nova da apresentagéo e disposi¢cdo dos artigos, uma adequagéo
extra buscada para melhor exprimir nosso orgulho com a evolugdo do periédico.

Com muita honra, ressaltamos a publicacdo, pela vez primeira, dos dados brasileiros do Registro Latinoamericano, 2004,
comemorativos dos 15 anos do Registro. A comunidade da Rede Brasil em peso permitiu e apoiou esta publicacao,
inédita, que certamente vira a suprir lacunas e permitir um olhar mais critico sobre nosso trabalho diario. Agradecemos a
direcdo da Redlara, aos diretores do Registro Latinoamericano, ao nosso diretor regional, Assumpto Iaconelli, assim como
ao Presidente da SBRA, Eduardo Passos.

Os assuntos deste numero incluem, ainda, o primeiro relato de gravidez em maturagéo oocitaria “in vitro”, sem estimu-
lagdo ovariana com gonadotrofinas, no pais. Agradecemos aos autores que escolheram o Jornal da SBRA como veiculo
de sua primeira publicacdo.

Parabéns a todos!

Maria do Carmo Borges de Souza

10



Artigo Original

Estudo comparativo entre meio GV E HTF/ P1

em fertilizacdo in-vitro

A comparison between GV and HTF/P1 media in IVF in-vitro

Vinicius Medina Lopes, Temizio Rodrigues Pereira, Joaquim Roberto Costa Lopes,
Tatiana Coelho Café, Carlos Gilberto Almodin, Vania Cibele Minguetti-Camara
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Resumo

Objetivo: comparar a eficacia dos meios utilizados em
fertilizagdo in-vitro para cultivo de embriées humanos.Os
meios comparados foram o GV (preparado no Brasil) com
os meios fabricados pela Irvine, HTF e P1.

Método: Um estudo prospectivo e aleatério foi realizado
em 82 pacientes. Em 41 dessas pacientes foi utilizado meio
GV e nas outras 41 foram usados os meios produzidos pela
Irvine. As taxas de fertilizacdo, clivagem, gravidez e im-
plantacdo foram semelhantes com os 2 meios. No entanto
observou-se uma tendéncia a uma maior taxa de implanta-
cdo com o meio GV (20,7 e 10,71 para os meios GV e Irvine
respectivamente), mas ndo significante. Os meios de cultu-
ra fabricados fora do Brasil, passam por severas oscila¢des
de temperatura durante seu transporte e armazenamento.
O meio GV, por outro lado, fabricado localmente, pode ser
consumido em periodo de tempo menor e estd menos sus-
ceptivel aos problemas de transporte e manuseio sofridos
pelos meios importados. Portanto, considerando os resul-
tados deste estudo, o meio GV se apresenta como uma boa
opcédo para as clinicas brasileiras.

Palavras-chave: meio de cultura, fertilizagdo in-vitro, em-
brides humanos.

Abstract

Ojective: The aim of this study was to compare the efficacy of
culture media used in in-vitro fertilization for cultivate human
embryos. The media compared were GV (made in Brazil) and
Irvine, HTF and P1 (made abroad). A prospective randomized
study was carried out in 82 patients. In 41 patients GV was
used and in the other 41, Irvine media were used. Fertilization,
cleavage, pregnancy and implantation rates were similar for
both groups. Although not significant, a tendency for higher
implantation rates was observed with the GV medium (20.70%
and 10.71% for GV and Irvine, respectively). Culture media
manufactured abroad goes through greater oscillations in
temperature during transportation and storage. The GV media,
on the other hand, manufactured locally can be consumed
in a shorter time span and is not susceptible to the same
transportation handling problems faced by the imported media.

Therefore, considering the results of this study we believe that
the GV medium is a good option for Brazilian clinics.

Key words: culture medium, in- vitro fertilization, human
embryos.

INTRODUCAO

Um dos principais fatores de influéncia no sucesso da
fertilizacao in-vitro tem sido atribuido aos meios de culti-
vos utilizados (Quinn, 2004). Desde o inicio da aplicagéo
desta técnica terapéutica, varios tipos de meios tém sido
desenvolvidos com a intencdo de suprir as necessida-
des dos gametas e embrides, sempre com o objetivo de
incrementar a taxa de gestacdo (Cooke et al., 2002).
Alguns autores mencionaram que os embrifes teriam
necessidades metabdlicas diferentes de acordo com
0 estagio de desenvolvimento (Gardner et al., 2000),
enquanto que outros relataram que o sucesso estaria
associado, exclusivamente, a qualidade dos componen-
tes dos meios (Loutradis et al., 2000). As altera¢des nas
concentragdes de glicose e piruvato, além da adigédo de
vitaminas e aminoacidos influenciariam os resultados,
como foi preconizada recentemente (Cooke.et al., 2002;
Gardner, 1998; Lee et al., 1997). Outros autores enten-
dem que, além dos meios de cultivo, os recipientes utili-
zados para armazenar essas solucdes, sdo extremamente
importantes. (Drury et al., 1996). Por outro lado, pesqui-
sadores tém utilizado suporte de co-cultivo, com diferen-
tes tipos celulares, para melhorar a qualidade do embriao
(Seifer et al., 1996).

A duracéo do cultivo antes da implantacdo também tem
sido discutida exaustivamente e ainda ndo ha completa
concordancia dos beneficios do cultivo curto (2/3 dias) ou
do cultivo estendido até fase de blastocistos (5/6 dias)
(Karaki et al., 2002; Schoolcraft & Gardner, 2001).
Independente de sua formulacdo, os meios de cultura
apresentam tempo de vida Util e necessidades proprias
para sua preservacgao. Sugere-se que o tempo de utiliza-
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cao ideal desses meios seja de algumas semanas quando
conservados a 4°C (Quinn et al., 1985). Sabe-se que a
importagdo de meios ndo garante confiabilidade quanto
a sua conservagédo, além disso, do seu preparo até sua
chegada aos laboratérios brasileiros, muitos dias ou até
semanas podem ter se passado. O objetivo deste estu-
do foi comparar os resultados obtidos quando utilizado o
meio GV, fabricado no Brasil, com aqueles obtidos ao se
utilizar o meio HTF e o meio P1 (Irvine Scientific, USA).

MATERIAIS E METODOS

ApOs aprovacao pelo comité de ética do Instituto Verhum
e assinatura de termo de consentimento esclarecido e
informado, 82 pacientes foram incluidas aleatoriamente
neste estudo. As pacientes tinham entre 22 a 42 anos de
idade e as causas de infertilidade observadas enquadra-
vam-se em: masculina, tubaria, mudltiplas, outras somen-
te femininas e causas ndo explicadas.

Apoés rotina béasica de propedéutica, as pacientes inicia-
vam uso de contraceptivo oral combinado (ACO) conten-
do 0,15 mg de desogestrel e 0,03 mg de etinilestra-
diol (Microdiol®, Organon), diariamente, no inicio do
ciclo, por um periodo minimo de 19 dias. Para realizar
o bloqueio hipofisario, utilizou-se acetato de nafarelina
(Synarel®, Zodiac), como agonista de GnRH, através de
borrifadas nasais, a cada 12 (doze) horas, alternando as
narinas, que tinham inicio quando faltavam trés dias para
o término do uso do contraceptivo. Apds suspensédo do
anticoncepcional as pacientes realizavam ecografia trans-
vaginal entre o segundo e quarto dia do ciclo menstrual.
O estimulo ovariano era iniciado com FSH recombinante
(Gonal®, Serono) ou urinario (Fostimon®, Meizler), em
dose que variava de 150 a 300Ul/dia, a critério clinico,
por um minimo de sete dias. Novo ultra-som era realiza-
do no oitavo dia de estimulo e iniciado hMG (Merional®,
Meizler) suspendendo, entdo, o uso de FSH. Procediam-
se a novas ecografias a cada 24h ou 48h, a depender
do estagio de crescimento folicular, e quando 2 (dois) ou
mais foliculos apresentavam didmetro médio =18mm,
administrava-se hCG, 10.000Ul (Choriomon®, Meizler)
ou 6.500Ul (Ovidrel®, Serono) em média 35,5 horas
antes da captacao de 6vulos.

As pacientes submetidas ao protocolo com antagonista de
GnRH (Cetrotide®,Serono), utilizavam previamente AOC
(Microdiol®, Organon), por periodo néo inferior a 15 dias.
Ao término da pilula, tendo o exame ultra-sonografico,
feito no segundo dia de sangramento apés deprivagéo,
identificado ovarios em repouso e endométrio fino (< 6
mm), iniciava-se a indugdo com FSH urinario ou recom-
binante. Se apos ecografia transvaginal de 5° dia de esti-
mulo (sexto dia do ciclo), fosse detectado pelo menos um
foliculo com didametro médio =14 mm, iniciava-se o uso
de antagonista diario e a aplicagédo de FSH era substituida
por hMG. Administrava-se hCG, 10.000Ul (Choriomon®,
Meizler) ou 6.500Ul (Ovidrel®, Serono) em média 35
horas antes da captacao de 6vulos, quando dois ou mais
foliculos apresentavam didametro médio = 18 mm.

No momento da captagdo as pacientes eram randomi-
zadas em dois grupos seguindo a sequéncia alterna-
da de captacdes, utilizando o grupo um o meio HTF/P1
e o grupo dois 0 meio GV. Os ovdcitos captados eram

passados, entdo, para meio GV ou HTF e mantidos em
incubadora até o momento da retirada de suas células
cumulares. Durante este periodo o sémen foi preparado
com meio HTF Hepes ou GV Hepes respectivamente para
0s grupos um e dois.

Trés a quatro horas apdés a captagdo limpavam-se os
ovocitos com pipetas afiladas em diametros diferentes,
passando primeiramente pela solu¢cdo de hialuronida-
se (N0 maximo um minuto), posteriormente por cinco
banhos de HTF-HEPES com 10% SSS (Substituto de Soro
Sintético) no grupo um ou, GV-HEPES com 10% SSS no
grupo dois. Finalmente, transferiam-se os 6vulos para o
meio HTF com 10% SSS no grupo um e para o meio GV
com 10% SSS, no grupo dois.

Quatro a cinco horas ap6s a captacdo realizava-se a
micromanipulagdo. A placa era preparada com uma gota
central com 5 pl de PVP, acrescentado de 1 p da suspen-
sdo com os espermatozéides e varias gotas de 5 pl em
torno com HTF-HEPES com 10% SSS no grupo um e com
GV-HEPES com 10% SSS no grupo dois. Os esperma-
tozoides eram imobilizados e injetados nos ovdcitos de
modo habitual.

Os ovocitos apds a injecao eram transferidos para o meio
P1 com 10% SSS no grupo um e para o meio GV com
10% SSS no grupo dois e, a seguir, conduzidos para
incubadora. Entre 16 horas e 18 horas verificava-se a
presenca dos pro-nuicleos. No segundo dia apés a ICSI,
transferiam-se os embrides para um novo meio de cultivo
P1 com 10% SSS no grupo um e para o meio GV com
10% SSS, no grupo dois.

Iniciava-se o suporte de fase lGtea na noite seguinte a
coleta dos ovdcitos, utilizando progesterona microniza-
da (Utrogestan®, Farmoquimica), 200mg, intravaginal,
a cada 8 horas e realizava-se a transferéncia dos embri-
des no terceiro dia apos a captagdo ovular. O numero de
embrides a serem transferidos dependia da qualidade dos
mesmos e, também, da idade da paciente.

A dosagem do B-hCG (gonadotrofina coridnica subunida-
de Beta) era realizada no 14° dia apds a transferéncia dos
embrides, considerando-se gravidez quimica um resul-
tado de dosagem sanguinea de hCG acima de 50 mul/
ml e gravidez clinica o encontro de pelo menos um saco
gestacional com embrido mostrando batimentos cardia-
cos, na 122 semana de gestacdo. Foram analisadas as
seguintes variaveis: média de idade; taxas de fertiliza-
cao, clivagem, implantagédo e gestagdo clinica por trans-
feréncia; porcentagem de embrides classe | e Il obtidos
e a média de embrides transferidos por paciente. Os dois
grupos foram comparados em relagdo a essas variaveis
pelo teste de Mann-Whitney U Test. Adotou-se o nivel de
significancia de 0,05 (a= 5%).

RESULTADOS

Dos 41 ciclos cultivados em meio GV, 10 foram conduzi-
dos com Cetrotide® e em 31 utilizou-se Synarel®. Dos
ciclos cultivados em meio HTF/P1, o bloqueio hipofisario
com Cetrotide foi realizado em cinco casos e empregou-
se Synarel nos 36 casos restantes. A causa da infertili-
dade nas pacientes em estudo esta listada na Tabela I,
sendo o fator masculino a principal causa apresentada
(54,87% dos casos). Os resultados de taxas de fertiliza-

JBRA - Jornal Brasileiro de Reproducao Assistida | v. 12 | n°1 | Jan-Fev-Mar / 2008



Tabela I - Causas de infertilidade das pacientes
incluidas no estudo

Causa da infertilidade Meio GV (%) Meio

HTF/P1 (%)

Fator masculino 48,80 60,97
Fator tubario 9,75 9,75
Mdltiplas causas 31,70 19,51
Outras causas femininas 9,75 7,31
Causas nao explicadas (0] 2,46
Tabela 11 - Estudo comparativo usando meio

GV e meio HTF/P1

Meio GV Meio HTF/P1
NUmero de ciclos 41 41
Média de idade (= DP) 33,0+ 5,1 32,9+ 4,4
Taxa de fertilizacao 69,1 74,41
(% 2PN/ovécitos MII)
Taxa de clivagem 67,0 72,6
(% embrides clivados/
ovocitos MII)
Embrides classe | e 11/ total 48,0 51,0
de embrides clivados (%)
Média de embrides transferidos 2,8 = 0,9 2,7+0,8
por paciente (+ DP)
Taxa de implantacao (%) 20,7 10,71
Taxa de gravidez clinica/ 31,7 26,82

transferéncia (%)

(p>0,05 para todos os parametros comparados)

cao, clivagem, implantacéo e gravidez clinica encontram-
se na Tabela Il. Das 41 pacientes que utilizaram GV na
fertilizagdo in-vitro, 13 evoluiram para gravidez clinica e
no grupo de cultivo com meio HTF/P1, observou-se um
total de 11 gestacSes no montante de 41 ciclos.

DISCUSSAO

Hoje ha no mercado diversas formulagdes de meios
para cultivo de embrides, sendo dificil a escolha do
meio que corresponda as expectativas dos diversos
centros de reproducdo humana brasileiros. Infeliz-
mente, as diferentes op¢des ndo tém levado a melho-
res resultados nas taxas de gravidez. Alguns pontos
sdo importantes na escolha do meio de cultura, o que
determinaria algumas condutas diferentes nos proce-
dimentos laboratoriais, como a concentracdo de glico-
se, fosfato, bicarbonato, presenca ou nao de glutamina
entre outros. A escolha do meio de cultura torna-se

Estudo comparativo entre meio GV E HTF/ P1 - Lopes, V.M. et al.

dificil, principalmente, porque existem poucos traba-
lhos recentemente publicados que comparam a eficacia
dos diferentes meios nos dltimos anos. Em sua maio-
ria, ndo comparam as taxas de gravidez e implantacéo,
pois transferem, para uma mesma paciente, embrides
cultivados em diferentes meios de cultura.

Os meios de cultura P1 (Irvine Scientific, USA) e IVF-50

(Scandinavian IVF Science, Sweden) sdo usados por

diferentes centros de reproducdo assistida, sendo, os
mesmos, modificacdes do HTF, com as seguintes dife-
rencas: P1 utiliza gentamicina como antibiotico e 1VF-50
utiliza penicilina G; P1 nao contém glicose e IVF-50
contém. Em adicdo, IVF-50 é suplementado com soro
albumina e o meio P1 é livre de proteinas, entretanto,

contém aminoacidos e taurina. Um estudo realizado por

Mauri et al., (2001), comparando esse dois meios apos

ICSI com cultura até o dia trés, ndo mostrou diferenca

estatisticamente significante em termos de indices de
fertilizacdo, qualidade embrionéria e taxas de gravidez
e implantacgao.

Aoki et al., (2005), compararam quatro meios de cultura

(HTF; G1.2; Sage Cleavage; Life Global media) usados
em fertilizacdo in-vitro até o terceiro dia de desenvolvi-
mento embrionario, observando que as taxas de gravi-
dez, implantacdo e aborto espontaneo foram similares.
Outro estudo comparou os meios comerciais: Global (n&o
sequencial), P1 e Quinn”s Advantage (ndo sequenciais),
usados apos ICSI até o terceiro dia de cultura, ndo haven-
do diferenca significativa nas taxas de gravidez clinica e
implantacao entre os trés meios (Moodie et al., 2004).

Comparando estudos com meios que suportam o desen-
volvimento embrionario até o estagio de blastocisto,

pode-se citar o estudo de Langendonckt et al., (2001). A

comparacao foi entre os meios G1.2/G2.2 e “Sydney IVF
cleavage”, os quais diferem entre si pela composi¢ao de
carboidratos e aminoacidos. Ambos os meios apresenta-
ram resultados similares apés transferéncia no dia 5/6 de
desenvolvimento. As taxas de implantagdo foram 43,1 %
e 36,1% para os meios G1.2/G2.2 e “Sydney IVF cleava-
ge”, respectivamente.

Pode-se observar que ainda nao ha consenso quanto ao
melhor meio de cultura a ser utilizado para o desenvolvi-
mento de embrides humanos. Sendo assim, acredita-se
que, pelo menos, para o cultivo de embrides até 48-72

h apds a fertilizagdo, uma variedade de meios pode ser

utilizada, desde solu¢bes balanceadas simples a meios
mais complexos, com poucas variaveis nos resultados.
Entretanto, para manter o embrido em desenvolvimento
in-vitro por mais de trés dias, o que permitiria reduzir o
numero de embrides transferidos e, conseqlentemente,
o risco de gestacdo multipla, ha a necessidade de meios
mais complexos.

Os relatos comparando os diferentes meios de cultura,
traduzem maior duvida, ainda, quanto ao melhor meio
a ser utilizado. Porém, taxas altas em alguns centros,
levam a acreditar que, talvez, fatores como rapido consu-
mo, validade, meio ou condigdes de transporte influen-
ciem os resultados. Para verificar tais fatores, preparou-
se meio de cultura no pais, considerando que os meios
adquiridos comercialmente (habitualmente produzidos
no exterior) chegam, tdo somente, varios dias ou sema-
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nas apos sua data de fabricagdo. O meio em apreco foi
denominado GV e foi comparado a outro bastante similar
em termos de formulagdo: o meio HTF. Nao foi encon-
trada diferenga estatisticamente significante nas taxas
de fertilizagdo, clivagem, gravidez ou implantagéo. Além
disso, foi observada uma tendéncia a melhores taxas de
implantacdo com o meio GV. O nimero de casos testados
ainda é pequeno, devido a complexidade do procedimen-
to, mas, acredita-se que um ndmero maior de casos pode
levar aos resultados com significancia estatistica.
Karamelagos & Bolton (1999), fizeram estudo compara-
tivo do uso da solucdo balanceada Earle’s (EBSS) prepa-
rada “em casa” com um meio equivalente muito proxi-
mo produzido pela Medi-cult (IVF Medium; Medi-Cult,
Redhill, Surrey, UK). Os dois meios diferem na compo-
sicdo apenas no suplemento de antibidtico e proteina
usados e na concentracdo de piruvato. Ndo houve dife-
renga estatisticamente significante nas taxas de fertili-
zagao, gravidez ou implantagdo entre os dois grupos. No
entanto, diferenga estatisticamente significante entre os
dois grupos foi identificada no nimero de ciclos com falha
de fertilizagdo. Observou-se maior falha de fertilizagéo
quando os odcitos foram inseminados em meio de cultura
Medi-Cult (10/230) quando comparados com o0s insemi-
nados em EBSS (1/218), apesar de a inseminagdo com
espermatozdides ser aparentemente normal. (Karamale-
gos et al., 1999).

A maioria dos meios coloca apenas prazo de validade
em sua embalagem, muitas vezes ndo se sabe qual o
intervalo de tempo entre o seu preparo e 0 momento em
que chegam ao laboratério de reproducao assistida para
serem utilizados. Como ndo ha nenhum produto nacio-
nal em produgdo comercial, e sabendo das dificuldades
de importacdo, acredita-se que os meios cheguem apoés
varios dias ou semanas de sua producdo. Mais ainda, é
dificil ter certeza das condi¢cbes de armazenamento. O
meio GV foi utilizado por um maximo de 20 dias ap6s seu
preparo, acreditando que este seja o fator responsavel
pelos resultados satisfatérios obtidos, ja que, as formu-
lagBes sdo semelhantes. Ndo ha duvida de que a dispo-
nibilidade de um meio de cultivo embrionario produzido
no Brasil, obedecendo aos rigorosos controles de qualida-
de, armazenamento e transporte, podera representar um
inestimavel ganho no que tange a custo do procedimen-
to laboratorial. Podera ainda, considerando o reduzido
intervalo de tempo entre sua preparacdo e sua utilizacéo
resultar em maior segurancga para as pacientes.
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Resumo

Objetivo: Avaliar o efeito de um meio para transferéncia
embrionaria, suplementado com acido hialurénico (AH), nas
taxas de implantagdo e gestacdo, comparando parametros
de qualidade embrionéaria a estas em pacientes com idade
avancada submetidas a fertilizagéo in vitro.

