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Pergoveris

(alfafolitropina e alfalutropina)

Preciséo,
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consisténcia
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Referéncias bibliograficas: 1. Basset R.M. et al. Continued improvements in the quality and consistency of follitropin alfa, recombinant human FSH. Reproductive BioMedicine Online. 2005; 10(2): 169-177(9). 2.
Gervais A, et al. Glycosylation of recombinant gonadotrophins: characterization and batch-to-batch consistency. Glycobiology 2003; 13(3):179-189.
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Pergoveris

(alfafolitropina e alfalutropina)

Pergoveris® alfafolitropina (r-hFSH) 150U1 (11ug) alfalutropina (r-hLH) 75UI (3ug). USO SUBCUTANEO USO ADULTO Indicagdes: Pergoveris® é
indicado para a estimulagdo do desenvolvimento folicular em mulheres com insuficiéncia grave de LH e FSH. Nos ensaios clinicos, estas pacientes
foram definidas por um nivel sérico de LH <1,2 UI/L. Contra-indicag6es: Hipersensibilidade a alfafolitropina, alfalutropina ou a qualquer dos excipientes;
tumores do hipotalamo ou da hipoéfise; hipertrofia ou cistos ovarianos néo originados por doenga do ovario policistico; hemorragias ginecoldgicas de
etiologia desconhecida; carcinoma do Utero, ovario ou mama e nas situagées em que nado é possivel a obtengéo de uma resposta efetiva (insuficiéncia
ovariana primaria, malformagdes dos 6rgéos sexuais incompativeis com gravidez e fibromiomas uterinos incompativeis com gravidez). Cuidados e
Adverténcias: Na mulher, a utilizagdo segura e eficaz de Pergoveris® requer monitorizagdo ecogréfica regular da resposta ovariana, de preferéncia em
conjunto com a determinagéo dos niveis séricos de estradiol. Deve ser utilizada em mulheres a dose minima eficaz em relagao ao objetivo do tratamento.
As pacientes devem ser avaliadas para as seguintes situagdes, devendo ser instituido um tratamento especifico apropriado: hipotiroidismo; insuficiéncia
da supra-renal; hiperprolactinemia; tumores do hipotalamo ou da hipdfise. A sindrome de hiperestimulagdo ovariana (OHSS) é uma situagao clinica
distinta da hipertrofia ovariana assintomatica, podendo se manifestar em graus crescentes de gravidade. Uma resposta excessiva ovariana ao tratamento
com gonatropinas raramente origina uma OHSS, exceto quando se administra hCG para induzir a ovulagdo. Portanto, em casos de hiperestimulagéo
ovariana é prudente ndo administrar hCG e recomendar a paciente que se abstenha de ter relagées sexuais ou utilize métodos anticoncepcionais de
barreira, durante pelo menos 4 dias. Em mulheres submetidas a indugdo da ovulagao, a incidéncia de gravidez e nascimentos multiplos € aumentada
quando comparada a concepgao natural. A maioria das concepgdes multiplas é de gémeos. Gravidez e aleitamento: Pergoveris® ndo deve ser
administrado durante a gravidez ou o aleitamento. Reagoes adversas: Cefaléia, exacerbacdo de asma, dor abdominal e sintomas gastro-intestinais,
tromboembolismo normalmente associado com sindrome de hiperestimulagéo ovariana grave (OHSS), reagdes no local da injegdo. Reagdes alérgicas
sistémicas leves (eritema cutaneo, edema, urticaria, dificuldades respiratorias) e graves (reagoes anafilaticas). Cistos ovarianos, dor mamaria, dor
pélvica, OHSS, torgdo do ovario. Interagdes medicamentosas: Pergoveris® ndo deve ser administrado com outros medicamentos na mesma seringa,
exceto com alfafolitropina. Posologia: O tratamento deve ser adaptado a resposta individual da paciente. Um regime posolégico recomendado inicia-
se com a administragéo diaria de um frasco de Pergoveris®. Caso um aumento da dose de FSH seja considerado apropriado, o ajuste da dose deve
ser efetuado preferencialmente apds intervalos de 7-14 dias e com incrementos de 37,5 a 75 UI, utilizando um medicamento contendo alfafolitropina.
Pode ser aceitavel prolongar a duragéo da estimulagdo em qualquer um dos ciclos por até 5 semanas. Quando se obtém uma resposta 6tima, deve ser
administrada uma Unica injecdo de 5.000 Ul a 10.000 Ul de hCG, 24 a 48 horas ap6s a Ultima injecdo de Pergoveris®. Recomenda-se que a paciente
tenha relagdes sexuais no dia da administragéo de hCG e no dia seguinte. Caso se obtenha uma resposta excessiva, o tratamento deve ser interrompido
e hCG néo deve ser administrado. O tratamento deve ser reiniciado no ciclo seguinte, com uma dose de FSH inferior a do ciclo anterior. Cuidados
de conservagao: Prazo de validade: 24 meses. Este medicamento é de uso Unico e deve ser utilizado imediatamente apds abertura e reconstituicao.
Conservar em temperatura entre 15 e 30°C. Conservar na embalagem original para proteger da luz. VENDA SOB PRESCRICAO MEDICA. SAC Merck
Serono: 0800-113320. Registro MS: 1.0089.0360.