Métodos: Ensaio clinico prospectivo ndo randomizado. Fo-
ram incluidas 128 pacientes, com idade >35 anos e embrides
para transferéncia, de janeiro de 2004 a junho de 2005. Os
128 ciclos obtidos foram divididos em 69 ciclos com AH e 59
ciclos com albumina sérica humana ( HSA).

Resultados: Foram similares, média de idade nos grupos
de 38,6 + 2,87 vs. 38,5 = 2,6 anos, embrides transferidos
(161 vs. 157) e embrides transferidos/paciente (2,33 + 1,28
vs. 2,66 = 1,17). As taxas de implantacdo e gestacao foram
superiores para o grupo com AH (19,3% e 36,2%) respecti-
vamente, comparadas ao grupo com HSA (14,6% e 32,2%).
Conclusao: O meio com AH apresentou uma elevagdo nas
taxas de implantagdo e gestacdo, sem diferengas estatisti-
camente significativas e houve manutengdo da taxa de im-
plantacdo independente da qualidade embrionaria, indicando
possivel efeito positivo no processo de implantagdo em pa-
cientes com idade avancgada.

Palavras-chave: Acido hialurdnico, implantagdo, gestagdo,
idade avancada.

Abstract

Objective: To evaluate the effect of using an embryos transfer
(ET) medium supplemented with hyaluronic acid (HA) on the
implantation and pregnancy rates, as well as to compare
embryo quality parameters to those rates in advanced aged
patients under in vitro fertilization treatment.

Methods: Case-control prospective non-randomized study.
This study included 128 patients were age =35 years who
were under in vitro fertilization and ET treatment from
January 2004 and June 2005. Group A had 69 cycles with ET
medium supplemented with HA and Group B had 59 cycles
with medium containing human serum albumin (HSA).
Results: There was no significant statistic difference between
groups concerning patients” age (38.6 £ 2.87 years vs. 38.5

+ 2.6 years), number of embryos transferred (161 vs. 157)
and number of embryos transferred for each patient (2.33 =
1.28 vs. 2.66 £ 1.17). Implantation and pregnancy rates in
group HA, being 19.3% and 36.2%, respectively, in group
HAS, which had implantation rate of 14.6% and pregnancy
rate of 32.2%. Conclusion: The medium supplemented with
HA presented increase on implantation and pregnancy rates,
although with no statistically significant differences. The
implantation rate of the ET medium with HA presented no
linear tendency related the embryo quality; implantation was
independent of embryo quality. The supplementation of HA in
the ET medium presented positive effect on the implantation
process for advanced aged patients.

Key Words:
advanced age.

Hyaluronic acid, implantation, pregnancy,

INTRODUCAO

A capacidade reprodutiva feminina decresce ao longo
dos anos e a idade avancada esta associada a reducéo
da fertilidade tanto in vivo quanto in vitro. Em procedi-
mentos de reproducédo assistida, as taxas de gestacao e
implantacdo diminuem a partir dos 35 anos, e sao extre-
mamente pobres em mulheres acima de 40 anos (Dew,
Don et al,1998).

Os constantes aperfeicoamentos nos sistemas de culti-
vos despertaram, recentemente, questionamentos sobre
a necessidade do desenvolvimento de meios especificos
para a transferéncia embrionaria. Schoolcraft et al (2001)
sugerem que a utilizagdo de um meio mais apropriado
para os embriGes no momento da transferéncia possa
oferecer vantagens ao processo de implantacéo.

Estudos demonstraram que um candidato prospectivo
para aumentar a funcionalidade do meio de TE e possi-
velmente aumentar as taxas de implantagdo é o acido
hialurénico (AH). O AH é um glicosaminoglicano, encon-
trado em abundéancia na matriz extracelular. Apresenta-
se de maneira fisiolégica no trato reprodutivo, estando
presente no muco cervical, no complexo cumulus-oopho-
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rus, no fluido folicular, e no plasma seminal (Eppig,1999
e Binette, Ohishi et al, 1996) . E o glicosaminoglicano em
maior quantidade no fluido uterino e parece estar relacio-
nado ao processo de adeséo célula-célula e célula-matriz.
Este estudo tem o objetivo de avaliar o efeito da utiliza-
cdo de um meio para TE, acrescido de acido hialurdnico e
albumina humana recombinante, nas taxas de gestagao e
implantacdo, assim como comparar parametros de quali-
dade dos embrides transferidos a estas taxas em mulhe-
res com idade avancada.

MATERIAL E METODOS

Estimulacdo ovariana

A estimulacdo ovariana utilizada em ambos os grupos
iniciou-se com 4mg de estradiol no 20° dia do ciclo ante-
rior até o segundo dia do ciclo em questdo. A partir do
30 dia iniciava-se a aplicacdo de hormoénio Foliculo Esti-
mulante recombinante, seguida de controle ecografi-
cos seriados, sendo introduzido analogo anatgonista de
hormonio liberador de gonadotrofina quando os foliculos
atingiam = 14mm.

A administracdo de 5000UI de Gonadotrofina coridnica
humana (hCG) subcutanea ocorreu quando dois ou mais
foliculos atingiram o diametro de 16mm. As aspiracdes
foliculares foram realizadas 34 - 36 horas ap6s a adminis-
tragdo do hCG. Os odcitos foram direcionados tanto para
fertilizag&o in vitro convencional como para injegéo intra-
citoplasmatica de espermatozoéide, de acordo com crité-
rios prévios de qualidade seminal e falhas de fertilizagao,
sendo em meio IVF (Vitrolife, Suécia) até o segundo dia
apos a fertilizagdo, quando ocorreram as TEs.

Selecao das pacientes

Foram incluidas 128 pacientes, correspondentes a 128
ciclos, submetidas a fertilizagéo in vitro e TE na Clini-
ca SEGIR - Servico de Ecografia, Genética e Reproducao
Humana, no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2005.
Critérios de inclusdo: idade igual ou superior a 35 anos
e um ou mais embrides para transferéncia no segundo
dia apo6s a fertilizagdo. Grupo A, formado por 69 ciclos
realizados no periodo de setembro de 2004 a junho de
2005 e o grupo B, por 59 ciclos entre janeiro de 2004 a
agosto de 2004.

Avaliacdo da qualidade embrionaria

Os critérios para avaliagdo da qualidade embrionaria
seguiram os padrdes descritos por Terriou, Sapin et al
( 2001). Os parametros de avaliacdo utilizados foram,
o0 escore cumulativo dos embrides (CES) transferidos e
a média de escores dos embrides transferidos (MSTE).
O escore baseava-se em 4 pontos, de acordo com crité-
rios de qualidade embrionaria, sendo um ponto para cada
critério: embrides clivados, auséncia de fragmentagdo
(ou fragmentagdo >20% do embrido), auséncia de irre-
gularidades no tamanho ou formato dos blastémeros e
embrides no estadio de 4 células, permitindo para cada
embrido uma variacdo de 1 a 4 pontos. O niumero maxi-
mo de embrides/transferéncia foi de 4 embrides. O CES
foi obtido através da soma dos escores individuais dos
embrides transferidos e o MSTE obtido a partir da divi-
sao do CES pelo numero de embrides transferidos. O CES

variou de 1 a 16 pontos e o MSTE de 1 a 4 pontos. Para
comparacdo com as taxas de implantacdo e gestacdo os
escores foram segregados em quatro intervalos. O CES
em intervalos de 1 a 4, de 5 a 8, de 9 a 12, de 13 a 16
pontos e 0o MSTE, de 1 > 1,5; de 1,56 >2,5; 2,5 > 3,5; e
3,5 = 4,0 pontos.

Transferéncia embrionaria

Em ambos o0s grupos os embrides permaneceram em
equilibrio de 10 minutos nos respectivos meios antes da
TE. O meio suplementado com 0,5 mg/ml de AH e rAH
(EmbryoGlue -Vitrolife, Suécia) foi utilizado no grupo A
e no grupo B o meio IVF com 10% de HSA (Vitrolife,
Suécia). Todas as etapas laboratoriais foram realizadas
pelo mesmo operador durante os diferentes periodos.
Todos os embrides foram transferidos com visualizacao e
auxilio de ultra-som abdominal e cateter Wallace 1816N
(Smiths Medical International, Reino Unido).

Foi utilizado de suporte a progesterona natural microni-
zada via vaginal, na dose diaria de 600mg, a partir da
puncao folicular.

A dosagem de B-hCG ocorreu 14 dias apos a TE e foram
definidas como gestacdes clinicas todas aquelas com
presenca de saco gestacional visualizado por ultra-som
transvaginal.

Anélise estatistica

Os resultados das taxas de implantacdo e gestacao obti-
das a partir das transferéncias embrionarias do grupo A
foram comparados aos resultados do grupo B. Os CES
e MSTE foram comparados as taxas de implantacao e
gestacdo em ambos os grupos. A tendéncia linear foi
avaliada para o grupo A e B em relagcéo ao CES e ao MSTE
para Taxas de implantacdo e gestagéo. Os dados foram
apresentados como média + desvio padrdo. Para anali-
se dos resultados utilizamos o teste qui-quadrado (x?)
e/ou teste T de Student, ou Fisher quando apropriado,
sendo considerado estatisticamente significativo quando
p<0,05. As andlises foram realizadas utilizando o progra-
ma estatistico SPSS 11.0.

RESULTADOS

Comparacdo dos grupos com as taxas de
implantacao e gestacao

A média de idade e o namero de embribes transferidos
foram similares em ambos os grupos (tabela 1). A idade
variou de 35 a 46 anos no grupo A, e de 35 a 45 anos
no grupo B. Todos os parametros de idade, causa de
infertilidade, protocolos de inducéo e utilizacéo de ferti-
lizacdo in vitro convencional ou com injecdo de esper-
matozoéide apresentaram médias similares em ambos os
grupos, sem diferengas estatisticamente significativas.
A taxa de gestacdo demonstrou-se superior no grupo A
comparada ao grupo B (tabela 1), assim como a Taxa
de implantagéo (31/161 vs. 23/157 sacos gestacionais/
embrides transferidos) grupos A e B respectivamente,
entretanto, sem diferengas estatisticamente significati-
vas. Podemos observar um aumento também no name-
ro de abortos espontaneos no grupo A em comparagao
com grupo B (tabela 1), sem diferencas estatisticamente
significativas.
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Tabela 1. Resultados clinicos dos ciclos de transferéncia embrionaria para os dois grupos em estudo.

Grupo A Grupo B p
(n = 69) (n = 59)
Idade das Pacientes 38,6 + 2,87 38,5+ 2,6 0,842
Embrides Transferidos 161 157 -
Embriées/Transferéncia 2,33+1,28 2,66+1,17 0,135
Gestagodes Clinicas 25 19 0,837
Gestagdes Unicas 20 16
GestacOes Mdultiplas 5 3
Abortos Espontaneos 14 9 0,611
Taxa de Gestacao (%) 25/69 (36,2%) 19/57 (32,2%) 0,771
Taxa de Implantagéo (%) 31/161 (19,3%) 23/157 (14,6%) 0,345

Valores expressos em média + desvio padréo.
Grupo A = Meio TE suplementado com AH
Grupo B = Meio de TE suplementado com HSA

Escore cumulativo dos embrides (CES)

Os grupos A e B apresentaram uma distribuicdo compara-
vel dos CES nos intervalos avaliados (tabela 2). A figura 1
mostrou uma associagdo linear entre a Taxa de implanta-
céo e o CES, para o grupo B (P 0,02), existindo um decrés-
cimo linear na Taxa de implantacdo do maior intervalo de
CES para o menor (P 0,02). Por outro lado, o grupo A
ndo apresentou tendéncia linear para os intervalos de CES,
demonstrando uma manutencdo da Taxa de implantacao
(figura 1). A figura 2 mostra uma tendéncia linear entre a
Taxa de gestagéo e o CES, apresentando melhores taxas
para os intervalos de CES maiores, para ambos 0s grupos
A e B (P 0,01 e P 0,02) respectivamente.

Média de escore dos embrides transferidos
(MSTE)

Os grupos A e B apresentaram uma distribuicdo compara-
vel dos MSTE nos intervalos avaliados (tabela 3). O grupo
A apresentou taxas de implantacao (figura 3) e gestacao
(figura 4) similares para os quatro intervalos de MSTE,
demonstrando que as taxas de implantacdo e gestacgéo
apresentam-se elevadas para todos os intervalos MSTE,
mostrando uma manutengdo da implantagdo indepen-
dente da qualidade embrionaria. O grupo B apresentou
um aumento linear de acordo com MSTE maiores, para
implantacdo (P 0,004) e gestacao (P <0,001). Existindo
um decréscimo linear do maior intervalo de MSTE para
o menor (P <0,001) em relagdo a Taxa de implantagdo
(figura 3) e da mesma forma para a Taxa de gestagao
(figura 4).

DISCUSSAO

O decréscimo da capacidade reprodutiva feminina ao
longo dos anos pode ser observado pela reducéao da fertili-
dade tanto in vivo quanto in vitro em mulheres com idade
avancada. Estudos como de Kenny (1994), e Segal e
Casper (1990), demonstraram, em pacientes submetidas

JBRA - Jornal Brasileiro de Reproducgéo Assistida | V. 12 | n®1 | Janeiro-Fevereiro-Marco / 2008

Tabela 2. Distribuicdo de ciclos entre os intervalos de

CES para os grupos A e B.

CES Grupo A Grupo B

la4 32 (46,4%) 21 (35,6%)
5a8 17 (24,6%) 14 (23,7%)
9a12 12 (17,4%) 15 (25,4%)
13 a16 8 (11,6%) 9 (15,3%)

Total Ciclos 69 (100%)

59 (100%)

P 0,532

Grupo A = Meio TE suplementado com AH
Grupo B = Meio de TE suplementado com HSA

Tabela 3. Distribuicéo de ciclos entre os
MSTE para os grupos A e B.

intervalos de

MSTE Grupo A Grupo B

1>1,5 9 (13,0%) 6 (10,2%)
1,5>2,5 15 (21,7%) 16 (27,1%)
2,5>3,5 25 (36,2%) 21 (35,6%)
3,524,0 20 (29,0%) 16 (27,1%)

Total Ciclos 69 (100%)

59(100%)

P 0,886

Grupo A = Meio TE suplementado com AH
Grupo B = Meio de TE suplementado com HSA
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Figura 1. Taxa de implantagéo dos grupos A e B para os inter-
valos de CES. Grupo A (barras azuis), ndo demonstrou tendén-
cia linear (P = 0,45) e correlagdo (r = 0,10) entre a taxa de
implantacéo e os intervalos de CES. O grupo B, (barras roxas),
demonstrou uma tendéncia linear (P < 0,02) e correlagédo (x =
0,17) entre as variaveis em estudo.

Figura 2. Taxa de gestagdo dos grupos A e B para os intervalos
de CES. Grupo A (barras azuis) e grupo B (barras roxas), ambos
apresentaram tendéncia linear entre as varidveis em estudo, (P
< 0,01 e P < 0,02, respectivamente) e correlagdo (r = 0,39 e
t = 0,36, respectivamente).

a fertilizacao in vitro, uma correlacéo estreita com a redu-
¢éo da fertilidade a partir dos 35 anos e Piette, Mouzon et
al (1990) demonstraram esta a partir dos 37 anos.

No presente estudo, avaliamos o efeito de um meio enri-
quecido com 0,5mg/ml de AH utilizado nho momento da
TE em pacientes com idade avancada. As taxas de gesta-
¢do e implantacdo apresentaram-se elevadas, no grupo
que utilizou AH quando comparado ao grupo suplementa-
do com HSA, entretanto, sem diferencgas estatisticamente
significativas.

As perdas gestacionais nao apresentaram diferencas esta-
tisticamente significativas, entretanto, podemos observar
uma elevagdo na taxa para o grupo A em compara-
cdo com o grupo B, podendo ser um reflexo dos fato-
res relacionados a idade. Pacientes com idade avancada,
normalmente recrutam um ndmero pequeno de odcitos;
juntamente com o declinio da reserva ovariana, ocorre
um aumento na incidéncia de aneuploidias nos odcitos,
sendo um fator significativo para as altas taxas de abor-
tos espontaneos encontradas neste grupo de pacientes
(Richardson e Nelson,1990). O aumento da idade esta
diretamente relacionado com o decréscimo da qualidade
embrionaria (Chetkowski, Rode et al,1991). Alguns estu-
dos demonstram que ndo somente a qualidade oocitaria
e embrionaria como também diversos fatores de recepti-

Figura 3. Taxa de implantagdo dos grupos A e B para os inter-
valos de MSTE. Grupo A (barras azuis), ndo apresentou tendén-
cia linear (P = 0,358) e correlacdao (r = 0,07) entre a taxa de
implantacéo e os intervalos de MSTE. O grupo B (barras roxas),
apresentou uma tendéncia linear (P < 0,004) e correlagéo (1 =
0,26) entre as variaveis em estudo.

Figura 4. Taxa de gestagdo dos grupos A e B para os interva-
los de MSTE. Grupo A (barras azuis), ndo apresentou tendén-
cia linear (P = 0,335) e correlagdo (t = 0,09) entre a taxa de
gestacdo e os intervalos de MSTE. O grupo B (barras roxas),
apresentou uma tendéncia linear (P <0,001) e correlagéo (1 =
0,46) entre as variaveis em estudo.

vidade uterina estdo envolvidos no declinio das taxas de
implantacdo e aumento nas taxas de perdas gestacionais
com o aumento da idade (Hull, Fleming et al, 1996).

O aumento do nimero de embrides implantados no grupo
suplementado com AH sugere um possivel efeito promo-
tor de AH no processo de implantagdo. O aumento do
numero de perdas gestacionais neste grupo reflete outros
fatores associados ao avanco da idade, n&do sendo a
implantagdo suficiente para suplantar estes demais fato-
res relacionados ao declinio reprodutivo.

Em um estudo prospectivo randomizado com pacien-
tes de diferentes idades, divididas em dois grupos, um
utilizando meio de TE suplementado com 0,5mg/ml de
AH e outro com meio acrescido de 0,125mg/ml de AH,
apresentaram para o0 primeiro grupo taxas de gestacéo e
implantacédo de 26,6% e 11,5%, e para o segundo grupo
30,4% e 25,5%, respectivamente. No estudo de Ravhon,
a suplementacao aumentada de AH ndo agregou valores
as taxas de gestacgéo e implantacao, as quais apresenta-
ram-se similares em ambos os grupos (Navot D, Bergh
,1996)[13]. Entretanto, Hazlett et al avaliando o efeito da
suplementacdo com AH no meio de TE em pacientes com
resposta ovariana normal, divididas em grupos com TE no
terceiro ou no quinto dia, obtiveram melhores taxas de
gestacao e implantacdo nos grupos suplementados com
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AH [14]. As taxas de gestagdo e implantagdo demons-
traram-se aumentadas na presenga de AH no meio de
TE para os dois diferentes momentos de TE, porém né&o
foram encontradas diferengas significativas.

O estudo de Gardner et al com camundongos demons-
traram um aumento na implantacao e no desenvolvimen-
to fetal de embrides na presenca de AH no meio de TE,
sugerindo uma regulacao de AH no processo de interagéo
do embrido com endométrio [15].

Simon et al demonstraram que o AH pode substituir a
albumina no meio de TE utilizado em embrifes humanos,
proporcionando taxas de gestacdo e implantacdo compa-
ravelmente aumentadas [16].

Nosso estudo demonstrou que a presenga de AH no meio
de TE proporcionou taxas de implantagdo similares para
embrides de diferentes qualidades embrionarias quando
comparado ao meio com HSA. No grupo suplementado
com AH a implantagé@o ocorreu de maneira independente
a qualidade embrionaria quando comparado com o meio
de TE com HSA o qual apresentou uma associacao linear
entre os parametros de avaliacdo da qualidade e Taxa de
implantacdo. Estes dados sugerem um efeito promotor
do AH no processo de implantagdo do embrido, possi-
bilitando aos embrides melhores taxas de implantacéo
de forma independente a qualidade embrionaria, melho-
rando as condi¢des do processo de implantagcao. O grupo
com meio acrescido com HSA apresentou baixas taxas
de implantacdo para embrides de pouca qualidade e um
aumento das taxas de acordo com o crescente aumento
da qualidade embrionéaria.

O estudo de Terriou et al. demonstrou uma forte corre-
lagdo para CES e MSTE em relacdo a Taxa de gesta-
¢do [5]. Em nosso estudo uma tendéncia linear pode
ser observada entre o CES e a Taxa de gestacdo para
ambos os grupos, entretanto o MSTE n&o seguiu uma
tendéncia linear com a qualidade embrionaria para
0 grupo suplementado com AH, apresentando uma
manutencdo da Taxa de gestagdo para os diferentes
intervalos avaliados.

Terriou et al demonstram uma queda na Taxa de gesta-
¢do em pacientes acima de 38 anos, em todos os inter-
valos de MSTE avaliados, quando comparadas as pacien-
tes com idade igual ou inferior a 37 anos. Observaram
uma distribuicdo de MSTE no grupo acima de 38 anos
similar a encontrada nos demais grupos com idade infe-
rior, demonstrando que a qualidade dos embrifes néo
depende da idade. Sugerem que o decréscimo nas taxas
de gestacao de pacientes com idade avancada nédo esta
relacionado a qualidade embrionaria, mas sim ao decli-
nio da receptividade uterina.

Muitos sdo os possiveis mecanismos pelos quais, o
AH possa apresentar um efeito promotor no processo
de implantagdo. O AH encontra-se liberado na matriz
extracelular e esta envolvido na formacdo da matriz,
no processo de adesédo célula-célula e célula-matriz, na
proliferacdo e migragdo celular, apresentando também
co-receptores para fatores de crescimento, poden-
do estar relacionado, de alguma maneira, ao processo
inicial de interagdo, aposicao, adesédo e invasao do blas-
tocisto no endométrio [16,17,18].

O AH é o principal glicosaminoglicano presente nos flui-
dos foliculares e uterinos, e fluidos dos ovidutos propi-

ciando uma alta viscosidade a estes micro-ambientes
[19,20,21]. A presenga do AH talvez possa facilitar
a rapida difusdo do conteldo do meio de transferén-
cia dentro da cavidade uterina. O meio contendo uma
apropriada concentracdo de AH apresenta uma maior
viscosidade em comparacdo aos meios de TE contendo
apenas proteinas [22].

A sintese de acido hialurénico aumenta substancialmente
no dia em que a implantacdo normalmente ocorre [23].
Em contraste com este aumento, a sintese da maioria
dos outros glicosaminoglicanos permanece constante
durante o estadio de peri-implantagéo [24].

Na avaliagdo dos grupos a Taxa de implantacdo apre-
sentou-se superior na presenca de AH no meio de TE.
Ainda que sem diferengas significativas, o nimero de
embrides implantados € superior com esta suplemen-
tacdo. A expressdo de receptores de AH nas células
endometriais e nos embrides humanos e de mamiferos
em geral, sugere uma possivel funcéo do AH no proces-
so de implantacdo embrionario [25,26,27]. A expres-
sdo de CD44, um receptor de AH, nos embrides e nas
células endometriais e deciduais, indicam um possivel
envolvimento desta molécula no processo de implanta-
cdo [28,29].

Outro tipo de receptor para AH, RHAMM/IHABP, é
expresso pelo embrido no estadio de pré-implantacdo
e com niveis mais elevados no estadio de blastocisto
expandido [30].

O mecanismo envolvido na implantacdo embriona-
ria relacionado ao efeito do AH ainda n&do é claro. A
presenca deste no meio de transferéncia possivelmen-
te se pronuncie de maneira mais importante em esta-
dios mais avancados de desenvolvimento embrionario,
quando ha um aumento na expressdo de receptores
especificos para AH e onde a sinalizagdo entre o blasto-
cisto e o endométrio ocorre de maneira crucial.

Este estudo demonstrou que a suplementacdo do
meio de TE, com AH, proporcionou uma elevagao nas
taxas de implantagao e gestacédo para pacientes com
idade avancada, entretanto sem diferencas estatisti-
camente significativas. Na avaliagdo dos parametros
de qualidade dos embribes transferidos e Taxa de
implantagcdo o meio suplementado com AH demons-
trou uma sustentacgao das taxas independente a quali-
dade embrionaria, sugerindo uma melhor interacao
embrido-endométrio. Aparentemente a suplementa-
¢do com AH apresenta um efeito positivo no momento
de implantacdo embrionaria.

A presenca de AH no meio de TE melhorando as condi-
¢coes do processo de implantagdo embrionaria pode
otimizar as chances de implantacdo dos embrifes. Esta
possibilidade pode auxiliar em uma redugcédo no niume-
ro de embrides transferidos sem queda nas taxas de
gestacao e implantacdo e ao mesmo tempo, evitando
as gestacbes multiplas, principalmente para grupos de
pacientes mais jovens.

Estudos prospectivos randomizados, direcionados a
grupos especificos, com suplementagdo de AH no meio
de TE para embrides em estadios mais avancados de
desenvolvimento embrionario podem demonstrar uma
otimizacado dos resultados de gestacdo e implantacéo.
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Resumo

Este relato inclui informacgédo das caracteristicas dos diversos
tipos de tratamentos, gestagdes, partos e récem-nascidos
pelas clinicas brasileiras da Redlara.

Abstract
This paper includes the brazilian data on ART from the clinics
that report to Redlara.

Resumen

Esse reporte incluye informacion acerca de las caracteristicas
de los diferentes tipos de tratamientos, embarazos y partos
obtenidos por las clinicas de Brasil en la Redlara.

Ciclos de tratamiento y embarazo clinico segun tipo de procedimiento (2004)

Brasil
MICROMANIPULACION
ASISTIDG  SERVACION  OVOPONACION

RESULTADOS FIV GIFT OTHERs Icsi 1G5l "M/ Fv icsi Fiv icsi FRES- CONGE-
CICLOS INICIADOS 1156 6 0 7106 208 0 32 612
CICLOS DISCONTINUADOS 130 0 0 457 8 0 S 66
ASPIRACIONES (A) 1026 6 0 6649 200 0 29 546
TRANSFERENCIAS (B) 952 6 0 6025 185 (6] 29 523 157 712 743 72
EMBARAZOS CLINICOS (C) 336 2 0 2149 71 0 11 161 26 131 271 21
PARTOS CON >=1 RN (D) 203 2 0 1577 57 o] 6 130 18 88 205 14
NINOS NACIDOS (E) 290 2 (6] 2180 72 6] 7 187 22 110 285 17
% Ciclos Discontinuados 11,2 0,0 0,0 6,4 3,8 0,0 9,4 10,8
% de Transferencia por:

Aspiracion 92,8 100,0 0,0 90,6 92,5 0,0 100,0 95,8
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% de Embarazo Clinico Por:

Aspiracion 32,7 33,3 0,0 32,3 &5./3 0,0 37,9 29,5

Transferencia B58S) 33,3 0,0 35,7 38,4 0,0 37,9 30,8 16,6 18,4 36,5 29,2
% de Parto(s) con >= 1 RN(s) Por:

Aspiracion 19,8 33,3 0,0 23,7 28,5 0,0 20,7 23,8

Transferencia 21,3 33,3 0,0 26,2 30,8 0,0 20,7 249 11,5 12,4 27,6 19,4

Embarazo Clinico 60,4 100,0 0,0 73,4 80,3 0,0 54,5 80,7 69,2 67,2 75,6 66,7

moow)»

Distribucién de las aspiraciones de
acuerdo al esquema terapéutico i
EN FIV, GIFT Y MICROMANIPULACION (2004)

Brasil

Porcentaje Del

Esquema Terapéutico n Total
GnRh(ag) + rFSH 3223 39,3%
GnRh(ag) + HMG 740 9,0%
GnRh(ag) + HMG + rFSH 983 12,0%
GnRh(ag) + HMG + UFSH 107 1,3%
GnRh(antag) + rFSH 1261 15,4%
GnRh(antag) + HMG 313 3,8%
GnRh(antag) + HMG + rFSH 770 9,4%
rLH + rFSH 682 8,3%
Clomiphene + HMG 83 1,0%
Natural Cycles 37 0,5%
Others 0 0,0%
Total 8199 100,0%

rFSH=Recombinant FSH, rLH=Recombinant LH, GnRh(ag)=agonist,
GnRh(antag)=antagonist, uFSH=urinary FSH

Distribucion de las transferencias segun

suplementacion latea

EN FIV, GIFT Y MICROMANIPULACION (2004)

Brasil
NUmero de Porcentaje
aspiraciones del total
Oral 172 2,2%

. Aspiraciones: Se refiere a aspiraciones foliculares transvaginales y laparoscdpicas, independientemente de la recuperacién de ovocitos.

. Transferencia: Se refiere a la transferencia al Utero y/o trompa de Falopio de uno o mas conceptus (embriones) y/o gametos.

. Embarazos Clinicos: Se refiere a gestaciones intrauterinas documentadas ecograficamente con al menos un saco gestacional.

. Partos con >=1 RN: Se refiere a los partos con mas de un recién nacido (después de completada las 20 semanas de gestacién)
Nifios Nacidos: Se refiere al nimero de nifios nacidos (incluye mortinatos).

Vaginal 6164 79,8%
Injectable 254 3,3%
((:(c)):glbrn"gi?/gginal) At 5.7%
None 0 0,0%
Other 692 9,0%
Total 7720 100,0%

Transferencia de embriones de acuerdo

a la etapa de desarrollo del embriéon

EN FIV E ICSI (2004)

Brasil
Numero de Namero de
% transferen- FIV transferen- ICSI
cias cias

48 hrs 330 34,7% 1.782 29,6%
72 hrs 571 60,0% 4.022 66,8%
120-144 hrs 51 5,4% 221 3,7%
Total 952 100,0% 6025 100,0%
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Tasa de embarazo clinico segln categoria diagnostica y edad de la mujer (2004)

Brasil
EDAD TUBARIA OTRAS MASCULINA MULTIPLE INEXPLICADA
FEMENINAS
Asp.* n % Asp.* n % Asp.* n % Asp.* n % Asp.* n %
<35 503 194 38,6% 717 306 42,7% 1673 684 40,9% 675 222 32,9% 332 117 35,2%

35-39 436 136 31,2% 741 220 29,7% 927 294 31,7% 569 145 25,5% 344 115 33,4%

>=40 213 38 17,8% 463 91 19,7% 295 60 20,3% 376 68 18,1% 192 40 20,8%

TOTAL 1152 368 31,9% 1921 617 32,1% 2895 1038 35,9% 1620 435 26,9% 868 272 31,3%

(*) Aspiraciones de FIV, GIFT y Micromanipulacion.

Tasa de embarazo, tasa de implantacion y tasa de multiges-

tacion de acuerdo al numero de embriones <35 45.9% 15,1% 41,6% 16,9%
Transferidos y a la edad de la mujer en FIV + micromani-
pulacioén, criopreservacion y OD (2004) 8 35-39 45,0% 14,0% 39,7% 13,5%
Brasil z
) > 40 39,3% 11,5% 36,4% 10,4%
FIV + MICROMANIPULACION Subtotal 43,6% 13,6% 39,4% 13,7%
c c =
n o ) 2 2 <35 40,0% 9,3% 27,8% 11,1%
o - Q Q
- 33 3 g 58 33 )
- T @ cc o 3 o & £ 35-39 35,7% 7,1% 20,0% 0,0%
[ e} 9N G 4} 4}
k-] S g c =2 .2 T .2 o)
© [ o (=] [
3 w € S B 2
w = s s o > 40 39,7% 10,6% 48,0% 12,0%
%)
MG MGE Subtotal 38,7%  1,5%  34,5%  8,6%
<35 16,3% 16,3% 0,0% 0,0% B
<
= 35,3% 16,0% 32,8% 8,8%
o 35-39 11,8%  12,3% 4,0% 0,0% °
5
> 40 5,4% 5,4% 0,0% 0,0%
Subtotal 11,2% 11,4% 1,4%  0,0% CRIOPRESERVACION
- c c =
<35 35,7%  21,9% 22,4% 0,0% 0 o ) ) e
o 0N [(I] o 2 0 8
e T ® T ® o8 oS
< - © = © 0 © O
35-39 25,7% 15,8% 22,7% 0,0% = S & 5o oo
) o © a8 T D T D
o} © - E o = S
a] i w £ E 3
> 40 9,9% 5,3% 7,7% 0,0% w = s s
Subtotal 28,1% 17,1% 21,6% 0,0% MG MGE
<35 44,7% 22,0% 37,6% 10,3% <35 15,6% 15,6% 0,0% 0,0%
o
" 35-39 31,6% 14,9% 32,2% 9,0% % 35-39 4,3% 4,3% 0,0% 0,0%
11}
[i4
= > 40 18,8% 7,4% 15,4% 3,1% > 40 12,5% 12,5% 0,0% 0,0%
Subtotal 36,8% 17,7%  34,5% 9,4% Subtotal 11,1% 11,1% 0,0% 0,0%
<35 48,6% 19,1% 40,9% 12,7% <35 14,2% 7,5% 6,3% 0,0%
8 35-39 40,9% 14,9% 34,0% 10,8% " 35-39 8,6% 4,3% 0,0% 0,0%
< 8
8 > 40 30,8% 9,9% 22,8% 4,7% > 40 8,3% 4,2% 0,0% 0,0%
Subtotal 42,4% 15,8% 36,0% 11,0% Subtotal 11,6% 6,0% 4,2% 0,0%

Continua >>
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< 35 18,8% 12,5% 33,3% 0,0%
< 35 21,1% 8,3% 18,4% 0,0%
" 35-39 10,7% 5,4% 0,0% 0,0%
%) 35-39 22,2% 8,3% 8,3% 4,2% 8
. > 40 27,2% 14,1% 4,0% 0,0%
= > 40 15,6% 7,3% 20,0% 20,0%
Subtotal 22,8% 12,1% 6,5% 0,0%
Subtotal 20,9% 8,2% 14,9% 3,0%
< 35 31,4% 11,4% 9,1% 0,0%
<35 26,8% 9,8% 30,3% 15,2%
0 35-39 40,4% 19,1% 42,1% 0,0%
€ 3539 14,3% 4,3% 20,0% 0,0% e
g F > 40 36,5%  16,0%  27,9%  3,3%
8 > 40 7, 7% 1,9% 0,0% 0,0%
Subtotal 36,5% 15,9% 28,6% 2,2%
Subtotal  20,5% 7,1% 26,7% 11,1%
< 35 51,4% 20,9% 47,4% 15,8%
<35 34,8% 7,0% 0,0% 0,0%
8 8 35-39 54,2% 23,7% 53,1% 21,9%
P 35-39 11,8% 2,4% 0,0% 0,0% '::
O 8 > 40 39,3% 15,6% 38,6% 15,7%
> 40 14,3% 2,9% 0,0% 0,0%
Subtotal 44,2% 18,1% 43,8% 17,4%
Subtotal 23,4% 4,7% 0,0% 0,0%
<35 40,0% 8,0% 0,0% 0,0%
<35 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
crnu 8 35-39 45,0% 13,0% 22,2% 11,1%
€ 35-39 60,0% 13,3% 33,3% 0,0% Z
8 S) > 40 31,6% 8,9% 33,3% 8,3%
o > 40 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
“ Subtotal 34,9% 9,6% 27,0% 8,1%
Subtotal 23,1% 0,9% 33,3% 0,0%
- < 35 50,0% 8,3% 0,0% 0,0%
<
E 18,0% 7.2% 14,9%  4,5% a
'9 € 35-39 16,7% 2,8% 0,0% 0,0%
o
2 %)
OVODONACION (0D) I > 40 50,0% 8,3% 0,0% 0,0%
n
c c
T 5 0 0 Subtotal 40,0% 1,1% 0,0% 0,0%
o o R 00 o8 08
' T T o8 o8
< o & © £ © O © O 2
= 58 05 o Q n 9 <
S & £ & = ﬁ _g s ,f_j’ 5 35,9% 15,0% 31,4% 9,0%
o w = S E =
= > >
Tasa de implantacidn (%)= NUmero de sacos gestacionales / Nimero
de embriones transferidos
MG MGE MG: Tasa de multigestacién global (= 2 sacos)
MGE: Tasa de multigestacidon extrema (= 3 sacos)
< 35 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
o 35-39 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
%
> 40 19,0% 19,0% 0,0% 0,0%
Subtotal 13,3% 13,3% 0,0% 0,0%

JBRA - Jornal Brasileiro de Reproducao Assistida | v. 12 | n°1 | Jan-Fev-Mar / 2008



Devenir de los embarazos (2004)

Registro latinoamericano de reproducgéo assistida- Brasil- 2004

Brasil
NEvBARAZOS  ABORISS O T
n % n % n %
FIV 336 60 17,9% 10 3,0% 203 60,4%
ICSI (*) 2220 341 15,4% 49 2,2% 1640 73,9%
GIFT/OTROS 2 0] 0,0% (] 0,0% 2 100,0%
SOFT/TOMI (0] [0] 0,0% 0 0,0% (6] 0,0%
HATCHING ASISTIDO (**) 172 31 18,0% 3 1,7% 136 79,1%
CRIO 157 47 29,9% 47 29,9% 135 86,0%
OD CRIO 21 6 28,6% (0] 0,0% 15 71,4%
OD FRESCO 271 62 22,9% 1 0,4% 206 76,0%
TOTAL 3179 547 17,2% 110 3,5% 2337 73,5%
(*) incluye ICSI e ICSI+FIV
(**) incluye Hatching Asistido+FIV y Hatching Asistido+ICSI
Resultado perinatal segun orden de gestacion (2004)
Brasil
FIV + MICROMANIPULACION
UNICO GEMELAR TRIPLE = CUADRUPLE
n % n % n % n %
NACIDOS VIVOS 1349 99,0% 987 98,2% 339 93,6% 37 86,0%
MORTINATO
20-27 SEMANAS 3 0,2% 6 0,6% 8 2,2% 0 0,0%
28 O MAS SEMANAS S 0,2% 3 0,3% 1 0,3% 6] 0,0%
MORTINEONATO 8 0,6% 9 0,9% 14 3,9% 6 14,0%
TOTAL 1363 1005 362 43
% MORTALIDAD PERINATAL 1,0% 1,8% 6,4% 14,0%
CRIOPRESERVACION
UNICO GEMELAR TRIPLE = CUADRUPLE
n % n % n % n %

NACIDOS VIVOS 85 6,2% 32 3,2% 15 4,1% (6] 0,0%
MORTINATO
20-27 SEMANAS (0] 0,0% ] 0,0% (6] 0,0% 6] 0,0%

Continua >>
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28 O MAS SEMANAS 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
MORTINEONATO 0 0,0% 1 0,1% 0 0,0% 0 0,0%
TOTAL 85 33 15 0
% MORTALIDAD PERINATAL 0,0% 3,0% 0,0% 0,0%
OVODONACION (OD)
UNICO GEMELAR TRIPLE = CUADRUPLE
n % n % n % n %
NACIDOS VIVOS 152 11,2% 102 10,1% 42 11,6% 0 0,0%
MORTINATO
20-27 SEMANAS 2 0,1% 4 0,4% 0 0,0% 0 0,0%
28 O MAS SEMANAS 0 0,0% 0 0,0% (0] 0,0% 0 0,0%
MORTINEONATO 1 0,1% 1 0,1% 3 0,8% 0 0,0%
TOTAL 155 107 45 0
% MORTALIDAD PERINATAL 1,9% 4,7% 6,7% 0,0%
n = Numero de nacidos vivos (No incluye mortineonatos).
Orden de gestacion y edad gestacional al parto i
FIV + MICROMANIPULACION, CRIOPRESERVACION Y OD (2004)
Brasil
FIV + MICROMANIPULACION CRIOPRESERVACION
| w | w
| r
5 g : oy B - s oy B
o0 O _ = [~ 00 8 3 @ o
<0 = w o =) <0 = w o =)
o< z S T < Qg z S T <
[ =2 i [ =) = 2 A} [ =)
0 o o 0 O] (6]
w w
V] N O] N
SEMA- -
(NAS) % n % n % n (SNEAhg? % n % n % n %
20-27 13 1,0% 13 2,7% 8 7,1% 0 0,0% 20-27 0 0,0% 1 02% 0 0,0 0 0,0%
28-31 18 1,4% 36 7,4% 31 27,4% 6 66,7% 28-31 1 0,1% 0 0,0% O 0,0% 0 0,0%
32-36 169 12,8% 259 53,5% 68 60,2% 2 22,2% 32-36 9 0,7% 8 1,7% 5 4,4% O 0,0%
37-41 1120 84,7% 176 36,4% 6 5,3% 1 11,1% 37-41 70 5,3% 7 1,4% 0 0,0% O 0,0%
242 2 0,2% 0 00% O 0,0% 0 0,0% >42 0 0,0% 0O 0,00 O 0,0% O 0,0%
TOTAL 1322 484 113 9 TOTAL 80 16 5 0

Se reporta ademas, un total de 223 partos con edad
gestacional “desconocida”.