Contraindicagao: carcinoma do Utero, ovario ou mama. Interagdo medicamentosa: Pergoveris® ndo
deve ser administrado com outros medicamentos na mesma seringa, exceto com alfafolitropina.

AO PERSISTIREM OS SINTOMAS, O MEDICO DEVERA SER CONSULTADO.

Destinado exclusivamente a classe médica. Veiculado em junho de 2012.
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INFORMAGOES GERAIS

1. O JBRA Assisted Reproduction (JBRA Assist. Reprod) é
publicagdo oficial da Sociedade Brasileira de Reproducgdo
Assistida (SBRA - www.sbra.com.br) e da Rede Latino-
americana de Reprodugdo Assistida (www.redlara.com)
para conteldos cientificos, com periodicidade bimestral. E
dirigido a especialistas e pesquisadores em saude, parti-
cularmente ginecologistas, andrologistas, bidlogos, urolo-
gistas e embriologistas. Sdo aceitos para avaliagdo estu-
dos basicos e clinicos nas areas de reprodugdo assistida,
infertilidade, genética reprodutiva, imunologia reproduti-
va, andrologia, microbiologia reprodutiva, laboratério em
reprodugdo assistida e endocrinologia ginecoldgica, sob a
forma de artigos originais, artigos de revisdo, artigos de
atualizacdo e relatos de caso (conforme detalhamento a
seguir). Os artigos podem ser submetidos nos idiomas por-
tugués, espanhol ou inglés. Autores interessados em tra-
duzir seu artigo para inglés podem solicitar um orgamento
de tradugdo ao J Bras Rep Assist.

2. Artigos submetidos ao JBRA Assisted Reproduction devem
ser inéditos, isto €, ndo devem ter sido publicados nem sub-
metidos para analise por outras revistas, no todo ou parcial-
mente. Em casos de figuras ja publicadas, autorizacdo 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 JBRA Assisted Reproduc-
tion incorporam as recomendagdes dos Uniform Require-
ments for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals. A
versdo completa do texto esta disponivel em www.icmje.org.
Manuscritos que estiverem em desacordo com as instrugdes
aqui apresentadas serdo devolvidos para a incorporagao de
ajustes antes da avaliagao pelo Conselho Editorial.

4. Todo artigo publicado no JBRA Assisted Reproduction
passa pelo processo de revisdo por especialistas (peer re-
view). Os artigos submetidos sdo primeiramente encami-
nhados aos editores 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 pertinente. Todo o processo é anéni-
mo, ou seja, 0s revisores sdo cegos quanto a identidade dos
autores e seu local de origem e vice-versa. Apods a avaliagao
do artigo pelos revisores, os artigos podem ser aceitos sem
modificagdes, recusados ou devolvidos aos autores com su-
gestdes de modificagdes, sendo que cada artigo pode retor-
nar varias vezes aos autores para esclarecimentos e modifi-
cagles, sem que isso implique necessariamente a aceitagao
futura do trabalho.

5. O numero de autores de cada manuscrito fica limitado a
seis. O conceito de co-autoria implica contribuicdo substan-
cial na concepgao e planejamento do trabalho, anadlise e in-
terpretagdo dos dados e redagdo ou revisdo critica do texto.
Contribuigdes significativas feitas ao estudo, mas que ndo
se enquadram nesses critérios, podem ser citadas na segdo
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 Organizagao 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 ndmero de identificagdo do estudo
devera ser apresentado ao final do resumo.