Se reporta ademas, un total de 8 partos con edad
gestacional “desconocida”.
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OVODONACION (OD)
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) = w = Q
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= =) L [ =]
n O] o
w
O] AN
(fﬁ:;l)‘_ n % n % n % n %
20-27 & 0,2% 3 0,6% 1 09% O 0,0%
28-31 3 0,2% 2 04% 1 09% O 0,0%

32-36 27 2,0 32 6,6% 11 9,7% 0 0,0%

37-41 116 88% 14 29% 1 0,9% O 0,0%

242 4 0,3% 0O 0,0 O 0,0 0 0,0

TOTAL 153 51 14 0

Se reporta ademas, un total de O partos con edad gestacional
“desconocida”.

Peso del recién nacido y orden de gestacion i
FIV + MICROMANIPULACION, CRIOPRESERVACION Y OD (2004)

Brasil
FIV + MICROMANIPULACION
PESO UNICO GEMELAR TRIPLE = CUADRUPLE
n % n % n % n %

< 700 gr 6 0,5% 5 1,4% 11 47,8% 6] 0,0%
700-899 8 0,7% 9 2,5% 6 26,1% 3 300,0%
900-1249 10 0,9% 45 12,4% 58 252,2% 12 1200,0%
1250-2499 gr 132 11,3% 536 147,3% 233 1013,0% 21 2100,0%
> 2500 gr 1166 100,0% 364 100,0% 28] 100,0% 1 100,0%
TOTAL 1322 959 331 37

Se reporta ademas, un total de 408 bebes con peso “desconocido”.

PESO UNICO GEMELAR TRIPLE = CUADRUPLE
n % n % n % n %
< 700 gr 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
700-899 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
900-1249 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
1250-2499 gr 4 0,3% 8 2,2% 12 52,2% 0 0,0%

Continua >>
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> 2500 gr 68 5,8% 22 6,0% S 13,0% 0 0,0%
TOTAL 72 30 15 V]
Se reporta ademas, un total de 18 bebes con peso “desconocido”.
PESO UNICO GEMELAR TRIPLE = CUADRUPLE
n % n % n % n %

< 700 gr 1 0,1% 5 1,4% (0] 0,0% 0 0,0%
700-899 0 0,0% 2 0,5% 0 0,0% 0 0,0%
900-1249 2 0,2% 5 1,4% (0] 0,0% 6] 0,0%
1250-2499 gr 13 1,1% 52 14,3% 39 169,6% 0 0,0%
> 2500 gr 134 11,5% 38 10,4% 0 0,0% 0 0,0%
TOTAL 150 102 39 V]
Se reporta ademas, un total de 12 bebes con peso “desconocido™.
Namero de procedimientos iniciados (1990-2004)
Brasil

1990 1991 1992 1994 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004

734 1188 1348 1232 4027 4584 5544 6885 7540 9160 9438 9917 10804

Datos corresponden al total de procedimientos iniciados en cada afio (FIV, GIFT, Micromanipulacion, Criopreservacion,OD y Otros.)
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TIPO DE PROCEDIMIENTO PORCENTAJE DEL TOTAL DE ASPI- - L .
RACIONES (2000-2004) Distribucion de las aspiraciones

De acuerdo al esquema terapéutico (2000-2004)

BRASIL
Brasil
Procedimiento/ 5509 2001 2002 2003 2004 Esquema Terapéutico n Porcentaje
Ao a P Del Total
Aspiraciones GnRh(ag) + rFSH 16821 46,6%
FIv 1407 1802 1307 1094 1156 GnRh(ag) + HMG 4433 12,3%
GIFT + OTROS 6 1 0 16 6 GnRh(ag) + HMG + rFSH 5868 16,2%
MICROMA-
NIPULACION 4869 5784 6540 6985 7958 GnRh(ag) + HMG + UFSH 1179 3,3%
TOTAL 6282 7587 7847 8095 9120 GnRh(antag) + rFSH 2982 8,3%
Porcentajes GnRh(antag) + HMG 943 2,6%
FIv 22,4% 23,8% 16,7% 13,5% 12,7% GnRh(antag) + HMG + rFSH 1653 4,6%
GIFT + OTROS 0,1% 0,0% 0,0% 0,2% 0,1% rLH + rFSH 1202 3,3%
MICROMANI-
PULACION 77,5% 76,2% 83,3% 86,3% 87,3% Clomiphene + HMG 542 1,5%
Natural Cycles 505 1,4%
Others 0 0,0%
Total 36128 100,0%
rFSH=Recombinant FSH, rLH=Recombinant LH, GnRh(ag)=agonist,
GnRh(antag)=antagonist, uFSH=urinary FSH
Distribucién de las transferencias
Segun suplementacion latea (2000-2004)
BRASIL .
Brasil
(1990-2004) (2000-2004) Numero de Porcentaje
aspiraciones del total
PROCEDIMIENTOS PROCEDIMIENTOS
Oral 6200 18,9%
71234 44313
g @ Vaginal 20538 62,5%
TRANSFERENCIAS TRANSFERENCIAS Injectable 1566 4,8%
64526 40867 Combination (Oral and Vaginal) 1350 4,1%
& @ None 4 0,0%
EMBARAZOS EMBARAZOS
Other 3223 9,8%
19665 13068
@ @ Total 32881 100,0%
PARTOS CON >= 1 RN PARTOS CON >= 1 RN
14874 9778
NACIDOS VIVOS NACIDOS VIVOS
20483 13569

Incluye FIV, GIFT. Otros, Micromanipulacién, Criopreservacion, y
Ovodonacion.
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Tasa de parto con >=1 rn por transferencia (2000-2004)

Brasil
FIV + MICROMANIPULACION
2000 2001 2002 2003 2004
Ciclos Transferidos 4062 5376 5405 6248 6977
Partos con >= 1 RN 1049 1501 1800 1989 1981
Tasa de Parto con >= 1 RN 25,8% 27,9% 33,3% 31,8% 28,4%
CRIOPRESERVACION
2000 2001 2002 2003 2004
Ciclos Transferidos 637 842 875 1025 869
Partos con >= 1 RN 93 147 151 176 157
Tasa de Parto con >= 1 RN 14,6% 17,5% 17,3% 17,2% 18,1%
OVODONACION (OD)
2000 2001 2002 2003 2004
Ciclos Transferidos 621 731 716 797 815
Partos con >= 1 RN 200 272 266 285 292
Tasa de Parto con >= 1 RN 32,2% 37,2% 37,2% 35,8% 35,8%
Devenir de los embarazos (2000-2004)
Brasil
PROCEDIMIENTOS N° EMBARAZOS RN D ARAZOS  PARTOS CON = 1 RN
n % n % n %
FIV 1769 296 16,7% 33 1,9% 1377 77,8%
ICSI (*) 7956 1375 17,3% 129 1,6% 6039 75,9%
GIFT/OTROS 7 0 0,0% 0 0,0% 19 271,4%
SOFT/TOMI 44 3 6,8% 1 2,3% 40 90,9%
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HATCHING ASISTIDO (**) 1253 305 24,3% 21 1,7% 844 67,4%
CRIO 724 183 25,3% 187 25,8% 630 87,0%
OD CRIO 57 11 19,3% 0 0,0% 46 80,7%
OD FRESCO 1258 294 23,4% 15 1,2% 901 71,6%
TOTAL 13068 2467 18,9% 386 3,0% 9896 75,7%
(*) incluye ICSI e ICSI+FIV
(**) incluye Hatching Asistido+FIV y Hatching Asistido+ICSI
Tasa de multigestacién en fiv e icsi (2000-2004)
Brasil
% 2000 2001 2002 2003 2004

cp mg % cp mg % cp mg % cp mg % cp mg %
Doble 1133 256 22,6 1666 371 22,3 1908 450 23,6 2290 614 26,8 2485 596 24,0
Triple 0 méas 1133 93 8,2 1666 155 9,3 1908 174 9,1 2290 220 9,6 2485 223 9,0
Single 69,2 68,4 67,3 63,6 67,0
Tasa MG Global 30,8 31,6 32,7 36,4 33,0

cp = Embarazos, mg = Embarazo Mlltiple

La tasa de multigestacion ha sido calculada sobre el nimero de sacos gestacionales (incluye gestaciones generadas por FIV y por ICSI).

Proporcion de embriones de acuerdo a la etapa de desar-

rollo del embrién al momento de la criopreservacion (2004)

Brasil
Etapa de Pronucleo 48-72 hrs 120-144 hrs Total
Desarrollo
n 580 6915 364 7859
% 7% 88% 5% 100%

Numero de embriones almacenados hasta el 31 de diciembre, 2004:

20026
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Artigo Original

Uso da trealose intracelular na vitrificacao

de oo6citos bovinos maturados

Intracell trehalose in vitrification of matured oocytes

Georgina Pinheiro Hastenreiter,?2 Angelo José Burla Dias,* Luis Freitas Matos,*

Carla Paes Sobrinho Carvalho,* Selmo Geber?.

Universidade Estadual do Norte Fluminense
Centro de Medicina Reprodutiva — Origen.

Resumo

Introducéo: A criopreservagéo de odcitos é alternativa que
possibilitara a preservacao do futuro reprodutivo em mulhe-
res que tenham que adiar a maternidade por desejo proprio
ou tratamento. Podera ser alternativa para o congelamento
de embrides em casais submetidos a técnicas de reproducgéo
assistida. Até o momento, ndo existem resultados consisten-
tes com congelamento de odcitos, estando indefinido o melhor
protocolo de congelamento.

Objetivo: Determinar a efetividade da trealose como crio-
protetor intracelular na vitrificagdo de odcitos bovinos matu-
rados in vitro.

Metodo: estudo experimental com odcitos bovinos. Grupos:
controles (maturados-Tc, penetrados-Tp e microinjetados-Tm)
e os grupos da vitrificagdo (microinjetados com trealose- Tmv,
crioprotetores penetrantes- Tvde e eletropermeabilizados com
trealose- Tev). Avaliou-se a capacidade de retorno ao volume
isotdnico, integridade de membrana (marcacdo com iodeto de
propidio) e alteragdes glicoproteicas da zona peltcida (marca-
cdo com lectinas).

Resultados: A taxa de retorno ao volume isotdnico apés a
desvitrificagdo mostrou resultado superior para o grupo Tev,
com trealose (80%); odcitos dos tratamentos Tmv e Tvde
apresentaram indices de 55 e 68%, respectivamente. Odci-
tos do tratamento Tev foram os de menor taxa de extrusao
citoplasmatica (13%). A avaliacédo da integridade de membra-
na, resultou em auséncia de marcagdo em 36 %(Tmv), 64%
(Tvde) e 29%(Tev) dos odcitos. A marcagdo das glicoprotei-
nas de superficie da zona pellicida dos odcitos vitrificados ndo
apresentou diferenca entre os tratamentos.

Concluséo: Os resultados demonstram que a trealose intra-
celular é um importante agente crioprotetor para a vitrificagdo
de odcitos bovinos maturados in vitro, mas estudos em huma-
nos ainda dever&o determinar sua aplicagdo em mulheres.

Palavras-chave: trealose, od6citos, microinjegdo, vitrifica-
cao, eletropermeacao

Abstract

Introduction:The technique of oocytes cryopreservation is
a helpful tool for assisted reproduction as it can be used to
preserve female reproductive capacity.

Objective: To determine the effectiveness of trehalose as in-
tracellular cryoprotectant in the vitrification of bovine oocytes
matured in vitro.

Methods: The groups were controlled (Tc, Tp and Tm) and
groups for vitrification (Tmv - microinjected with trehalose,
Tvde - with penetrating crioprotectant and Tev-lectroperme-
abilizations with trehalose). After thawing we evaluated the
capacity of cytoplasmic re-expansion, the integrity of mem-
brane (marking with propidium iodide) and glycoprotein al-
terations of the pellucid zone (with lectins conjugated with
fluorescein 5- isotiocianato FITC).

Results: The evaluation of the tax of return to the isoto-
nic volume after thawing showed a superior result for the
eletroporation oocyte with trehalose (80%). Oocytes of the
treatments Tmv and Tev presented indices of 55 and 68%,
respectively. In the same way the oocytes of the treatment
Tev were the ones that presented low cytoplasmic drawing
tax (13%). However the evaluation of the integrity of mem-
brane, determined for the exclusion of the IP, resulted in ab-
sence of marking in 36%, 64% and 29% of the oocytes of
the treatments Tmv, Tvde and Te, respectively. The marking
of residues of manose and sialic acid of the surface of the
pellucid zone of the oocytes after thawing did not present di-
fference between the treatments, having all presented 100%
of marking.

Conclusion: These results demonstrate that intracellular
trehalose presents an important effect crioprotectant for the
vitrification of bovine oocytes matured in vitro.

Key-words: trehalose, oocytes, microinjection, electroper-
meation.

INTRODUCAO

A criopreservacao é técnica de conservacgdo de tecidos e
células por tempo indeterminado, mantendo as proprie-
dades biolégicas destas. Atualmente protocolos de crio-
preservacao de fibroblastos, embrides, tecidos ovariano
e de sémen sédo aplicados na rotina de laboratérios, com
sucesso. Apesar do congelamento de odcitos ser técnica
ainda ndo estabelecida, sua aplicagdo é de grande inte-
resse para a reproducgdo assistida. Uma vez que a técnica
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pode auxiliar no aproveitamento de o6citos excedentes
de ciclos de FIV, formagao de bancos, na preservagao
da qualidade e quantidade de od6citos de mulheres
que querem adiar a maternidade, mulheres que serao
expostas a tratamentos de quimioterapia e radiotera-
pia, além de transpor a ética que envolve a criopre-
servagdo dos embrides (Eroglu et al., 2002; Chian et
al., 2004).

Por ter caracteristicas peculiares o6citos possuem baixa
viabilidade no pdés-descongelamento (Parks & Ruffing,
1992; Chen et al.,, 2003). O gameta feminino apre-
senta uma grande dimenséao celular (z 120 um) e uma
pequena relacdo superficie volume, fato que dificulta a
desidratacao celular adequada. Chen e tal.,(2002) rela-
taram que odcitos maturados sdo afetados em sua estru-
tura de fuso meidtico formado nessa fase, pela despo-
limerizacdo dos microtibulos dessa estrutura durante o
resfriamento, ou pela acao dos crioprotetores.

As injurias aos o6citos podem ocorrer em qualquer fase
do congelamento e durante o descongelamento com
efeitos toxicos e osmaoticos. Tem sido tentadas técnicas
que melhorem os resultados. A vitrificacdo, método
de congelamento rapido,é alternativa ao congelamen-
to lento, que causa injurias osmoticas, bioquimicas e
formacgado de cristais de gelo (Vajta et al., 1998). A
vitrificacdo permite a passagem rapida por essa fase,
além de promover a formacgédo do estado vitreo, sem
nucleacdo de gelo. Teoricamente, este estado vitreo
pode ser conseguido com o aumento da velocidade de
reducdo da temperatura e com o auxilio de elevadas
concentragdes de crioprotetores. O sucesso da vitrifica-
cao esta relacionado também com a capacidade de pene-
tracdo do crioprotetor, o tempo de exposi¢cdo e o volume
de crioprotetor, que devem ser adequados para impedir a
formacéao de cristais de gelo intracelularmente, sem levar
a lesbes toéxicas e osmoticas (Martino et al., 1996; Vajta
et al.,, 1997; Lane et al., 1999; Vajta, 2000).

Outra forma de prevenir lesfes osmdticas e toxicas
durante o congelamento é a escolha do crioprotetor
(Palasz & Mapletoft, 1996). A trealose, um dissacarideo
extracelular, é excelente estabilizador de membranas,
além de atoxico. Tem sido sugerido que grupos hidrofili-
cos da trealose formam pontes de hidrogénio em locais
normalmente ocupados pela agua, evitando o enrije-
cimento da membrana, mantendo-a em estado fluido.
Além de substituir a agua em condi¢cdes de anidrobio-
se, a trealose aumenta a capacidade de transformacéo
vitrea (Donnamaria et al., 1994; Richards et al., 2002).
Devido a sua grande massa molecular e caracteristi-
cas bioquimicas, a trealose é incapaz de atravessar
a membrana plasmatica. Alternativas para permitir o
ingresso deste acucar no citoplasma dos ovocitos tém
sido testadas, uma vez que a agdo protetora da trea-
lose & membrana plasmatica, durante o resfriamento,
pode ser potencializado quando intra e extracelular.
Este trabalho buscou avaliar a capacidade crioprotetora
da trealose intracelular, na vitrificacdo de odcitos bovi-
nos maturados in vitro, a fim de determinar estraté-
gias possiveis para metodologias futuras que permitam
integrar a criopreservacao do gameta feminino a rotina
das técnicas de reprodugdo e preservacgéo.

Trealose e vitrificagdo de odcitos bovinos - Hastenreiter, G.P., et al
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MATERIAL E METODOS

Obtencdo e selecao dos odcitos

Complexos cumulus oophorus (CCO) foram aspirados
de ovarios obtidos em matadouros da localidade do
municipio de Campos dos Goytacazes, os quais foram
transportados em solucéo fisiol6gica estéril (tabela 1)
a temperatura ambiente.

Foram aspirados apenas foliculos ovarianos com
diametro de 2-6mm com auxilio de uma agulha de 19
“G” (40 x 1.2 mm) ligada a um tubo conico de 50 mL,
conectado a uma bomba de vacuo, sob uma pressao
de 90 mm/Hg. Apés 10 minutos de decantacédo, parte
do sobrenadante foi descartado e o restante passado
para uma placa de Petri (Corning, 100 x 20 mm) para
busca dos CCOs.

Estes foram transferidos para gotas de meio de mani-
pulacdo (tabela 1). Posteriormente procedeu-se a
avaliacao e classificacdo dos mesmos. Somente CCOs
classificados como grau | e Il, 0s que possuem mais
de 3 camadas de células do cumulus oophurus envol-
vendo completamente e compactamente o ovdcito,
forma arredondada, granulagdes finas e homogénea e
de coloragdo marrom; o citoplasma preenche o inte-
rior da zona pellcida, grau | ; e o ovécito de grau
Il, cumulus rodeando completamente com menos de
3 camadas celulares; citoplasma com granulacdes
distribuidas com heterogeneidade, podendo estar
mais concentrado centro e mais clara na periferia;
o citoplasma preenche o interior da zona pellcida
(Kulesshova et al., 1999) foram utilizados para os
experimentos.

Os CCOs selecionados foram lavados em meio de
manipulacdo e em seguida transferidos para o meio
de maturacao (tabela I). Os CCOs foram mantidos em
gotas de 100 puL do meio de maturagdo (20-25 odcitos
por gota), sob 6leo mineral, por um periodo de 22
horas a 38,5 °C, em atmosfera de 5% de CO,. Apés
esse periodo os od6citos foram lavados em 10 gotas de
meio de manipulagdo e posteriormente desnudados.

Denudacédo dos od6citos

A remocéo das células do cumulus, foi realizada de forma
mecéanica para facilitar a visualizagdo do corpusculo polar
(indicador da maturacao nuclear) e evitar erros de interpre-
tacdo dos resultados apds as marcagoes fluorescentes.

Micromanipulacao

As micropipetas de holding e microinjecdo foram
confeccionadas a partir de capilares de vidro de boros-
silicato (Narishige) com uso de estirador de capila-
res (Sutter Instrument Company) e de microforja
(Narishige). Antes de ser acoplada ao micro-manipula-
dor, a pipeta de microinjec¢ao foi preenchida com uma
pequena quantidade de 6leo mineral, depositado com
auxilio de uma seringa acoplada com uma fina agulha,
para que a solucdo a ser microinjetada nao entre em
contato com os elementos que foram colocados nas
colunas posteriores.
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Tabela I: Composicao de meios de cultura utilizados para
cripreservagdo dos odécitos bovinos

Meios Composicao

Cloreto de sédio a 0,9 % acres-
cida de antibidticos, 100 UI/mL
de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina.

Solugdo fisioldgica

TCM-199 com sais de Earle,
acrescido de 25 mM de Hepes e
antibioticos, 100 UI/mL de peni-
cilina e 100 pg/mL de estrepto-
micina, suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB).

Meio de manipulacao

TCM-199 com sais de Earle,
acrescido de 20 mM de bicar-
bonato de sédio, suplementado
com 10% de SFB, 5,0 ug/mL de
LH, 0,5 pg/mL de FSH e antibid-
ticos, 100 UI/mL de penicilina e
100 pg/mL de estreptomicina.

Meio de maturacao

Trealose 0,15 M em TCM-199

Solucéo de equilibrio Hepes

Trealose 0,8 M, em tampé&o

Solucéo de microinjegéo TRIS 10 MM

Trealose 0,5M em TCM-199

Meio de vitrificagao Hepes acrescido de 20 % de SFB

TCM-hepes 20% de soro fetal

Solugao "holding” bovino

Trealose 291mM, sulfato
de magnésio 0,1mM e BSA
0,05mg/ml

Meio de
eletropermeabilizacéo

TCM-199 acrescido de 100 Ul/
mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina e 10% SFB

Meio de cultivo

Tratamentos

Qdcitos aspirados de ovarios provenientes de matadouros
sofreram maturagéo in vitro e depois foram distribuidos
aleatoriamente nos seguintes tratamentos:

O tratamento controle foi dividido nos seguintes grupos:
oo6citos maturados in vitro (Tc); grupo penetrados (Tp),
oocitos foram apenas perfurados pela pipeta de microin-
jecao; grupo microinjetados (Tm), od6citos foram microin-
jetados com solucgéo de trealose .

Tratamento dos vitrificados: grupo dos microinjetados
(Tmv), odcitos microinjetados com 0,8M de trealose de
acordo com Eroglu et al., 2002 e posteriormente vitrifica-
dos; grupo vitrificados com dimetilsuféxidodeido (DMSO)
e etilenoglicol (EG) (Tvde), segundo Vajta et al., 1998.
Grupo eletroporagéo (Te), odcitos foram submetidos a
eletropermeacdo no meio contendo trealose e seguido
sua vitrificagdo.

Os o6citos submetidos aos tratamentos Tp e Tm foram
postos em cultivo em atmosfera controlada de 5 % de
CO, e temperatura a 38 °C, durante 3 horas, para avaliar
se houve rompimento celular.

Os odbcitos vitrificados (tratamentos Tmyv, Tvde e Te)
foram descongelados, e avaliados quanto a sua capa-
cidade de re-expansdo durante a desvitrificacdo e
pos-cultivo de 3 horas. Determinou-se a integridade
de membrana com iodeto de propidio, e finalmente
avaliou-se mudancga de oligossacarideos da zona pellci-
da, manose e acido sialico.

Microinjecéo de solucédo de trealose

Seguiu o protocolo descrito por Eroglu et al., 2002.
Inicialmente, os odcitos foram colocados, por 10 min,
em uma gota de solucdo de equilibrio (tabela 1), para
provocar uma retracdo do volume citoplasmatico. Apds
este periodo a extremidade da palheta de microinjecdo
foi preenchida com uma solucdo de microinjecao (tabe-
la 1) iniciando-se o procedimento de microinjegcdo, com
auxilio de um microinjetor (Transjector 5246 Eppendorf),
acoplado a um microscopio invertido (Axiovert Zeiss). O
ovoécito foi posicionado de modo que o corpusculo polar
ficasse situado na posicao superior (doze horas) ou na
posicéo inferior (6 horas). O corte da zona pellcida e o
rompimento da membrana plasmatica foram realizados
por pulsos piezoelétricos (PiezoDrill, marca Burleigh), de
frequéncia 2 Hz, duracdo 66 us, amplitude 60V. Apds a
penetragcdo da micropipeta de inje¢cdo no citoplasma, os
odcitos foram microinjetados com a solucao de trealose
0,8M até que seu volume retornasse ao volume isoténico
(correspondente a 0,15M de trealose).

Vitrificagao

ApdOs a microinjecdo de trealose 0,8 M, grupo de trés
oo6citos foram transferidos para uma gota de 20 ul de
meio de vitrificacdo (tabela I) e mantidos por 1 min nessa
solucdo, a temperatura ambiente. Os odécitos foram enva-
sados por capilaridade em palhetas estiradas e abertas, e
em seguida mergulhados em nitrogénio liquido.

Vitrificagdo dos odcitos com crioprotetores
penetrantes

Os odcitos foram vitrificados segundo Vajta et al., 1998.
As solug@es utilizadas no procedimento foram distribui-
das em placas de quatro pogos, sobre uma placa aque-
cedora mantida a 39 °C. No primeiro e no segundo pogos
foram depositados 800ul de solugdo “holding” (Tabela I),
no terceiro pogo foi colocada a solugdo de vitrificagdo 1
(SV1 - 800 pl de meio ™ holding”+ 100 pl de EG + 100
ul de DMSO) e no quarto pogo a solugao de vitrificagao
2 (SV2-600 pl de solugao de sacarose 0,6M + 200 ul de
EG+ 200 ul de DMSO). Antes do congelamento os odcitos
foram parcialmente desnudados e em seguida mantidos
por 30 segundos em cada um dos trés primeiros pogos.
Posteriormente foram colocados em uma gota de 20 ul da
solugdo SV2, de onde foram envasados em numero de 3
odcitos por capilaridade em OPS e imersos em nitrogénio
liquido, num tempo maximo de 30 segundos.
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Eletropermeabilizacéo

Visando simplificar a metodologia de introdugdo da trea-
lose no citoplasma dos odcitos, foi testado o método de
eletropermeabilizagédo. Para isso, grupos de dez odcitos
foram colocados em 400 pl de um meio de eletroper-
meabilizacdo (tabela I) e transferidos para uma cubeta
contendo eletrodos de aluminio, com 2mm de espago
entre eles (BTX ™). A eletroporacgéo foi realizada em um
eletromanipulador (ECM 2001, marca BTX), com 8 ciclos
de 150V, no modo alta voltagem (HV) em intervalos de
50 psegundos de tempo entre os pulsos. Apés 15 min os
oocitos foram retirados da cubetas, colocados num meio
de vitrificagdo, por 1 min e entdo envasados em OPS (3
oocitos/ palheta), em 1 pl de meio, e imediatamente
colocados no nitrogénio liquido.

Para verificar a abertura de poros na membrana, adicio-
nou-se uma solucao de iodeto de propidio (10 pg/ml,
Sigma, P 4170) ao meio de eletropermeabilizacdo. Apos
3 minutos da eletroporacgdo, os o6citos foram colocados
entre lamina e laminula, com 5 pl do meio de eletropo-
racdo, e observados em microscoépio invertido Eclipse TE
300 (Nikon) com fluorescéncia.

Desvitrificacdo dos oodcitos

Realizada segundo Vajta et al., (1998) em uma placa de
quatro pogos. No primeiro e segundo pogos foram colo-
cados 800pl de solugdo “holding” acrescida de sucrose
0,5M. No terceiro pogo foram colocado 800 pl de solugdo
de “holding” acrescida de sacarose 0,25M. O quarto pogo
recebeu 800 pl de solugdo “holding”. Todo o procedimen-
to foi realizado sobre placa aquecedora a 41° C.

ApOs a preparacgdo da placa, cada OPS foi retirada do boti-
jéo criogénico e sua extremidade mergulhada no primei-
ro pogo, para a recuperacgdo dos ooécitos. Imediatamente
os o6citos foram transferidos para o segundo pogo com
auxilio de uma pipeta, sendo mantidos por cinco minutos.
O mesmo procedimento ocorreu nos demais. Em seguida
0s odcitos foram colocados por 3 horas em condicfes de
cultivo in vitro.

Cultivo in vitro dos odcitos

O cultivo pos- desvitrificagdo foi realizado como método
auxiliar para avaliacdo da integridade da membrana plas-
matica. Para isso os od6citos foram colocados em 100 pul
de meio de cultivo (tabela I) durante 3 horas, a 38,5°C e
atmosfera com 5% de CO,,.

Avaliacdo morfologica pos-desvitrificacdao

Apo6s o periodo de 3 horas de cultivo in vitro foi avalia-
da a integridade da membrana plasmatica e re-expanséao
citoplasmatica, com auxilio de um microscoépio invertido
Eclipse TE 300 (Nikon), sob aumento de 200x (figura I).

Avaliacéo da viabilidade celular

Foi determinada pela exposi¢éo dos odcitos a solugdo de
iodeto de propidio (100pg/mL). Apés o descongelamen-
to os odcitos foram lavados em solucdo de PBS livre de
célcio e magnésio, com 20% de soro fetal bovino. Poste-
riormente, foram colocados em 5 pl de solucao de iode-
to de propidio por cinco minutos, ao abrigo da luz. Em
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Figura I: Fotografias da resposta volumétrica do ovocito bovi-
no maturado in vitro, antes (A) e apds (B) exposicéo a solucdo
de trealose 0,15M. Em B se observa a retragdo do citoplasma
(desidratagdo) promovida pela solugéo hipertonica de trealose.
Microscopia de luz, aumento de 400x.

seguida, entre lamina e laminula e observados com auxi-
lio de um microscépio invertido Axiovert (Zeiss) com fluo-
rescéncia verde. Odcitos emitindo fluorescéncia vermelha
foram considerados danificados, enquanto aqueles que
ndo emitirem fluorescéncia foram considerados viaveis. Foi
realizado um grupo maturado e exposto ao triton (deter-
gente, que faz poros ha membrana), de forma que este
seja um grupo controle para marcacao positiva, de forma
a pré-determinar a marcacdo da placa metafésica por IP .

Avaliacdo com lectinas

Durante a fertilizacdo ha a ligacdo dos espermatozoides
no ovoécito maturado através de oligossacarideos da zona
peldcida. A auséncia ou a mudanca de conformagéo espa-
cial desses oligossacrideos impossibilita a fertilizacao,
uma vez que a ligagdo do espermatozéide a essas glico-
proteinas é uma ligacdo especifica tipo chave-fechadura.
Para avaliar os oligossacarideos da zona pelldcida, mano-
se e acido sialico, também responsaveis pela ligagdo dos
espermatozoides, utilizou-se lectinas marcadoras conca-
navalina-A (Con-A) e n-glucosamina (WGA), que marcam
respectivamente manose e acido sialico.

As células foram previamente lavadas por 10 minutos
numa solucéo de PBS com 10% de BSA, logo apd6s foram
incubadas em uma solugédo de cloreto de amoénio de
50mM em PBS durante 30 a 60 minutos. Seguidos, foram
incubadas com as lectinas, Con-A (marcacao de manose)
e WGA (marcacgdo do acido sialico), diluidas em PBS com
1 % de BSA para uma concentracdo nao aglutinante, a
temperatura ambiente e em camara umida por 1 hora, ao
abrigo da luz. Os odcitos foram lavados novamente em
uma solugdo de PBS com 1 % de BSA. Finalmente foram
montados e entdo avaliados num microscépio invertido

RESULTADOS

Efeito dos tratamentos sobre a taxa de re-
torno ao volume isoténico

O retorno dos o6citos ao seu volume isotdnico € maneira
pratica de se avaliar a funcionalidade e a integridade da
membrana plasmatica. Odcitos dos diferentes tratamen-
tos foram submetidos a avaliacdo da taxa de retorno ao
volume isotdnico, visto que as solugdes de vitrificagcdo
utilizadas eram hipertdnicas, promovendo dessa forma
uma reducgédo do volume citoplasmatico devido a desidra-
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tacdo (Figura 1). Da mesma forma, dos tratamentos,
tratamento de odcitos penetrados-Tp e tratamento de
odcitos microinjetados-Tm, foram submetidos a essa
avaliacdo como forma de determinar possiveis danos
provocados pela microinjecédo intracitoplasmatica.

A avaliacdo dos efeitos mecénicos da técnica de
microinjecdo mostrou que os o0dcitos simplesmente
penetrados pela pipeta de microinjecao (Tp) e aqueles
apenas microinjetados com solugdo de trealose (Tm)
apresentaram taxas de retorno ao volume isotdnico
parcial ou total da ordem de 100%, mesmo apods o
periodo de cultivo in vitro (3h). AlteragBes importantes
foram observadas, no entanto, nos odcitos vitrificados
(Tabela 3).

Dos 79 odcitos vitrificados apds a microinjecdo de trea-
lose (Tmv), 55% retornaram total ou parcialmente ao
seu volume isotbnico, enquanto 21 % permaneceram
com citoplasma contraido.

Odcitos vitrificados com crioprotetores penetrantes
(Tde) apresentaram de taxas de retorno superiores
aos do tratamento T3 (68%) e taxa de nao retorno de,
apenas, 11%.

O tratamento Te (vitrificados apds eletropermeabiliza-
¢ao) proporcionou o retorno ao volume isotdnico total
ou parcial de 80% dos odcitos criopreservados, contra

apenas 7% sem nenhuma modificagdo do volume cito-
plasmatico, apds as 3h de cultivo in vitro (Tabela II).
Além de alteragdes detectadas no retorno ao volume
isotbnico, alguns tratamentos provocaram grandes
lesbes de membrana plasméatica com consequente
extrusdo de conteldo citoplasmatico, sendo observada
em 24, 21 e 13% dos od6citos de Tmv, Tde e Te, respec-
tivamente.

Efeito dos tratamentos sobre a integridade
da membrana plasmatica

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada pela
técnica da excluséo do iodeto de propidio. Odcitos contro-
le (Tc) ndo apresentaram marcacgéo intracitoplasmatica,
sendo possivel apenas observar a marcagéo do corpUscu-
lo polar no espago perivitelinico (Figura ).

Com excegédo os odcitos de Tc (controle), todos os outros
tratamentos interferiram com a integridade da membra-
na plasmética dos odcitos, determinando marcacao pelo
IP em 20%, 40%, 64%, 26% e 71% dos odcitos de
Tp-penetrados, Tm-microinjetados, Tmv-microinjetados/
vitrificados, Tde-vitrificados/ DMSO e EG e Te-eletroper-
meabilizados, respectivamente.

A marcacado pelo IP demonstrou, ainda, espalhamento de
cromossomos provocado por alguns tratamentos, interfe-

Tabela 11. Taxa de retorno ao volume isotdnico de odcitos bovinos apés descongelamento e cultivo in vitro

Retorno ao volume isoténico

Tratamentos NuUmero de oécitos Rompimento (%)

total n(%) mediano n(%) nenhum(%)
Penetrados (Tp) 10 0 4(40) 6(60) 0
Microinj.(Tm) 15 (o] 15(100) (0] 0
Microinj/vitr (Tmv) 79 19(24) 32(41) 11(14) 17(21)
Vitr/DMSO e EG (Tde) 47 10(21) 30(64) 2(4) 5(11)
Eletrop/Vitrif (Te) 15 2(13) 6(40) 6(40) 1(7)
Tabela I11. Integridade da membrana plasmatica e altera¢cdes cromossémicas de o6citos bovinos apés descongelamento e
cultivo in vitro

Marcagao com lodeto de propidio
Tratamento Namero de oocitos Cromossomas néo Cromossomas Cromossomas

corados(%) compactos n(%) dispersos n(%)

Controle (Tc) 10 10(100) 0 0
Penetrados(Tp) 10 8(80) 2(20) 0
Microinjetados(Tm) 15 9(60) o] 6(40)
Microinj/vitrific (TMv) 45 16(36) 17(37) 12(27)
Vitri/DMSO e EG (Tde) 28 18(64) 1(3) 9(23)
Eletrop/vitrif (Te) 7 2(29) 4(57) 1(14)
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rindo com a configuracdo morfolégica da placa metafasi-
ca. Esse efeito foi causado mecanicamente pela técnica de
microinje¢@o, como evidenciado pela ocorréncia de cromos-
somos dispersos em 40% dos odécitos de Tm. O espalha-
mento de cromossomos também foi observado em odcitos
de Tmv (27%), Tde (23%) e Te (14%) (Tabela I11).

Avaliagcdo de componentes de glicoprotei-
nas da superficie da zona peltcida

A determinacdo da presenca da manose e acido siali-
co na superficie da zona pellcida de odcitos bovinos foi
realizada pela marcagéo com Con-A e WGA acoplados ao
FITC. Foi possivel demonstrar a presenca desses aguca-
res como constituintes da zona pellcida, tendo ambas
as marcacOes sido evidenciadas em 100% dos od6citos
examinados.

Odcitos vitrificados (Tmv, Tvde e Te) foram examinados
para verificar a ocorréncia de alguma alteragéo na distri-
buicdo desses agUcares na superficie da zona peltcida em
decorréncia dos tratamentos efetuados. Todos os od6citos
avaliados apresentaram uma marcacdo homogénea por
toda a zona pelucida sem diferenca da marcacdo obser-
vada nos odcitos controle.

DISCUSSAO

Varios grupos de pesquisa de areas como a Embriologia
e Reprodugéo Animal e Humana vém procurando esta-
belecer um protocolo de congelamento de odcitos mais
efetivo, com o objetivo de minimizar efeitos danosos da
vitrificacdo (Begin et al., 2002; Chian et al., 2004, Eroglu
et al., 2002, Isachenko et al. 2005). Foi demonstrado que
a trealose é um eficiente estabilizador de membranas
bioldgicas, capaz de preservar sua integridade estrutu-
ral e funcional (Kulesshova et al.,1999). Entretanto, para
exercer essa acao é preciso uma metodologia que permi-
ta sua internalizagéo, visto ser a trealose um crioprotetor
de grande massa molecular, ndo sendo capaz de atraves-
sar a membrana plasmaética. Esse trabalho utilizou duas
técnicas de introducdo da trealose em odcitos bovinos
(microinjecdo e eletropermeabilizacao), a fim de avaliar
a capacidade crioprotetora desse dissacarideo intracelular
na vitrificagdo desses gametas.

A microinjecao foi utilizada pela primeira vez por Eroglu
(Eroglu et al., 2002) para injetar trealose no citoplasma de
oé6citos humanos. Porém, nédo ha dados sobre a utilizagédo
dessa técnica, nem mesmo da eletropermeabilizagéo para
internalizacéo da trealose em od6citos bovinos.

A microinjecao pode ser uma fonte de injurias ao ovécito. A
avaliacdo da acdo mecanica da microinjecéo foi testada no
Tp-penetrados e foi demonstrado que a simples penetra-
cao da agulha de microinje¢cdo promoveu danos em 20%
dos odcitos, os quais se apresentavam marcados pelo IP.
Os efeitos da microinjec¢do foram ainda mais evidentes nos
odcitos de Tm-microinjetados, 0os quais mostraram marca-
cao pelo IP em 40% dos odcitos microinjetados.

Apesar desses resultados, as taxas de retorno ao volume
isotbnico obtidas com odcitos microinjetados com solu-
cao de trealose (Tmv) e eletropermeabilizados (Te) antes
da vitrificagdo, demonstram que a trealose intracelular
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foi capaz de preservar a integridade e funcionalidade da
membrana plasmatica de odcitos vitrificados. Apenas 21%
e 7% dos odcitos desses tratamentos, respectivamente,
nao apresentaram retorno ao seu volume isoténico apos
a desvitrificagdo.

A trealose tem a capacidade de promover a protecdo
contra a remocéo de agua durante a desidratacéo,
através da substituicdo da agua de hidratacdo, esta-
bilizando os fosfolipideos da membrana pela formacgao
de pontes de hidrogénio e assim inibindo a desnatu-
racdo irreversivel destes (Donnamaria et al., 1994).
Essas caracteristicas que podem influenciar positiva-
mente a viabilidade dos oécitos frente a vitrificagao,
concorrendo para minimizar as alteragdes da membra-
na plasmatica durante o congelamento/descongela-
mento.

Odcitos vitrificados com concentragbes mais eleva-
das de trealose (0,29 M) apés eletropermeabilizacao
apresentaram menor taxa de extrusdo citoplasmati-
ca (13%), que odcitos vitrificados apés microinjecao
de trealose (0,15 M) (24%) e odcitos vitrificados com
crioprotetores penetrantes (21%).

Porém apenas 36% dos o06citos microinjetados néo
apresentaram marcacado ao IP, possivelmente devido a
alterac6es na membrana plasmatica provocadas pela
microinjegédo. Resultado semelhante foi observado nos
oocitos eletropermeabilizados.

A elevada taxa de retorno observada & incompativel
com a elevada taxa de marcacéo pelo IP, o que suge-
re fortemente que as lesdes foram ocasionadas apo6s
o descongelamento, provavelmente provocadas pela
reidratacdo excessiva dos odcitos. Tal situagdo pode
ter sido ocasionada pela metodologia de desvitrifica-
¢ado, que seguiu o procedimento para desvitrificacdo
com crioprotetores penetrantes (Vajta. et al., 1998)
ou devido a elevada concentracao interna da trealose,
principalmente nos o6citos do grupo Te, que receberam
0,29 M desse crioprotetor. Essa condicao, aliada ao
fato da trealose nao se difundir através da membrana,
pode levar a importante dano osmético, pela entrada
excessiva de agua apos o descongelamento.