7. Para textos que forem aceitos para publicagdo, uma de-
claragdo, assinada por todos os autores devera ser enviada
a revista, contendo as seguintes informagdes: a) o manus-
crito € original; b) o manuscrito ndo foi publicado nem sub-
metido a outra revista, nem o sera se vier a ser publicado
no JBRA Assisted Reproduction; c) todos os autores parti-
ciparam ativamente na elaboragdo do estudo e aprovaram
a versdo final do texto; d) situagdes de potencial conflito
de interesse (financeiro ou de outra natureza) estdo sendo
informadas; e) foi obtida aprovagao do estudo pelo comi-
té de ética da instituicdo a qual o trabalho estd vinculado
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Instrucdes para Autores

(para artigos que relatam dados de pesquisa experimental;
f) foi obtido consentimento informado dos pacientes inclu-
idos no estudo (quando aplicavel). As informagdes sobre a
aprovacgdo do estudo por comité de ética e a obtengdo de
consentimento informado também devem constar na segao
Métodos do artigo.

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

TIPOS DE ARTIGOS PUBLICADOS

Artigos originais. Trabalhos resultantes de pesquisa cien-
tifica que apresentam dados originais sobre aspectos ex-
perimentais ou observacionais de carater médico, bioldgi-
co, bioquimico e psicossocial e incluem andlise estatistica
descritiva e/ou inferéncias de dados préprios. Esses arti-
gos tém prioridade para publicacdo. Devem ser compostos
de: pagina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract e
keywords, texto (dividido nas segées Introdugdo, Métodos,
Resultados, Discussdo ou equivalentes, ConclusGes), 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 investigagao
ja publicados em revistas cientificas. Devem incluir sintese
e andlise critica da literatura levantada e ndo ser confun-
didos com artigos de atualizagcdo. 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).
Artigos de atualizagdo ou opinido. Trabalhos que relatam
informacBes geralmente atuais sobre tema de interesse
para determinadas especialidades (por exemplo, uma nova
técnica ou método). Tém caracteristicas distintas de um ar-
tigo 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 descri-
tivos de um ou mais casos, explorando um método ou pro-
blema através de exemplo(s). Os casos escolhidos devem
ser de grande interesse, com doenga 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 segdes
Introdugdo, Descrigdo do caso e Discussdo ou equivalen-
tes), lista de referéncias, legendas de figuras (se houver) e
figuras (se houver).

Cartas ao leitor. Cartas ao editor comentando, discutindo
ou criticando os artigos publicados no JBRA Assisted Repro-
duction serdo bem recebidas e publicadas desde que aceitas
pelo Conselho Editorial. Devem ser compostas de: titulo,
nome do autor, identificacdo da publicacdo que esta sendo
comentada e lista de referéncias (se houver). Recomenda-
se um maximo de 500 palavras, incluindo referéncias. Sem-
pre que possivel, uma resposta dos autores sera publicada
juntamente com a carta.

PREPARAGCAO 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 es-
querda, iniciando cada segdo em pagina nova, na seguinte
ordem: pagina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract
e keywords, texto, agradecimentos, lista de referéncias, ta-
belas, legendas de figuras e figuras. Todas as paginas de-
vem 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 substéncia e o
fabricante podem ser informados entre parénteses.

A apresentacdo de unidades de medida deve seguir o siste-
ma internacional (SI).

Genes de animais devem ser apresentados em itélico com ini-
cial mailscula (exemplo: Sox2); genes de seres humanos tam-
bém devem ser apresentados em italico, porém com todas as
letras maiusculas (exemplo: SOX2). Proteinas devem seguir o
mesmo padrdo de mailsculas/mindsculas, porém sem italico.

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

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

- Nome da instituicdo onde o trabalho foi executado

- Informagdes sobre auxilios recebidos sob a forma de fi-
nanciamento, 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 portu-
gués e um abstract em inglés. Trabalhos escritos em espa-
nhol devem apresentar, além do resumo no idioma original,
também um resumo em portugués e um abstract em inglés.
O conteldo dos textos deve ser idéntico, e ndo deve ultra-
passar 250 palavras. Para artigos originais, o resumo deve
ser estruturado como segue: Objetivo, Métodos, Resultados
e Conclusdes. Para relatos de caso, artigos de revisao e
artigos de atualizagao, o resumo ndo deve ser estruturado.
Deve-se evitar o uso de abreviagdes no resumo, e ndo de-
vem ser citadas referéncias.

Logo apos 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 institui-
cOes que tenham dado apoio material.

REFERENCIAS

No texto, as citagGes serdo identificadas entre parénteses,
pelo sobrenome do autor seguido do ano de publicagao.
Exemplos: um autor (Steptoe, 1978), dois autores (Edwards
& Steptoe, 1980), mais de dois autores (Van Steirteghem
et al., 1988).