Odécitos bovinos apresentam boa resposta a trealose
extracelular. A exposi¢cdo destes a solugao de 0,35M
de trealose diluida em TCM-Hepes com 10% de SFB,
nao alterou as taxas de clivagem e de blastocisto
(66,4% e 33,9%, respectivamente) (Martins, 2001).
Mas experimentos prévios realizados neste laboratério
demonstraram que o6citos bovinos sao mais sensiveis
que oocitos de camundongos a exposi¢cdo a trealose
(Martins 2001).

A vitrificagcdo de od6citos com crioprotetores penetran-
tes foi utilizada para comparagao por ser amplamente
utilizada e atualmente apresentar os melhores resul-
tados de viabilidade ovocitaria pds-desvitrificacao. A
utilizacdo de crioprotetores penetrantes para a vitrifi-
cacdo de odcitos tem sido utilizada de varias manei-
ras. Otoi (Otoi et al.,1998), vitrificaram od6citos bovi-
nos com 40% etilenoglicol (EG) e obtiveram 24% de
clivagens. Usando DMSO e EG na vitrificagcdo de od6ci-

JBRA - Jornal Brasileiro de Reproducgéo Assistida | V. 12 | n®1 | Janeiro-Fevereiro-Marco / 2008

37



38

Artigo original

tos bovinos, Chian (Chian et al., 2004), conseguiram
uma taxa de sobrevivéncia ovocitaria de 92,8% e taxa
de blastocisto de 7%.

Odcitos vitrificados com crioprotetores penetrantes
(Ted) apresentaram taxa de retorno de 68%, superior
a dos odcitos de Tmv (55%), porém inferior a de Te
(80%). E importante ressaltar também o efeito desse
tratamento sobre a disposicdo da placa metafasica.
Dos dez oécitos que apresentaram marcacao pelo IP,
nove tinham cromossomos dispersos. O DMSO, um dos
crioprotetores utilizados, pode ser causador de despo-
limerizagéo dos fusos meidticos, levando ao aumento do
potencial da poliploidia (Chian et al., 2004). Esses resul-
tados vém confirmar a possibilidade de utilizacdo da
trealose intracelular como crioprotetor na vitrificagao de
od6citos bovinos e ressaltar sua baixa toxicidade celular.
Zigotos de camundongos toleram bem a trealose intra-
celular até 0,15 M, sem diminui¢do na taxa do desen-
volvimento (Chian et al., 2004). Da mesma forma
odcitos humanos, quando expostos ao meio conten-
do 0,15 M, apresentam uma retracdo de 70-75% do
seu volume isoténico, retornando ao normal apds a
microinjecao de trealose 0,8 M (Eroglu et al., 2002).
O congelamento de oé6citos humanos a -60° C, com
trealose intracelular numa concentracdo de 0,15 M,
resultou em 63% de viabilidade p6s-descongelamen-
to, medida como taxa de retorno ao volume isotoni-
co (Eroglu et al., 2002). A concentracdo de trealose
utilizada em Tvm (0,15M) corresponde a concentra-
¢ao de trealose encontrada em muitos dos organismos
anidrobioéticos (Eroglu et al., 2002), porém pode néo
ser a mais adequada para oécitos bovinos.

Odcitos bovinos sdo mais sensiveis ao congelamento
do que odcitos humanos e de camundongos, porque,
entre outras causas, possuem grande quantidade de
lipidios no citoplasma (Martins, 2001). Os baixos indi-
ces de viabilidade ovocitaria podem estar diretamente
ligados a extrema sensibilidade da membrana a alte-
racOes de temperatura (Martins, 2001).

A trealose intracelular apresenta efeitos benéficos
para a criopreservacédo de odcitos, porém é necessa-
rio adequar a técnica. A microinje¢cdo demanda grande
familiarizagdo com equipamentos sofisticados, para
evitar a ocorréncia de injarias mecanicas a zona pelu-
cida, a membrana plasmatica e demais organelas dos
odcitos. Além disso, a membrana plasmaéatica do ovoci-
to bovino é altamente eléastica (Eroglu et al., 2002),
acompanhando facilmente a agulha de microinjecéo
sem se romper, fazendo com que o operador reali-
ze a injecdo erroneamente no espago perivitelinico. A
utilizacdo do Piezo (PiezoDrill, Burleigh) facilita essa
penetracdo, cortando a zona pellcida e abrindo cami-
nho na membrana plasmatica, por pulsos piezoelétri-
cos, sem a necessidade de comprimir o ovécito para a
penetracdo da agulha, o que diminui as injarias provo-
cadas pelo procedimento de microinjecéao.

A microinjecdo é uma técnica ja estabelecida para
fertilizacdo de odcitos, porém demanda grande expe-
riéencia do operador, equipamentos caros e sofistica-

dos e baixo rendimento. Por isso, neste trabalho, foi
testada a utilizacdo da eletropermeabilizacdo para o
mesmo fim. Ela permite trabalhar um maior niumero
de odcitos em um curto espaco de tempo, de forma
pratica e simples, mas ainda com a desvantagem de
necessitar de equipamento caro e sensivel.

A vitrificacdo com crioprotetores penetrantes, apesar
de amplamente utilizada, ndo apresenta resultados
satisfatoérios. A utilizacdo de concentracfes extrema-
mente elevadas de crioprotetores tem sido um limi-
tante desse método, devido ao grande potencial toxico.

CONCLUSAO

Ficou demonstrado que a trealose intracelular tem um
importante potencial para a criopreservacao de odcitos
bovinos, necessitando, no entanto a adequacéo de proto-
colos mais eficientes para sua internalizagdo, assim como
determinar concentracdo ideal e métodos de desconge-
lamento que permitam sua utilizagao de forma eficiente,
contribuindo assim para a utilizagéo rotineira da criopre-
servacao de od6citos humanos.
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Resumo

A luteinizacdo prematura consiste na elevagédo dos niveis sé-
ricos da progesterona, além dos valores de referéncia, no dia
da aplicagdo da gonadotrofina coridnica humana para matu-
racao final dos odcitos, nos ciclos de fertilizacdo in vitro (FIV).
Por ser evento frequente e de etiologia incerta desperta o
interesse quanto a suas implica¢des clinicas. Estudos vem
sendo realizados buscando definir a existéncia de uma as-
sociagdo entre a luteinizacdo prematura e os resultados da
FIV. Varios autores descrevem uma reducdo significativa nas
taxas de gravidez das pacientes que a apresentam, sugerindo
alternativas para o tratamento desses casais. Estes dados,
entretanto, sdo ainda controversos. A presente revisao tem
como objetivo avaliar os dados disponiveis na literatura para
um melhor delineamento de conduta, buscando responder se
niveis elevados de progesterona ao final da fase folicular in-
terferem nos resultados da FIV, nos ciclos em que se utilizam
analogos de GnRH.

Palavras-chave: luteinizacdo prematura, progesterona ele-
vada , fertilizag&o in vitro

Abstract

Premature luteinization is defined as a rise in serum proges-
terone levels on the day of human chorionic gonadotrophin
administration for final oocyte maturation, during in vitro fer-
tilization (IVF) cycles, above a threshold level. It is a frequent
event of uncertain aetiology. Studies have been made trying
to look for an association between premature luteinization
and IVF outcome. Significant reduction in pregnancy rates
has been reported by many authors. Alternative treatment
to the couple who present with premature luteinization has
been suggested for several researches, but it remains contro-
versial. The aim of this review is to verify the literature data
trying to find if the elevated progesterone levels at the end of
the follicular phase have an association with IVF outcome in
cycles using GnRH analogs.

Key-words: premature luteinization, progesterone eleva-
tion, in vitro fertilization.

INTRODUCAO

A utilizagdo das gonadotrofinas para hiperestimulagao
ovariana nos ciclos de fertilizagdo in vitro (FIV) modifica
o perfil hormonal das pacientes se comparado aquele dos
ciclos naturais. O rapido aumento da concentragdo sérica do

estrogénio (E2) a niveis supra-fisioldgicos leva ao apareci-
mento precoce do horménio luteinizante (LH), estimulando
a producéo de progesterona (P4) (Escudero et al., 2005).
A introdugdo do uso dos analogos do horménio liberador
de gonadotrofinas (GnRH) para supressdo hipofisaria, a
partir de 1984, reduziu significativamente o pico preco-
ce do LH. Mesmo assim, ainda verifica-se aumento nos
niveis de P4 ao final da fase latea (Venetis et al., 2007).
Define-se luteinizagdo prematura (LP) a elevagdo dos
niveis séricos da progesterona, além dos valores de
referéncia, no dia da aplicacdo da gonadotrofina cori-
onica humana (hCG), para maturacdo final dos odcitos
nos ciclos de FIV (Venetis et al., 2007). Sua incidéncia
varia de acordo com o protocolo de estimulagéo ovariana
utilizado, estando presente em cerca de 5% a 30% dos
ciclos nos quais se utilizam agonistas e em 20% a 38%
daqueles nos quais se opta pelos antagonistas do GnRH
(Bosch et al., 2003; Eldesten et al., 1990; Silverberg et
al., 1991; Ubaldi et al., 1996).

E controversa a origem da LP (Melo et al., 2006; Ubaldi
et al., 1996). Uma dessensibilizagdo incompleta da hipdfi-
se pelos analogos do GnRH permitiria que o aumento dos
niveis séricos de E2 estimulasse a producdo de LH. Esse,
agindo sobre as células da granulosa, induziria a producéo
de P4 sem, contudo, deflagrar a ovulagdo (Ubaldi et al.,
1996). A sensibilidade dos receptores de LH nas células da
granulosa parece estar aumentada. Com isso, eles passam
a ser estimulados pelo estrogénio e pelo hormonio folicu-
lo estimulante (FSH) elevando os niveis de progesterona
(Ubaldi et al., 1996). Foi também sugerido que a LP seria
uma manifestagédo de baixa reserva ovariana. Tais mulhe-
res, por apresentarem maior nivel de FSH circulante, esti-
mulariam os receptores das células da granulosa levando a
producao de progesterona precocemente, mas os estudos
nao sdo conclusivos (Bosch et al., 2003; Fanchin et al.,
1997; Hofmann et al., 2002; Younis et al., 1998).

As reais implicagdes dessa modificagdo no ambiente endo-
crino das pacientes ndo foram ainda definidas. Especula-
se que concentracgdes plasmaticas elevadas de P4 possam
alterar o microambiente folicular, afetando a qualidade
oocitaria (Silverberg et al., 1991). Além disso, poderiam
modificar o endométrio, diminuindo sua receptivida-
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de (Melo et al.,, 2006). A luteinizacdo prematura seria,
portanto, um fator prejudicial, interferindo negativamen-
te nos resultados da FIV. Os dados da literatura, entre-
tanto, sdo ainda controversos (Venetis et al., 2007).

Por ser evento frequente e com possiveis implicactes
praticas, vem despertando o interesse nos ultimos anos.
Se as pacientes que cursam com LP realmente apre-
sentam pior resultado nos ciclos de FlV, alternativas de
tratamento deverdo ser oferecidas com a finalidade de se
obter melhores taxas de gravidez.

A presente revisdo tem como objetivo avaliar os dados
disponiveis na literatura para um melhor delineamento
de conduta, buscando responder se niveis elevados de P4
ao final da fase folicular interferem nos resultados da FIV,
nos ciclos em que se utilizam analogos de GnRH. Foram
realizadas pesquisas bibliograficas nas bases de dados
Medline e Lilacs utilizando-se os termos premature lutei-
nization, progesterone elevation e in vitro fertilization no
periodo de 1984 a 2007. Foram excluidos os artigos que
ndo abordavam a questao proposta.

DISCUSSAO

Apesar da luteinizagdo prematura ser definida como
elevagdo dos niveis de P4 ao final da fase folicular nos
ciclos de FIV, ndo existe consenso quanto ao valor ideal
para expressa-la numericamente (Venetis et al., 2007).
Grande parte dos estudos desenvolvidos até o momento
utilizou valores selecionados de forma arbitraria (Venetis
et al., 2007). O ponto de corte da progesterona descrito
pelos autores varia de maior que 0,5 ng/ml (Schoolcraft
et al., 1991) a maior que 1,5 ng/ml (Papanikolaou et al.,
2007). Alguns trabalhos definem LP como a relagdo P4/
E2 maior que 1 (Ozasakir et al., 2004).

A maioria dos estudos disponiveis na literatura é retrospec-
tiva, o que pode permitir a existéncia de viés interferindo
com os resultados. As caracteristicas basicas das pacientes
como idade, causa da infertilidade, dose de gonadotrofinas
utilizadas e nimero de embrifes transferidos foram seme-
Ihantes entre os grupos avaliados na maioria dos estudos
(Bosch et al., 2003; Venetis et al., 2007).

Os agonistas do GnRH foram os primeiros métodos de
bloqueio da fungdo hipofisaria a serem empregados nos
ciclos de FIV. Com a sua utilizagdo verificou-se uma dimi-
nuicdo na incidéncia de picos precoces de LH durante a
hiperestimulagéo ovariana (Venetis et al., 2007), e apesar
de promoverem supressdo hipofisaria com queda do LH,
ndo foram capazes de inibir completamente a elevacédo
da progesterona ao final da fase folicular (Ubaldi et al.,
1996; Venetis et al., 2007).

A maior parte dos estudos que avaliaram a incidéncia de
LP em ciclos de FIV, aborda o uso dos agonistas de GnRH.
Na maioria deles ndo foram encontradas alteragdes signi-
ficativas nas taxas de gravidez, quando compararam
pacientes com e sem elevacao precoce de P4 (Abuzeid &
Sasy, 1996; Edelstein et al., 1990; Hofmann et al., 1996;
Martinez et al., 2004; Miller et al., 1996; Moffitt et al.,
1997; Silverberg et al., 1991). A tabela 1 traz as princi-
pais caracteristicas desses estudos.

Dois dos trabalhos analisados demonstraram que a
presenca de LP aumentou a taxa de gravidez em ciclos
com agonistas de GnRH (Doldi et al., 1999; Legro et al.,
1993). Legro et al., em 1993, apés avaliarem 114 ciclos
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consecutivos de doadoras de odcitos, observaram uma
maior taxa de gravidez nas pacientes que apresentaram
P4 maior que 1,2 ng/mL (P=0,012). O trabalho de Doldi
et al., 1999, avaliou mulheres com sindrome dos ovéarios
policisticos (n=84) e as comparou com um grupo contro-
le formado por 84 pacientes apresentando fator tubario
como Unica causa de infertilidade. Desse modo, obser-
varam que, apenas no grupo de estudo, pacientes com
niveis séricos de P4 maiores ou iguais a 1,2 ng/mL apre-
sentaram maiores taxas de gravidez (P<0,01).

Alguns autores observaram reducdo da taxa de gravi-
dez em mulheres que apresentaram P4 elevada ao final
da fase folicular em ciclos nos quais utilizaram agonis-
tas do GnRH (Ozasakir et al., 2004; Schoolcraft et at.,
1991; Shulman et al., 1996). Em 1991, Schoolcraft et
al. avaliaram 113 ciclos de FIV nos quais observaram
reducao significativa nas taxas de gravidez daqueles
que apresentaram niveis séricos de P4 maiores que 0,5
ng/mL (P<0,005). O trabalho de Shulman et al., 1996,
avaliou 3 grupos de pacientes definidos de acordo com o
nivel de progesterona sérica no dia do hCG: grupo A, P4
< 0,9 ng/mL (525 ciclos), grupo B, P4 entre 1 e 2 ng/mL
(223 ciclos) e grupo C, P4 > 2 ng/mL (38 ciclos), sendo
as maiores taxas de gravidez observadas no grupo A
(A>B>C; P<0,005). Ozasakir et al., em 2004, definiram
luteinizacdo prematura como a relagédo P4/E2 maior que
1 e compararam dois grupos de pacientes com e sem LP
(n=132 e 116, respectivamente), observando menores
taxas de gravidez no primeiro grupo (P<0,05).

O uso dos antagonistas do GnRH nos ciclos de FIV tem
por objetivo bloquear rapidamente a hipdfise o que,
inicialmente, parecia ser capaz de impedir a elevacao
do LH e, consequentemente, a ocorréncia de LP (Ubaldi
et al., 1996). Contudo, desde 1996, varios estudos vém
demonstrando elevacdo de P4 mesmo assim (Ubaldi et
al., 1996). Dos trabalhos avaliados, dois demonstraram
reducdo nas taxas de gravidez das pacientes que apre-
sentaram LP (Bosch et al., 2003; Papanikolaou et al.,
2007), enquanto um ndo encontrou alteragdes significa-
tivas (Ubaldi et al., 1996). A tabela 2 apresenta as carac-
teristicas desses estudos.

Recente metanalise, publicada em 2007, analisou 12
artigos selecionados de 1984 a 2005 com o objetivo de
definir se a eleva ¢do da progesterona no dia do hCG
estd associada a possibilidade de gravidez nas pacien-
tes submetidas a FIV (Venetis et al., 2007). Ap6s analise
criteriosa, tendo como ponto de corte o valor de proges-
terona de 0,9 ng/ml, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos com e sem
LP, independente do analogo de GnRH utilizado (agonis-
ta ou antagonista). A idade das pacientes e o numero
de embrides transferidos foram semelhantes. Os auto-
res concluiram que a elevagdo da progesterona no dia
da administracdo do hCG parece ndo estar associada a
probabilidade de gravidez em mulheres submetidas a esti-
mulagdo ovariana com analogos de GnRH e gonadotrofinas.
A tabela 3 resume as principais caracteristicas dos estudos.

Desde que os primeiros trabalhos comegcaram a questio-
nar a interferéncia da LP nos resultados da FIV, surgi-
ram duvidas quanto a seu possivel mecanismo de agéo.
Tornou-se necessario determinar se a alteragdo basica
seria no endométrio ou nos odcitos. Estudo realizado por
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Tabela 1. Estudos que utilizaram agonistas de GnRH e ndo demonstraram relagdo significativa entre a presenga de luteinizagao
prematura e altera¢des nas taxas de gravidez (TxG).

Estudos Tipo de estudo Ciclos/pacientes Valor da P4 Relacdo com TxG
Edelsten et al., 1990 retrospectivo 101/101 > 0,9 ng/mL NS
Silverberg et al., 1991 retrospectivo 115/115 > 0,9 ng/mL NS
Hofmann et al., 1996 retrospectivo 133/133 > 0,9 ng/mL NS
Abuzeid & easy,1996 retrospectivo 63/54 > 0,9 ng/mL NS
Miller et al., 1996 retrospectivo 168/168 > 0,9 ng/mL NS
Moffitt et al., 1997 retrospectivo 333/333 > 0,9 ng/mL NS
Martinez et al., 2004 retrospectivo 377/377 > 0,9 ng/mL NS

Valor da P4: valor da progesterona definidor de luteinizagdo prematura.
NS: ndo significativo.

Tabela 2. Estudos que utilizaram antagonistas de GnRH e avaliaram a relagédo entre a presenca de luteinizagdo prematura e
as taxas de gravidez (TxG).

Estudos Tipo de estudo Ciclos/pacientes Valor de P4 Relagdo com TxG
Ubaldi et al., 1996 retrospectivo 24/24 > 1,1 ng/mL NS

Bosch et al., 2003 prospectivo 85/85 > 1,2 ng/mL diminui
Papanikolaou et al., 2007 prospectivo 482/482 > 1,5 ng/mL diminui*

Valor da P4: valor da progesterona definidor de luteinizagdo prematura. NS: ndo significativo.
* Diminuicdo da taxa de gravidez apoés transferéncia de embrides D3, sem efeitos sobre a transferéncia de blastocistos.

Tabela 3. Caracteristicas dos estudos que comp8dem a metanalise publicada por Venetis et al., 2007.