A lista de referéncias deve ser apresentada em ordem alfa-
bética (Ultimo sobrenome de cada autor seguido das duas
primeiras iniciais), e ndo deve ser numerada. Trabalhos do
mesmo autor devem ser ordenados cronologicamente; tra-
balhos de mesmo autor e ano devem ser identificados com
letras apds o ano (2000a, 2000b, etc.). A apresentagdo das
referéncias seguird os modelos propostos nos Uniform Re-
quirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Jour-
nals (ver exemplos a seguir). Todas as referéncias citadas
na lista devem ser mencionadas no texto e vice-versa.
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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

AboodS. Quality improvementinitiativein nursinghomes: the
ANA acts in an advisory role. Am J Nurs [revista eletrdnica].
2002 Jun [citado 2002 ago 12];102(6):[aproximadamente 3
p.]. Disponivel em: http://www.nursingworld.org/AIJN/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
interventions: a meta-analysis of behavioral change out-
comes. 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 horizon-
tais, e cada dado devera constar em uma célula indepen-
dente. Explicagdes sobre itens das tabelas devem ser apre-
sentadas em notas de rodapé identificadas pelos seguintes
simbolos, nesta seqliéncia: *,t, #, §, [|,9,**,t1,+%.

Figuras em geral (graficos, fotografias, etc.) serdo publicadas
em preto e branco. Despesas com a eventual reprodugao de
fotografias em cor serdo de responsabilidade do autor.
Figuras podem ser submetidas eletronicamente, nas ex-
tensdes .jpg, .gif ou .tif, com resolugdo minima de 300 dpi
(para possibilitar uma impresséo nitida), ou por correio (ver
instrugdes 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 nu-
mero 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 dimensdes.
Figuras ja publicadas e incluidas em artigos submetidos de-
vem indicar a fonte original na legenda e devem ser acom-
panhadas por uma carta de permissdo do detentor dos di-
reitos (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 (exclusiva-
mente graficos 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 cépias do tex-
to e figuras devem ser enviadas para o enderecgo a seguir:

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

Av. das Américas, 4666, salas 312/313

CEP 22649-900 - Rio de Janeiro, R]

Fone: (21) 2430.9060

Fax: (21) 2430.9070

http://www.sbra.com.br
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GENERAL INFORMATION

1. JBRA Assisted Reproduction (JBRA Assist. Reprod) is the
official publication by both the Brazilian Society of Assisted
Reproduction (SBRA - www.sbra.com.br) and the Latin
America Network of Assisted Reproduction (www.redlara.com)
destined to scientific-based and bimonthly issued papers. It
is designated to specialists and researchers in the health
area, in particular to gynecologists, andrologists, biologists,
urologists and embryologists. Basic and clinical studies in
the areas of assisted reproduction, infertility, reproductive
genetics, reproductive immunology, andrology, reproductive
microbiology, laboratory in assisted reproduction and
gynecological endocrinology will be accepted for evaluation
in the form of original articles, reviews, update articles and
case reports (as detailed below). Articles may be submitted in
Portuguese, Spanish or English. Authors interested in having
their articles translated into English may request an estimate
at J Bras Rep Assist.

2. Papers submitted to JBRA Assisted Reproduction must be
original, that is, they cannot have been either published or
submitted for analysis by other journals, partially or in the
whole. In cases where the illustrations have been published
previously, an authorization must be granted and the source
cited. Once published, the copyright of the articles belongs
to SBRA.

3. The Instructions for Authors by JBRA Assisted Reproduction
is comprised of the recommendations given by the Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals. The complete version of the text is available at www.
icmje.org. Manuscripts not in accordance with the instructions
presented herein will be returned for modifications to be
made before the Editorial Board has evaluated them.

4. Every article published in JBRA Assisted Reproduction
undergoes a review process by specialists (peer review).
Submitted articles are primarily sent to editors for an initial
evaluation as to the scope of the work and the editorial
demands of the journal. In case of a positive evaluation,
the article is then sent to two reviewers specialized in the
appropriate area. Every process is anonymous, that is,
reviewers are not aware of author’'s identity and place
of origin and vice versa. After the articles are evaluated
by reviewers, they can be accepted without alterations,
refused or returned to authors along with suggestions for
modifications. Each article may return to its author several
times for clarification and alteration, without necessarily
meaning a future acceptance of the article.

5. The number of authors for each manuscript is limited to six.
The co-authorship concept connotes substantial contribution
in the creation and planning of the paper, analysis and
interpretation of data not to mention the writing and critical
revision of the text. Significant contributions given to the
study which do not fit these criteria may be cited in the
acknowledgements section.

6. Clinical trials articles should be registered in the Clinical
Trials Registry validated by the criteria established by the
World Health Organization and by the International Committee
of Medical Journal Editors (for instance, www.actr.org.au,
www.clinicaltrials.gov, www.ISRCTN.org, www.umin.ac.jp/ctr/
index/htm and www.trialregister.nl). The study identification
number shall be presented at the end of the abstract.

7. For texts accepted for publication, a statement signed by
all authors shall be sent to the journal, including the following
information: a) the manuscript is original; b) the manuscript
has not been previously published nor submitted to any other
journal, and will not be published in case it is accepted by
JBRA Assisted Reproduction; c) all authors have actively
taken part in the preparation of the study and have approved
of the final version of the text; d) situations on potential
conflict of interests (either financial or of any other nature)
are being informed; e) an approval of the study by the Ethics
Committee of the institution to which the paper is linked
was obtained (for articles reporting experimental research
data; f) an informed consent by the patients included in the
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study was obtained (when applicable) . All information on
the approval of the study by the Ethics Committee and the
possession of an informed consent should also be mentioned
in the Methods section of the article.

8. Before the publication of accepted articles, the
corresponding authors will receive the published article via
e-mail attachment in a PDF archive for approval. At this
point, corrections should be limited to typographic mistakes,
without altering the content of the study. Authors should
return approved papers by e-mail or fax 48 hours after
receiving the message.

TYPES OF PUBLISHED ARTICLES

Original articles. Pieces of work resulting from scientific
research presenting original data about experimental or
observational aspects of medical, biological, biochemical and
psychosocial character and including descriptive statistical
analysis and/or inferences of own data. These articles have
priority for publication. They must be composed of: title
page, resumo e palavras-chave (in Portuguese )abstract and
keywords, text (divided in Introduction, Methods, Results,
Discussion or equivalent, Conclusion), acknowledgments (if
applicable), references (40 at the most), tables (if available)
figure legends (if available) and figures (if available).
Reviews. Papers whose aim is to summarize, analyze,
evaluate or synthesize investigative papers already published
in scientific journals. They must include a synthesis and
critical analysis of the researched literature and cannot be
confused with update articles. They must be composed
of: title page, resumo e palavras-chave ( in Portuguese ),
abstract and keywords, text, references, tables (if available)
,figure legends (if available) and figures (if available).
Update or opinion articles. Papers reporting usually current
information on themes of interest to certain specialties
(such as a new technique or method). They have different
characteristics from reviews , since they do not display critical
analysis of the literature. They must be composed of: title
page, resumo e palavras-chave ( in Portuguese ), abstract
and keywords, text, references, tables (if available) ,figure
legends (if available) and figures (if available).

Case reports. Articles representing descriptive data of one
or more cases, exploiting a method or problem through
example(s). The selected cases should be of great interest,
with unusual disease or evolution or submitted to unexpected
or alternative treatments. They may involve humans
or animals and should present the studied individual’s
characteristics (gender, age, etc.). They must be composed
of: title page, resumo e palavras-chave ( in Portuguese ),
abstract and keywords, text (divided in: Introduction, Case
Description and Discussion or equivalent ), references, figure
legends (if available) and figures (if available).

Letters to the reader. Letters to the editor commenting,
discussing or criticizing articles published in JBRA Assisted
Reproduction will be welcome and published as long as they
are accepted by the Editorial Board. They must be composed
of: title, name of author, identification of the publication
being commented on and references (if available). It is
recommended to include 500 words at the most, references
inclusive. Whenever possible, a reply by the authors will be
published alongside with the letter.

PREPARATION OF ORIGINAL PAPERS

Preferably use Microsoft Word® processor. Papers should be
typed in Times New Roman font sized 12, single-spaced and
aligned to the left. Every section should be started on a new
page in the following order: title page, resumo e palavras-
chave ( in Portuguese ), abstract and keywords, text,
acknowledgements, references, tables, figure legends and
figures. All of the pages should be numbered consecutively.
Abbreviations should be spelled out in the first mention in the
text; and after the first appearance, only the abbreviation
should be used. In the abstract, the use of abbreviations
should be avoided.

Chemicals should be presented by their generic name.
If relevant, commercial name of the substance and the
manufacturer’s name may be informed in parentheses.