Estudos Tipo de estudo Ciclos/ pacientes Supressdo Hipofisaria Valor de P4 Relagdo com TxG
Edelstein et al., 1990 retrospectivo 101/101 agonista 0,9 ng/mL NS
Silverberg et al., 1991 retrospectivo 115/115 agonista 0,9 ng/mL NS
Check et al., 1993 — 119/119 agonista 1,0 ng/mL NS
Check et al., 1994 retrospectivo 138/138 agonista 1,0 ng/ml diminui
Shechter et al., 1994 retrospectivo 104/104 agonista 1,0 ng/mL NS
Hofmann et al., 1996 retrospectivo 133/133 agonista 0,9 ng/mL NS
Miller et al., 1996 retrospectivo 125/125 agonista 0,9 ng/mL NS
Ubaldi et al., 1996 retrospectivo 24/24 antagonista 1,2 ng/mL NS
Moffitt et al., 1997 retrospectivo 333/333 agonista 0,9 ng/mL NS
Urman et al., 1999 retrospectivo 911/911 agonista 0,9 ng/mL aumenta
Bosch et al., 2003 prospectivo 85/85 antagonista 1,2 ng/mL diminui
Martinez et al., 2004 retrospectivo 377/377 agonista 0,9 ng/mL NS
Valor da P4: valor da progesterona definidor de luteinizagdo prematura. TxG: taxa de gravidez; ---- ndo relatados;

NS: ndo significativo.
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Silverberg et al., em 1994, no qual foram transferidos
embrides congelados, ndo mostrou diferengas estatis-
ticamente significativas nas taxas de gravidez clinica
entre os grupos com e sem P4 maior que 0,9 ng/ml. Em
2006, Melo et al. realizaram estudo com doadoras, no
qual cada uma delas atuava como seu proéprio controle
(um ciclo com P4 maior ou igual a 1,2 ng/ml e outro
com P4 menor que 1,2 ng/ml). Concluiram nao haver
impacto negativo da LP nas taxas de gravidez clinica das
receptoras, estando preservada a qualidade dos oécitos.
Esses trabalhos sugerem que niveis elevados de P4 ao
final da fase folicular aceleram a maturagdo do endo-
métrio, deixando-o fora de fase, o que poderia afetar
a implantacédo e diminuir as taxas de gravidez (Melo et
al., 2006; Silverberg et al., 1991). Chetkwoski et al.,
1997, no entanto, realizaram estudo com 25 doado-
ras no qual analisaram amostras de endométrio obti-
das no dia da coleta dos odcitos, correlacionando tais
achados aos niveis de P4 séricos. Encontraram endo-
métrio fora de fase (secretor) em 12 pacientes, sendo
que em 75% delas a P4 foi maior que 0,9 ng/mL. Com
nivies de progesterona maiores ou iguais a 0,9 ng/mL o
valor preditivo positivo foi de 78,6% para transformacéao
secretora do endométrio no dia do hCG. As taxas de
gravidez, contudo, foram semelhantes entre os grupos,
independentemente do tipo de endométrio encontrado.
Escudero et al., em 2005, propuseram a utilizagdo de
mifepristone (antiprogestinico) para prevenir o apare-
cimento da luteinizacdo prematura, durante ciclos de
hiperestimulacao ovariana controlada, como alternati-
va aos anéalogos de GnRH. Realizaram estudo com 15
doadoras de oécitos no qual 5 utilizaram analogos de
GnRH, em protocolo longo (grupo controle), e 10 utili-
zaram mifepristone (50 mg/dia) e FSH recombinante
iniciados a partir do segundo dia do ciclo (grupo de estu-
do). Todas as pacientes do grupo de estudo receberam
progesterona ao final da fase folicular, sendo que em
apenas 5 delas foi utilizado hCG para deflagrar ovulagdo.
Bidpsias endometriais foram realizadas 2 e 7 dias ap6s
administracdo do hCG ou da P4. Observaram que, das
pacientes que receberam mifepristone, apenas aque-
las que fizeram uso do hCG apresentaram odcitos para
coleta e endométrio compativel com a fase do ciclo. Os
niveis séricos de P4 ficaram abaixo de 1,2 ng/mL em
todas as pacientes do grupo de estudo. O endométrio
das pacientes que n&o receberam hCG mostrou atraso
no desenvolvimento. Com isso, concluiram que o mife-
pristone é eficaz em prevenir o aparecimento da luteini-
zacdo prematura, possuindo, entretanto, efeitos adver-
sos sobre o endométrio.

CONSIDERACéES FINAIS

A presenca de luteinizacdo prematura em ciclos de FIV
nos quais se utilizam os analogos do GnRH constitui
questdo em aberto desde sua possivel causa até suas
implicagBes clinicas. Os trabalhos disponiveis ndo permi-
tem conclusdes definitivas.

Nao foi, ainda, definido se a elevacdo de P4 ao final da
fase lutea se deve a bloqueio parcial da hipéfise, a maior
sensibilidade dos receptores de LH ou a menor reserva
ovariana (Hofmann et al., 2002; Melo et al., 2006; Ubaldi
et al., 1996).
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O valor de corte mais adequado para definir numeri-
camente a LP permanece como fator de confusdo. Sdo
necessarios estudos para que ele possa ser estabelecido,
permitindo analise de dados mais homogéneos e conclu-
sdes mais precisas quanto a suas consequéncias.

A importancia clinica deste tema reside em buscarmos
sempre oferecer aos casais inférteis o melhor tratamento
possivel. Caso se confirmem piores resultados nos ciclos
de FIV, nos quais a luteinizacdo prematura esta presente,
poderé esta ser evitada? Criopreservar embrides oferecera
maiores taxas de gravidez? Dosagens seriadas de P4 na
fase folicular com o objetivo de definir o melhor momento
para aplicacdo do hCG tera influéncia positiva? Enfrenta-
remos, assim, novos desafiados para encontrarmos alter-
nativas mais eficazes. Até o momento ndo existem dados
suficientes para se concluir que a LP é fator de impacto na
taxa de gravidez.
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Relato de Caso

Gravidez ap0s a maturacado in vitro de oo6citos obtidos sem
estimulacdo hormonal em paciente com ovarios policisticos.

Pregnancy after in vitro maturation of oocytes collected without
hormonal stimulation in a patient with polycystic ovaries.
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Resumo

Esta é a primeira descrigdo no Brasil de gravidez apés o uso
da tecnologia de maturacéo in vitro (IVM) de odcitos obtidos
em ciclo sem estimulagdo ovariana com gonadotrofinas exé-
genas, em uma paciente com infertilidade primaria, portado-
ra de ovarios policisticos.

Palavras-chave: maturagdo ovariana in vitro, gravidez,
ovarios policisticos.

Abstract

This is the first brazilian report of pregnancy after in vitro
maturation of oocytes (IVM) obtained in a cycle without exo-
genous gonadotrophins for ovarian stimulation in a patient
with primary infertility due to polycystic ovaries.

Keywords: in vitro maturation , pregnancy, polycystic ovaries.

INTRODUCAO

A maturacgédo in vitro € uma metodologia emergente em
reproducgdo assistida (RA) humana, a qual vem atraindo
um numero cada vez maior de especialistas em busca de
um tratamento alternativo as tecnologias classicas, parti-
cularmente para pacientes portadoras de ovarios policis-
ticos ou da sindrome dos ovarios policisticos (SOP). Estas
pacientes sdo muito sensiveis a estimulagdo ovariana
com gonadotrofinas exdgenas e correm um risco bastan-
te elevado de sofrerem a sindrome da hiperestimulagéo
ovariana, em consequéncia do tratamento hormonal
que é parte dos tratamentos classicos de RA (Practice
Committee of the ASRM). Além de efetivamente excluir o
risco de hiperestimulo, a metodologia de IVM apresenta
as vantagens adicionais de ter um custo bastante redu-
zido em comparagdo aos tratamentos classicos e de ser
mais simples de ser conduzida pelo clinico.

Ha mais de uma década, Trounson e colegas (1994) reali-
zaram as primeiras coletas de od6citos imaturos obtidos de

pacientes com ovarios policisticos chegando a uma gesta-
¢do e nascimento, apoés a fertilizagdo in vitro e transfe-
réncia de embrides gerados a partir de o6citos maturados
in vitro. Em 2007 apresentamos no XI Congresso Brasi-
leiro de Reproducao Assistida nossa primeira experiéncia
com uma série de 10 pacientes portadoras da sindrome
dos ovarios policisticos tratadas pela metodologia da
IVM e transferéncia de embrides (Frantz et al., 2007). O
presente relato de caso descreve, a n0sso ver, a primeira
gestacao no Brasil resultante da transferéncia de embri-
Oes gerados a partir de odécitos maturados in vitro, em
ciclo sem estimulagdo ovariana, em uma paciente com
ovarios policisticos.

DESCRICAO DO CASO

A paciente NEP, 23 anos, procurou nosso servico em
outubro de 2007 por infertilidade primaria. Paciente com
ciclos regulares, perfil hormonal normal e ovarios, a ultra-
sonografia, com multiplos pequenos foliculos menores
que 10 mm na periferia (ovarios policisticos). O marido
apresentava astenoteratospermia , com espermograma
apresentando concentracdo de 26 milhdes/ml, motilida-
de 3% A e 17%B, morfologia de 14% normais (OMS).
Ja haviam tentado um ciclo de inseminagéao intra-uterina
em outro servico, sem sucesso. Apoés esclarecimentos e
discussdo sobre a metodologia de IVM, o casal concordou
em participar do programa, assinando consentimento
livre e informado.

Foi realizada a monitorizacao do ciclo com ultra-sonogra-
fia seriada para avaliar o crescimento do foliculo domi-
nante e da espessura endometrial. No 12° dia do ciclo
a paciente apresentava foliculo dominante com 11mm e
endométrio de aspecto trilaminar com espessura de 5mm,
e, nesse dia, foi aplicado 10.000 Ul de hCG sub-cutaneo
(Choriomon®). Ap6s 36h do uso do hCG foi realizada a
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coleta dos odécitos imaturos utilizando-se uma agulha
de 19-Gauge, especialmente desenhada pela fabricante
Cook para essa técnica, e pressao de succdo de 75 a 80
mmHg. A pungdo foi guiada por ultra-sonografia transva-
ginal, com sonda multifrequencial de 5 a 9 mHz (Ultraso-
nix OP, Sonix).

Para o preparo do endométrio, a paciente recebeu vale-
rato de estradiol oral (6mg), a partir do dia da puncao
ovariana. Ap6s a puncédo foram obtidos 11 complexos
cumulus-oocitos (CCOs), os quais foram imediatamente
postos em cultivo em meio de maturacao (Oocyte Matura-
tion Médium, Sage, USA) ja acrescido de fonte protéica e
suplementado com 75UI de FSH, 75UI de LH (Menopour,
Ferringer, Suecia) a 37°.C, 5% CO, em atmosfera G4mida
por 36 horas. Apés este periodo, os CCOs foram denu-
dados pela exposi¢do a hialuronidase (Sage) e avaliados
quanto a auséncia de vesicula germinativa e presenca de
primeiro corpusculo polar. Dez odcitos atingiram o esta-
gio de metafase Il (MIl), perfazendo um indice de 91%
de maturacgéo. Estes odcitos foram inseminados por inje-
¢do intracitoplasmética de espermatozéides (ICSI) (n=4)
ou por fertilizagéo in vitro (FIV) (n=6), 3 a 4 horas ap6s
a denudacado. Os parametros seminais do marido, pos-
capacitacdo para inseminagédo por FIV foram de 30 x 10°
espermatozdides moveis rapidos e direcionais /ml.
Quando a fertilizagéo foi avaliada 18 horas apo6s ICSI
e FIV, dois zigotos foram detectados provenientes da
ICSI. Os dois zigotos foram transferidos para cultivo em
meio Embryo Maintenance Medium (Sage) por 72 horas
até a transferéncia realizada no 3°. dia pés-insemina-
¢do. Quando avaliados ambos os embrides apresenta-
ram desenvolvimento satisfatério para o terceiro dia de
desenvolvimento, um apresentando 8 células e o outro 6
células sendo que ambos foram classificados como grau
Il (Veeck, 1999), por apresentarem um pequeno grau
de fragmentacdo (cerca de 15%). Para transferéncia foi
utilizado um cateter de Wallace®. A paciente apresentou
endométrio de espessura de 8mm, adequado a transfe-
réncia no 3°. dia pés-inseminacédo. Suporte lGteo foi feito
pela administracéo de progesterona micronizada (600mg/
dia), a partir do dia da inseminacao.

Decorridos 14 dias da transferéncia embrionaria solicita-
mos um exame de BhCG plasmatico que revelou indice
de 406 mU/mL. O acompanhamento ultrassonografico no
21°. dia de gestagdo demonstrou a presen¢a de um unico
saco gestacional com batimentos cardiacos regulares. A
Gltima ultra-sonografia, realizada antes do envio desse
trabalho foi no dia 15/01/08, com presenca de feto Unico,
com batimentos cardiacos presentes, com idade gesta-
cional de 8/9 semanas.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O presente relato de gestacdo apds a transferéncia de
embrides obtidos a partir de oécitos maturados in vitro
culmina nossos esforgos técnicos e de pesquisa na meto-
dologia de IVM humana no Brasil (Frantz et al., 2007),
com resultados inicias apresentados no Xl Congresso
Brasileiro de Reproducgéo Assistida, Brasilia, 2007. Como
diversos servicos de RA mundiais vém demonstran-
do, a IVM é uma metodologia simples e viavel para o
tratamento da infertilidade em um grupo especifico de

pacientes. Sua principal vantagem é eliminar o uso de

gonadotrofinas exdgenas evitando assim, a sindrome da
hiperestimulacdo ovariana e seus riscos para a paciente.
A incidéncia de hiperestimulo ovariano ap6s exposicao a
gonadotrofinas exdgenas pode ser de até 6% em mulhe-

res jovens portadoras da SOP (MacDougall et al., 1993;
Brisden et al., 1995), uma frequéncia que requer uma
atencao especial por parte do clinico, quando do emprego
de tecnologias classicas de RA.

Desde o primeiro relato de gestacédo, a partir de IVM em
paciente com ovarios policisticos (Trounson et al., 1994),
as taxas de implantagdo e gestacdo, que eram inicial-
mente desencorajadoras (Barnes et al., 1996; Trounson
et al., 1998) vém apresentando gradativas melhoras atin-
gindo atualmente patamares em torno de 15% e 35%,
respectivamente, para mulheres com idade inferior a 35
anos (Al-Sunaidi et al., 2007). Esta curva ascendente
na melhora dos resultados reflete a constante pesquisa
e aprimoramento da tecnologia, em diferentes centros
mundiais.

As taxas de sucesso com IVM dependem diretamente do
numero de complexos cumulus-odécitos coletados para
maturacdo. Obviamente este indice esta relacionado ao
numero de foliculos antrais presentes no cértex ovariano.
Portanto, pacientes portadoras de ovarios policisticos ou
SOP, nas quais a contagem de foliculos antrais é eleva-
da, constituem o grupo ideal para este tipo de tratamen-
to, visto que elas terdo um maior nimero de complexos
cumulus-oécitos coletados, de o6citos maturados in vitro
e de embrides disponiveis para transferéncia, o que even-
tualmente resultara em indices mais elevados de gesta-
coes (Tan et al., 2002).

No caso da paciente deste relato, o nimero de COCs
coletado foi adequado, semelhante a média relatada em
diversos estudos anteriores (Trounson et al., 1994; Lin et
al., 2003; Cha et al., 2005; Lé Du et al., 2005; Al-Sunaidi
et al., 2007). Obtivemos ainda, um 6timo indice de matu-
racdo in vitro (91%) e de fertilizacdo por ICSI (50%), o
qual ficou dentro da média de nosso servigo para odci-
tos maturados in vitro e fertilizados por ICSI (48%-51%;
Frantz et al., 2007).

Houve falha de fertilizacdo por FIV, embora os parame-
tros seminais apresentados no momento da inseminagéo
terem sido satisfatérios para este procedimento. A gran-
de maioria dos estudos de IVM utiliza ICSI para insemi-
nacao dos odcitos (Jurema e Nogueira, 2006). Dois estu-
dos compararam a eficiéncia dos dois métodos e ambos
demonstraram maiores taxas de fertilizagdo com ICSI.
Entretanto, a capacidade de desenvolvimento dos embri-
des ou foi semelhante entre os dois métodos (Hwang et
al., 2000), ou foi superior ap6s a FIV (Soénderstrém-An-
tilla et al., 2004).

Possivelmente, a prolongada permanéncia dos COCs em
cultivo pré-inseminacado leve a alteragces na zona pelu-
cida, as quais podem dificultar ou impedir a penetragdo
dos espermatozoides por FIV. A qualidade morfolégica e
a dindmica de clivagem dos embrides derivados de IVM
sdo, em geral, baixas (Lé Du et al., 2005; Frantz et al.,
2007). No presente caso, entretanto, podemos conside-
rar que ambos os embriGes apresentaram bom indice de
desenvolvimento, atingindo o estagio de 6 a 8 células
no terceiro dia e boa qualidade morfolégica, com pouca
fragmentacgéo e blastdbmeros homogéneos (Veeck, 1991).
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Certamente estes parametros embrionarios associados, e
provavelmente decorrentes, da pouca idade da paciente
contribuiram de forma decisiva para o sucesso de seu
tratamento.

Em conclusdo, acreditamos que a IVM tem um nicho
importante entre as tecnologias de RA humana, sendo
particularmente recomendavel para mulheres jovens,
portadoras de ovarios policisticos ou da sindrome dos
ovarios policisticos.
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reagoes leves e transitérias no local da injecdo como eritema, prurido e edema local. Casos raros de reacdes de hipersensibilidade,
incluindo reagdes pseudo-alérgicas/anafilticas. Frequentemente pode ocorrer sindrome de hiperestimulagdo ovariana leve a
moderada. Com pouca freqiiéncia, sindrome de hiperestimulacdo ovariana grave, nduseas e cefaléia. Posologia e modo de usar:
Cetrotide® deve ser administrado por injecao subcutanea na parede abdominal inferior. A primeira administraco de Cetrotide® deve
ser efetuada sob supervisao médica, onde o tratamento de possiveis reagoes pseudo-alérgicas esteja imediatamente disponivel. As
injecdes segulmes podem ser auto-administradas, desde que a paciente tenha sido informada sobre os sinais e sintomas que possam
indicar i Deve ser admi em dose Unica didria, de manhd ou a noite: Pela manhd: deve iniciar no dia 5 ou 6 da
estimulagao ovariana com gonadotrofina (aproximadamente 96 a 120 horas apds inicio da estimulagdo ovariana), devendo manter-se
durante o perfodo de tratamento com gonadotropinas incluindo o dia de indugdo da ovulacao. A noite: deve iniciar no dia 5 da estimulagdo
ovariana com gonadotrofina (aproximadamente 96 a 108 horas apds inicio da estimulagao ovariana), devendo manter-se durante o perfodo
de tratamento com gonadotrofinas até a noite anterior ao dia da inducao da ovulacao. Conservagao: Deve ser conservado em temperatura
inferior a 25°C, ao abrigo da luz e umidade e mantido em sua embalagem original. Nestas condigdes o prazo de validade ¢ de 24 meses.
Apos esse perfodo o medicamento no deve ser utilizado. A solugdo deve ser utilizada imediatamente apds a preparacdo. VENDA SOB
PRESCRIGAO MEDICA. SAS- SEMQO de Atendimento Serono: 0800-113320. Reg MS 1.1124.0220.