The presentation of units of measurements should follow the
International System (IS).

Genes of animals should be presented in italics with capital
letter initials (example: Sox2); genes of human beings should
also be presented in italics; however, with all capital letters
(example: SOX2). Proteins should follow the same pattern:
capital/small, without italics, though.

TITLE PAGE

The title page should carry the following information:

- Concise and comprehensive title, representing the content
of the article, both in Portuguese and English

- Short running head (no more than 40 characters including
letters and spaces)

- Authors’ names

- Authors’ institutional affiliation, showing department/unit,
institution and geographic region

- Name of the institution where the work was carried

- Information about support given in the form of loan,
equipment or drugs

- Congresses where the study was presented

- Name, mailing address, telephone and fax numbers, and
e-mail address of the corresponding author

RESUMO AND ABSTRACT

All articles should present an abstract both in Portuguese
and in English. Papers written in Spanish should present,
besides their abstracts in the original language, one abstract
in Portuguese and another one in English. The content of
both texts should be identical, and should not exceed 250
words. For original articles, the abstract should be structured
as follows: Objective, Methods, Results and Conclusion. For
case reports, reviews and update articles, the abstract should
not be structured. The use of abbreviations should be avoided
in the abstract, and references should not be cited.

Right after the resumo/abstract/resumen, three to six
keywords belonging to the list of Health Sciences Descriptors

(http://decs.bvs.br) should be presented.
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REFERENCES

In the text, the citations will be identified by the author’s
last name in parentheses followed by the publication
year. Examples: one author (Steptoe, 1978), two authors
(Edwards & Steptoe, 1980), and more than two authors (Van
Steirteghem et al., 1988).

The references should be presented in alphabetical order (each
author’s surname followed by his/her first two initials), and
should not be numbered. Papers by the same author should
be chronologically organized; papers by the same author in
the same year should be identified with letters after each
year (2000a, 2000b, etc.). The presentation of references will
follow the format proposed in the Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (see examples
below). All references cited in the list should be mentioned in
the text and vice-versa.

1. Journal Article

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

3. Book Chapter
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. Electronic Journal Article

Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the
ANA acts in an advisory role. Am J Nurs [electronic journal].
2002 June [cited 2002 aug 12];102(6):[approximately 3 p.].
Available at: http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/
Wawatch.htm.

5. Article published in the Internet:

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

6. Site

OncolLink [site in the Internet]. Philadelphia: University of
Pennsylvania; c1994-2006. [updated 2004 Sept 24; cited
2006 March 14]. Available at: http://cancer.med.upenn.edu/.

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

TABLES AND FIGURES

Tables and figures (graphs, photographs, etc.) should be
numbered in Arabic numerals according to the order in which
they appear in the text and should have individual legends,
presented at the end of the paper. Each table and figure
should be submitted on a separate sheet of paper.

In the tables, use horizontal lines only, and each piece of
information should be in an independent cell. Explanations
about items in the tables should be presented in footnotes
identified by the following symbols, in this sequence: *,t, #,
§, [, 9%, Tt ¥+,

Figures in general (graphs, photographs, etc.) will be
published in black and white. Expenses due to the eventual
reproduction of photographs in color will be the author’s
responsibility.

Figures may be submitted in electronic formats such as .jpg,
.gif or .tif, with @ minimum resolution of 300 dpi (in order to
guarantee clear printing), or by mail (see further mailing
instructions). All figures sent by mail should be identified on the
back with an adherent sticker containing author’s first name,
number of the figure and an arrow indicating which side is up.
Scanned photographs will not be accepted; photographs in
paper must be sent by mail. Photographs of patients should
not allow their identification.

Graphs should be two-dimensional only.

Figures previously published and included in submitted
articles should include the original source in the legend
and should be accompanied by a permission letter from the
copyright’s holder (publisher or journal).

MAILING/SUBMISSION OF ARTICLES

Articles should be submitted preferably by e-mail
(jornalsbra@cmb.com.br). Text and figures should be sent as
attachments together with the message. Figures (graphs and
digital photographs exclusively) may be sent in the formats
.jpg, .gif ou .tif, with minimum resolution of 300 dpi and total
maximum size of 3 MB (all figures).