OVIDREL® 250 pg — ina — hCG (-hCG) — Para uso — USO ADULTO. € icao e
apresentagao: Ovidrel® 250 1ug /0.5 mL: 1 seringa pré-enchida pronta para uso contendo 250 microgramas de alfacoriogonadotropina
em 0,5 mL de solucéo. Indicagdes: Ovidrel™ ¢ administrado para induzir a maturacdo folicular final e a luteinizacao, apés a estimulacao
do desenvolvimento folicular em mulheres submetidas as técnicas de reproducdo assistida (TRA). Ovidrel® também € utilizado para
mduzwr a ovu\agac e a luteinizagdo em mulheres anovulatérias ou oligo-ovulatérias, apds a esllmulagao do desenvolvwmemo folicular.

superior relatiy as podendo ser originada pelas diferencas nas caracteristicas dos progenitores (ex: idade
materna, caracteristicas do esperma) e pelas gravidezes miltiplas. O risco de epis6dios tromboembélicos pode aumentar em mulheres
com tendéncia para esta ocorréncias. A prépria gravidez também aumenta o risco de trombose. Valores elevados de FSH endégeno, no
homem, sdo indicativos de insuficiéncia testicular priméria. Estes pacientes nao respondem ao tratamento com GONAL-f*/hCG.
Recomenda-se a andlise do esperma 4 a 6 meses apds o inicio do tratamento. Nao h indicacao para a utilizagdo de GONAL-® durante a
gravidez e aleitamento. O uso concomitante de GONAL-f® com outros medicamentos utilizados na estimulacdo da ovulacao, (por ex. hCG,
citrato de clomifeno), pode potencializar a resposta folicular, enquanto que a utilizagdo simultanea de um agonista do GnRH, pode
aumentar a dose de GONAU* necessdria para provocar uma resposta ovariana adequada. Nao foram relatadas outras interagdes

durante a i com GONAL-*. Nao foram observados casos de superdosagem de GONAL-{*, no entanto,
pode admitir-se a da Sindrome de } do Ovariana. Reagdes adversas: Muito comuns: cistos ovarianos; reacdes
no local da injecao; cefaléia. Comuns: OHSS leve a moderada; dor abdominal e sintomas gastrintestinais, tais como nduseas, vomitos,
diarréia, célica e distensao abdominal. Pouco comuns: OHSS grave. Raras: torsao ovariana. Muito raras: tromboembolismo, geralmente
associado com OHSS grave; reacdes alérgicas sistémicas moderadas (eritema, rash ou edema facial). No homem: Comuns: ginecomastia,
acne e incremento ponderal. Posologia e modo de usar: GONAL-f® injetor nas apresentagdes de 900 UI/1,5 mL, 450 UI/0,75 mL e 300
UI/0,5 mL devem ser aplicados por via subcutnea. Mulheres com Anovulacdo (incluindo SOP): O tratamento deve comegaraté 7 dias do
ciclo menstrual e deve ser ajustado pela a resposta individual da paciente. Um regime comum inicia com 75-150 Ul FSH por dia e é
aumentado em 37,5 Ul (até 75 Ul) em intervalos de 7 ou 14 dias, se necessdrio. A dose méxima didria ndo é normalmente superior a 225
Ul de FSH. Se a paciente nao responder ap6s 4 semanas, o ciclo deve ser abandonado e recomegado com uma dose inicial mais alta.
Quando & obtida uma resposta 6tima, injeco tnica de hCG deve ser administrada 24-48 horas ap6s a Gltima injecao de Gonal-f*. Se for
obtida uma resposta excessiva, o tratamento deve ser interrompido e a aplicagdo do hCG suspensa. O tratamento deve recomegar no
préximo ciclo com dosagem menor. Estimulacdo ovariana em Técnicas de R d0 Assistida: Um regime de superovulagdo envolve a
administragdo de 150-225 Ul de GONAL-® por dia, comegando no 2° ou 3° dia do ciclo, até que seja atingido desenvolvimento folicular
adequado, com a dose ajustada de acordo com a resposta da paciente, geralmente nao mais que 450 U por dia. Em geral, obtém-se um
desenvolvimento folicular adequado em média no décimo dia do tratamento (de 5 a 20 dias). Uma Unica injecdo de hCG € administrada
24-48 horas ap6s a (ltima injecdo de GONAL-f® para induzir a maturacdo final do foliculo. “Down-regulation” com agonista do horméanio
liberador de gonadotrofina (GnRH) é usado a fim de suprimir 0 aumento de LH enddgeno. Geralmente GONAL-f® & administrado 2 semanas
apos o inicio do tratamento com o agonista. Mulheres com anovulacdo por deficiéncia grave de LH e FSH: GONAL-® deve ser administrado
em injecOes didrias, simultaneamente com a alfalutropina (Luveris®). O tratamento deve ser adaptado a resposta individual de cada
paciente. Inicia-se com a admil 3o didria de 75 Ul de e com 75a 150 Ul de FSH. 0 ajuste da dose pode ser efetuado
apos intervalos de 7 a 14 dias com incrementos de 37,5 a 75 UI, até 5 semanas. Quando se obtém uma resposta 6tima, deve ser
adminisirada uma (nica injecdo de hCG, de 24 a 48 horas ap6s as Ultimas injegdes de GONAL-{® e de alfalutropina. Recomenda-se que a
paciente tenha relages sexuais no dia da administragdo de hCG, bem como no dia seguinte. Como alternativa, pode ser efetuada uma
inseminagao intra-uterina. Pode ser necessario um suporte da fase litea. Caso seja obtida uma resposta excessiva, o tratamento deve ser
interrompido e 0 hCG ndo deve ser administrado. O tratamento deve ser reiniciado no ciclo seguinte, com dose de FSH inferior a do ciclo
anterior. Homem infértil com deficiéncia hormonal: GONAL-f® é usualmente prescrito na dose de 150 Ul, 3 vezes por semana em
combinagao com a gonadotrofina coridnica humana (hCG) por, pelo menos, 4 meses. A experiéncia clinica atual indica que pode ser
necessdrio um tratamento de pelo menos 18 meses para obter a espermatogénese. Conservagao: GONAL-® injetor deve ser mantido sob
refrigeracao entre 2 e 8°C, protegido da luz. Nao congelar. Durante o periodo de validade, pode ser guardado abaixo de 25°C por até 28
dias e descartado apds esse periodo. Qualquer quantidade restante de medicamento apds passados 28 dias da primeira abertura deve ser
desprezado. Nao utilize o medicamento se existirem particulas na solucao ou se a solugao nao estiver limpida. Mantenha 0 GONAL-* em
sua embalagem original. Nesias condigdes, o prazo de validade é de 24 meses a partir da data de fabricagdo. VENDA SOB PRESCRIGAQ
MEDICA. SAS- Senvico de Atendimento Serono: 0800-113320. Reg MS 1.1124.0205

LUVERIS® 75 Ul —Para uso USO ADULTO. icao e ap Cada frasco-ampola contém 75 Ul
de alfalutropina na forma de pd liofilizado para injecdo. Solvente: 4gua para injecao. Caixa com 1 frasco-ampola de pd liofilizado e 1 frasco-
ampola de solvente. Indicagao: Luveris® em iagdo com uma a0 de hormonio foliculo estimulante (FSH), & recomendado
para a estimulacdo do desenvolvimento folicular em mulheres com insuficiéncia grave de LH e FSH. Luveris® deve ser administrado
segundo um esquema de injegdes didrias, simultaneamente ao FSH. Dado que estas pacientes sao amenorréicas e tém uma reduzida
secrecao de estrogénios endégenos, o tratamento pode ser iniciado a qualquer momento. Contra-indicagdes: hipersensibilidade as
gonadotrofinas ou a qualquer dos excipientes; carcinoma do u\ero ovdrio ou mama; tumores ativos, nao tratados, do hwpo\alamo e da
hipdfise; hipertrofia ou cistos ovarianos de etiologia dgicas de etiologia

e adverténcias: Nao deve ser utilizado quando nao € possivel a obtencao de uma resposta efetiva, tais como, falenma ovariana, ma
formagao dos orgaos sexuais ou tumores fibréides do Gtero mcompalwews com a gravidez. As pacientes devem ser examinadas em
relagdo a iéncia da supra-renal, e tumores do hipotdlamo ou hipfise. Risco aumentado de
hiperestimulacao, podendo conduzir a um grave quadro clinico, caracterizado por cistos ovarianos de grandes dimensoes, que podem
romper. Uma excessiva resposta ovariana raramente origina uma hiperestimulagao significativa, exceto se houver administragdo de
hCG para induzir a ovulagdo. Portanto, é prudente nao administrar hCG nestes casos e recomendar @ paciente a abstencao de relacoes
sexuais, ou métodos anticoncepcionais de barreira, durante pelo menos 4 dias. Recomenda-se a monitorizagao com ecografia, bem como
medicoes do estradiol. Em pacientes submetidas & indugao de ovulacdo, a incidéncia de gravidez e nascimentos miltiplos & maior, em
comparagdo a concepgdo natural. Luveris® ndo deve ser administrado durante a gravidez e a amamentagdo, em idosos, criangas e outros
grupos de risco. Nao se conhecem os efeitos da superdosagem com alfalutropina, no emamo pode-se admmra ocorréncia da sindrome da
hiperestimulagdo ovariana. Reagdes 6 utilizada em com sendo dificil atribuir efeitos
indesejaveis a qualquer das substancias utilizadas. Foram relatadas reacdes ligeiras e moderadas no local da injecdo (equimose, dor,
rubor, prurido ou edema). Nao foram relatadas reades graves no local da injecao nem reacoes alérgicas sistémicas ap6s a administragdo
de Luveris®. A sindrome de hlpereslwmu\agao ovariana foi observada em menos de 6% das pacientes tratadas com Luveris®. Nao foi
relatada sindrome de 30 ovariana grave. , torsdo dos anexos (uma comphcagao do aumento do volume
ovariano) e i 8 humanas. Pode também

Gnio foram raramente com a com
ocorrer gravidez ectdpica, especialmente em mulheres com histéria de doenga tubria anterior. Reagdes mais comuns: reagdes no local
da injecdo, cefaléia, sonoléncia, nduseas, dor abdominal, dor pélvica, sindrome de hiperestimulagdo ovariana, cistos ovarianos, dor nas
mamas. A incidéncia das reacoes no local da injecdo foi significativamente mais baixa no tralamento com Luveris® do que com outros
medicamentos contendo hLH. Posologia: O tratamento deve ser adaptado a resposta individual da paciente, avaliada pela medicdo das
dimensdes do foliculo por meio de ecografia e do nivel de Inicia-se com a administracdo didria de 75 Ul de alfalutropina, por
até 3 semanas, em associagdo com 75-150 Ul de FSH. Se um aumento da dose de FSH for considerado apropriado, 0 ajuste da dose deve
ser efetuado, de preferéncia, apds intervalos de 7-14 dias e, de preferéncia, com incrementos de 37,5-75 UI. Pode ser aceitével prolongar
aduragdo da estimulagdo em qualquer um dos ciclos até 5 semanas. Quando se obtém uma resposta 6tima, deve ser administrada uma
(nica injecdo de hCG, 24-48 horas apds as (ltimas injecdes de Luveris® e de FSH. Recomenda-se que a paciente tenha relagdes sexuais
no dia da administracao de hCG, bem como no dia seguinte. Como alternativa, pode ser efetuada uma inseminacao intra-uterina. Pode
ser necessario um suporte da fase litea, uma vez que a auséncia de substancias com atividade luteotropica (LH / hCG) apds a ovulagdo
pode conduzir a uma faléncia prematura do corpo liteo. Se for obtida uma resposta excessiva, o tratamento deve ser interrompido e 0 hCG
nao deve ser administrado. O tratamento deve ser reiniciado no ciclo seguinte, com uma dose de FSH inferior & do ciclo anterior. Modo
de Usar: Para administragdo subcutanea Unica e imediata apds abertura e reconstituicao. Luveris® pode ser misturado com Gonal-f*
monodose em 1 ml de solvente, e co-administrado numa injecdo tnica. Neste caso Luveris® deve ser reconstituido em primeiro lugar e
depois utilizado para reconstituir o pd de alfafolitropina. Os produtos nao utilizados ou os residuos devem ser descartados. Conservagao:
Conservar em temperatura abaixo de 25°C. Proteger da luz. Nessas condigdes o medicamento é estével por 36 meses. VENDA SOB
PRESCRIGAO MEDICA. SAS- Servio de Atendimento Serono: 0800-113320. Reg MS 1.1124.0221

CETROTIDE® — acetato de cetrorrelix — Para uso subcutdneo — USO ADULTO. Composicao e apresentagao: Cetrotide® pé-liofilizado
para injecao 0,25 mg contém acetato de cetrorrelix 0,26 - 0,30 mg (equivalente a 0,25 mg de cetrorrelix base).Cada caixa contém: 1
frasco-ampola de pd liofilizado; 1 seringa pré-enchida com 1 ml de diluente (4gua para injegdo); 1 agulha para diluicao (calibre 20);
1 agulha para injecao subcutanea (calibre 27); 2 lencos umedecidos em dlcool. Indicagao: Cetrotide® ¢ indicado para a prevencao
de ovulagdo prematura em pacnemes submendas auma estimulacao ovariana controlada, seguida por coleta do oécito e técnicas de

30 assistida. Contra-i ili a0 acetato de cetrorrelix, @ anlogos estruturais do GnRH ou a qualquer

Ovidrel® no & indicado nos casos de: tumores do & da hipofise; a aliva
ou aos excipientes; hipertrofia ou cistos ovarianos ndo originados por Doenca do Ovério Policistico; hemorragia ginecolégica de etiologia
desconhecida; carcinoma ovariano, uterino ou de mama; gestagao extra-uterina nos Gltimos 3 meses; alteragdes tromboembolicas
ativas; ou em situagdes onde uma resposta efetiva ndo possa ser obtida (faléncia ovariana primria, malformacdo dos 6rgaos sexuais
mcompalwels com a gravidez, pos menopausa) Precaugoes e adverlenclas Antes de iniciar 0 fratamento, a paciente deve ser avaliada
quanto a da supra-renal, e tumores do ou hipdfise. Precaucdes especiais
devem ser tomadas para mulheres com doenca sistémica clinicamente significativa, em que uma gravidez possa levar a um agravamento
da situagdo. O tratamento com Ovidrel® pode aumentar o risco de “sindrome de hiperestimulagao ovariana (OHSS)", sendo o sintoma mais
comum a dor abdominal. Esta pode ser evitada suspendendo a administragdo de hCG e a paciente nao deve ter relagdes sexuais durante,
no minimo, 4 dias, ou utilizar um método conlracepllvo de barreira. A freqiéncia de gestagdes e nascimentos mltiplos é aumentada em
pacientes aesle eestd com o ndmero de embrides transferidos. O risco de desenvolvimento de OHSS
ou de gestagdo mdltipla é reduzido se for utilizada a dose recomendada de Ovidrel®, e houver cuidadoso monitoramento ecografico e dos
niveis de estradiol. A taxa de aborto, tanto em pacientes anovulatérias como em mulheres submetidas a TRA, € superior a que se verifica
na populacao normal, mas compardvel as taxas observadas em mulheres com outros problemas de fertilidade. Durante a teraputica
com Ovidrel®, € possivel ocorrer uma ligeira 30 da tiredide. A aute istracao de Owdrel" devera ser unicamente efetuada
por pacientes adequadamente treinadas e com des de um falista. Apds a Ovidrel® pode interferir, até
dez dias, na determinacao imunoldgica do hCG sérico / urindrio, levando a falsos resultados positivos de testes de gravidez. Reagdes
adversas: Sindrome de hlperest\mu\agao ovariana, vomitos e nduseas (de forma dose-dependente). Gravidez ectdpica, torsao do
ovdrio e oufras i sdo das Técnicas de R do Assistida. Comuns: Reagdo / dor no local da
injecdo; cefaléia, astenia; nduseas / vomitos, dor abdominal; sindrome de hiperestimulagao ovariana ligeira a moderada. Pouco comuns:
depressdo, irritabilidade, agitacdo; diarréia; sindrome de hiperestimulacao ovariana grave, mastalgia. Posologia e modo de usar: 0
cunleudo de uma seringa pré-enchida de Ovidrel® (250 microgramas) deve ser administrado 24 a 48 horas depois de se ter alcangado
uma do 6tima do d I folicular. il e conservagao: Ovidrel® 250 g/ 0.5mL — Solugdo injetavel em
seringa pré-enchida — deve ser conservado sob refrigeragdo (2°C a 8°C). Mantenha o medicamento em sua embalagem original. A seringa
com solugdo injetével pode ser armazenada a uma temperatura de até 25°C por, no maximo, 30 dias. Caso o medicamento ndo seja
usado dentro de 30 dias, a solucao deverd ser descartada. VENDA SOB PRESCRIGAO MEDICA. SAS — Servico de Atendimento Serono
0800-113320. Reg MS 1.1124.0222.

CRINONE® — Progesterona — Gel Vaginal 8% — USO ADULTO. COmpnsmao e apresemaqoes Cada aplicador contem 1,125 g de gel
vaginal com 90 mg de progesterona (8%). Caixas com 7 ou 15 de 90 mg. Crinone® (p & indicado
para o tratamento de i devido a fase Iitea i Para uso nos de fertilizagao in vitro, onde a infertilidade
e prmcwpa\meme dewda a problemas tubdrios, idiopéticos ou relativa a endometriose associada a ciclos ovulatérios normais. Contra-
ili conhecidaa ou a qualquer um dos componentes da formulagdo; hemorragia uterina anormal
nao- dlagnosucada cancer de mama ou de orgaos gemtals porfiria aguda; tromboflebite, distdrbios trombo-embolicos, embolia cerebral;
aborlo oculto ou F Atencdo particular & mamas e 6rgaos pélvicos, devendo ser solicitado
P para Devndo a de retencao hidrica, qualquer condigdo que possa ser influenciada por
este fator necessita observacao cuidadosa. Em casos de sangramento vaginal |rregular avaliar se ha doenca organica presente. Cnnonea
deve ser interrompido se houver recidiva de depressdo grave. Sintomas da p podem ser 0sp
podem piorar as manifestacoes de porfiria pré-existentes. Crinone® pode ser administrado durante o primeiro trimestre de gesla(;ao deum
procedimento de TRA, em caso de deficiéncia do corpo liteo. Crinone® ndo ¢ indicado para o uso em aborto habitual ou ameaca de aborto
A amamentacdo deve ser suspensa durante o tratamento com Crinone®. Crinone® ndo deve ser utilizado em criangas. Possibilidade de
dlslurblos trombotmos (incluindo tromboflebite, trombose retiniana, embolismo cerebral e pulmonar). Nestes €asos 0 fratamento deve ser
ido. Nao é autilizagdo de Crinone® conj com outras inais. Ha relatos
de sonoléncia assomados 20 uso de Crinone®. ponanlo nao se recomenda operar maquinério perigoso e/ou dirigir veiculos motores.
aguda é improvavel devido a sua da faxa limitada de absorgao da progesterona pelo epitélio
vaginal e as caracterfsticas de liberacdo controlada da d0. Em caso de 0 com Crinone®
e tratar a paciente sintomaticamente. Reacdes adversas: Dor abdominal, dor nas costas ou articulacdes das pemas e dor no perineo,
flatuléncia, dor/tensdo nas mamas, fadiga, ondas de calor, lactagdo e retencdo de fluidos, constipaco, diarréia, dispepsia, eructagao,
dor géstrica, nduseas e vomitos, redudo da libido, dismenorréia, dispareunia, aumento da miccao, leucorréia, nocturia, irritagao/prurido
vaginal, sangramento vaginal e secreao vaginal, tontura, depressdo, labilidade emocional, cefaléia, insonia, irritabilidade, nervosismo,
sonoléncia e acne. A maioria dos eventos sdo leves e transitérios e freqientemente sdo resolvidos sem a interrupgdo do tratamento.
Posologia e modo de usar: A administracao vaginal para induzir transformacéo secretéria do endométrio estd indicada somente em
casos em que o endométrio tenha sido adequadamente suprido de estrogeno, endégeno ou exégeno. Nestes casos o sangramento por
supressao usualmente ocorre dentro de 3 a 7 dias apds a interrupdo da terapia com Crinone®, a menos que tenha ocorrido gestagdo.
Variagdo usual de dosagem: O esquema de dosagem assume o intervalo entre as menstruages ou ciclos estrogénicos como sendo
de 28 dias e o dia 1 como sendo o primeiro dia de sangramento ou da terapia estrogénica ciclica. Complementagdo ou reposicdo de
progesterona como parte do esquema das Técnicas de Reproducdo Assistida - Para suporte endometrial como parte da TRA, iniciar
administrando Crinone® em uma ou duas aplicacdes didrias. A maioria das mulheres respondem com 90 mg diariamente. Entretanto,
algumas mulheres podem precisar de 90 mg duas vezes ao dia. Se a gravidez for confirmada, continuar com Crinone® até 12 semanas.
Crinone® deve ser administrado, diariamente, no mesmo horario. Doses menores podem ser usadas em mulheres ovulando normalmente,
com suspeita de deficiéncia de progesterona, como deficiéncia da fase litea. Conservagao: Conservar o medicamento em temperatura
abaixo de 25°C. O prazo de validade € de 36 meses contados a partir da data de fabricagao indicada na embalagem externa. VENDA SOB
PRESCRIGAO MEDICA. SAS- Servico de Atendimento Serono: 0800-113320. Reg MS 1.1124.0217.
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AGENDA DE EVENTOS PARA 2008

JuLHo

06/07 a 09/07 - 24th edition of the Annual Meeting
of the European Society for Human Reproduction and
Embryology in 2008. http://www.eshre.com

AgGosTo
20/08 a 23/08 - XlI Congresso Brasileiro de Reprodu-
¢ao Assistida. Sado Paulo Br. www.sbra.com.br
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SETEMBRO

7/09 a 10/09 - VIl Congresso Brasileiro da SBDST/ 11l
Congresso Brasileiro de AIDS. Local: Centro de Conven-
c¢Oes de Goiania. http://www.dst2008.com.br

Novemsro

08/11 a12/11 - 64th Annual Meeting American Society
for Reproductive Medicine. Local: San Francisco. www.
asrm.org/Professionals/Meetings/annualmeeting.html



Especialidade: Data de Masc. ! ! Cira Formacao:
Cons. Regional

1 Endarsco Cormarncial; Bairra

SOCIEDADE BRASILEIRA DE
REPRODUCAO ASSISTIDA

Filie-se a Sociedade Brasileira
de Reproducao Assistida

Beneficios aos Associados:
Recebimento do Jornal SBRA
Desconto na Inscricao para
as reunioes anuais da SBRA

Cadastre-se no site www.sbra.com.br
e envie a ficha de inscricao abaixo
acompanhada de cheque nominal no valor
de RS 70,00 (anuidade) para SBRA
Av. Brigadeiro Luiz Antonio, 4251
Sao Paulo-SP - CEF. 01401-002

FHqune iCREM

Cidade: Estado CER
Telefone:(Gons) (Res) (el {Fax)
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Uma das coisas mais bonitas
da vida é fazé-la acontecer.

A tecundacto & uma dadiva
E embora nem sem pre possa ser
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