If submission by e-mail is not possible, two copies of the text
must be sent to the address below:

Profa. Dra. Maria do Carmo Borges de Souza
Editora do Jornal Brasileiro de Reprodugao Assistida
Centro Médico Barra Shopping

Av. das Américas, 4666, salas 312/313

CEP 22649-900 - Rio de Janeiro, R]

Fone: (55)(21) 2430.9060

Fax: (55)(21) 2430.9070

http://www.sbra.com.br
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INFORMACIONES GENERALES

1. El JBRA Assisted Reproduction (JBRA Assist. Reprod)
és una publicacion oficial de la Sociedad Brasilefia de
Reproduccidon Asistida (SBRA - www.sbra.com.br) y de la
Red Latinoamericana de Reproduccién Asistida (www.redlara.
com) para contenidos cientificos, con periodicidad bimestral.
Es dirigido a especialistas e investigadores en salud,
particularmente ginecdlogos, andrélogos, bidlogos, urélogos
y embridlogos. Se recibe para evaluacion estudios basicos
y clinicos en los siguientes areas: reproduccion asistida,
infertilidad, genética reproductiva, inmunologia reproductiva,
andrologia, microbiologia reproductiva, laboratorio en
reproduccién asistida y endocrinologia ginecoldgica, bajo la
forma de articulos originales, de revisidén, de actualizacion
y relatos de caso (conforme detallamos a continuacion). Se
reciben articulos en portugués, espafiol o inglés. Autores
interesados en traducir sus articulos al inglés pueden solicitar
un presupuesto de traduccion al J Bras Rep Assist.

2. Articulos sometidos al JBRA Assisted Reproduction deben
ser inéditos, o sea, no deben haber sido publicados ni
sometidos para andlisis por otras revistas, en su totalidad o
parcialmente. En casos de imagenes ya publicadas, se debe
obtener autorizacién y nombrar la fuente. Una vez que su
articulo(s) haya(n) sido publicado(s), pasa(n) a ser propiedad
de la SBRA.

3. Las Instrucciones para Autores del JBRA Assisted
Reproduction incorporan las recomendaciones de los Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals. La versidn completa del texto esta disponible
en www.icmje.org. Manuscritos que no estén conforme
las instrucciones aqui presentadas seran devueltos para
la incorporacién de ajustes antes de la evaluacion por el
Consejo Editorial.

4. Todo articulo publicado en el JBRA Assisted Reproduction
pasa por un proceso de revisidn por especialistas (peer
review). Los articulos sometidos son primeramente enviados
a los editores para una evaluacidn inicial respecto al objetivo
del trabajo y a las exigencias editoriales del JBRA. Si la
evaluacion es positiva, el articulo es enviado a dos revisores
especialistas del area pertinente. Todo el proceso es anénimo,
0 sea, los revisores desconocen la identidad de los autores
y su local de origen y viceversa. Después de la evaluacion
del articulo por los revisores, se puede: a-aceptar el articulo
sin modificaciones, b-rechazar el articulo, c-devolverlo a
los autores con sugerencias de modificaciones; en el Gltimo
caso, un articulo puede regresar varias veces a sus autores
para aclaraciones y modificaciones, sin que eso implique
necesariamente la aceptacion futura del trabajo.

5. Se limita a seis el nimero de autores de cada manuscrito.
El concepto de coautoria implica contribucion substancial
en la concepcion y planeamiento del trabajo, analisis e
interpretacion de los datos y redaccion o revision critica del
texto. Contribuciones significativas hechas al estudio, pero
que no se cuadran en esos criterios, pueden ser descritas en
la seccion de agradecimientos.

6. Articulos de investigaciones clinicas (clinical trials) deben
ser registrados en uno de los Registros de Ensayos Clinicos
validados por los criterios establecidos por la Organizacion
Mundial de la Salud y por el International Committee of
Medical Journal Editors (por ejemplo, www.actr.org.au, www.
clinicaltrials.gov, www.ISRCTN.org, www.umin.ac.jp/ctr/
index/htm y www.trialregister.nl). El nimero de identificacion
del estudio debera ser presentado al final del resumen.

7. Caso se acepte su trabajo para publicacion, débese enviar
al JBRA una declaracion firmada por todos los autores, con
la siguiente informacion: a) el manuscrito es original; b)
el manuscrito no fue publicado ni sometido a otra revista,
ni sera, en el caso de su publicacién por el JBRA Assisted
Reproduction; c) todos los autores participaron activamente
en la elaboracion del estudio y aprobaron la version final
del texto; d) situaciones de potencial conflicto de interés
(financiero o de otra naturaleza) seran informadas; e) se
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obtuvo aprobacién del estudio por el comité de ética de la
institucion a la cual el trabajo esta vinculado (para articulos
que relatan datos de pesquisa experimental); f) se obtuvo
consentimiento informado de los pacientes incluidos en el estudio
(cuando se aplica). Se debe informar en la seccion Métodos del
articulo los datos sobre la aprobacién del estudio por el comité
de ética y la obtencion de consentimiento informado.

8. Antes de la publicacion de los articulos aprobados, los
autores correspondientes recibiran, por e-mail, en documento
PDF, el articulo listo para publicacidn, para aprobacion. En esta
etapa, las correcciones deben limitarse a errores tipograficos,
sin cambios de contenido del estudio. Los autores deberan
devolver las pruebas aprobadas por e-mail o fax antes de 48
horas después de haberlo recibido.

TIPOS DE ARTICULOS PUBLICADOS

Articulos originales. Trabajos resultantes de pesquisa
cientifica que presentan datos originales sobre aspectos
experimentales u observacionales de caracter médico,
bioldgico, bioquimico y psicosocial e incluyen analisis
estadistica descriptiva y/o inferencias de datos propios. Estos
articulos tienen prioridad para publicaciéon. Deben contener:
hoja frontal, resumen y palabras-llave, abstract y keywords,
texto (dividido en las secciones Introduccién, Métodos,
Resultados, Discusion o equivalentes, Conclusiones),
agradecimientos (si se aplica), listado de referencias (maximo
de 40), tablas (si hay), notas al pié de imagenes (si hay) e
imagenes (si hay).

Articulos de revision. Trabajos que tienen por objetivo
resumir, analizar, evaluar o sintetizar trabajos de investigacion
ya publicados en revistas cientificas. Deben incluir sintesis y
analisis critica de la literatura levantada y no ser confundidos
con articulos de actualizacion. Deben contener: hoja frontal,
resumen y palabras-llave, abstract y keywords, texto, listado
de referencias, tablas (si hay), notas al pié de imagenes (si
hay) e imagenes (si hay).

Articulos de actualizacion u opinién. Trabajos que
reportan informaciones generalmente actuales sobre tema de
interés para determinadas especialidades (por ejemplo, una
nueva técnica o método). Tienen caracteristicas diferentes de
un articulo de revision, pues no presenta analisis critica de la
literatura. Deben contener: hoja frontal, resumen y palabras-
llave, abstract y keywords, texto, listado de referencias,
tablas (si hay), notas al pié de imagenes (si hay) e imagenes
(si hay).

Relatos de caso. Articulos que representan datos descriptivos
de uno o mas casos, explorando un método o problema a
través de ejemplo(s). Los casos elegidos deben ser de gran
interés, con enfermedad o evolucion anormal o sometidos
a tratamientos inusitados o alternativos. Pueden involucrar
humanos o animales y deben presentar las caracteristicas del
individuo en estudio (sexo, edad, etc.). Deben contener: hoja
frontal, resumen y palabras-llave, abstract y keywords, texto
(dividido en las sesiones Introduccion, Descripcion del caso y
Discusidn o equivalentes), listado de referencias, notas al pié
de imagenes (si hay) e imagenes (si hay).

Cartas al lector. Con gusto recibiremos cartas al editor
comentando, discutiendo o criticando los articulos publicados
en el JBRA Assisted Reproduction; estas seran publicadas desde
que el Consejo Editorial las apruebe. Deben contener: titulo,
nombre del autor, identificacion de la publicacion que se comenta
y listado de referencias (si hay). Recomendase un maximo de
500 palabras, incluyendo referencias. Siempre que posible, se
publicard una respuesta de los autores junto a la carta.

PREPARO DE LOS ORIGINALES

Utilice preferentemente Microsoft Word®. Los trabajos deben
ser tecleados en Times New Roman tamafo 12, espacio
sencillo, alineados a la izquierda, iniciando cada seccion en
pagina nueva, en el siguiente orden: hoja frontal, resumen y
palabras-llave, abstract y keywords, texto, agradecimientos,
listado de referencias, tablas, notas al pié de imagenes e
imagenes. Todas las paginas deben de ser numeradas.
Siglas deben ser definidas por extenso en la primera
ocurrencia en el texto; después de la primera ocurrencia,
solamente la sigla debera ser utilizada. En el resumen, el
uso de siglas debe ser evitado.



Substancias deben ser presentadas utilizando su nombre
genérico. Si es relevante, el nombre comercial de la substancia
y el fabricante pueden ser informados entre paréntesis.

La presentaciéon de unidades de medida debe seguir el
sistema internacional (SI).

Genes de animales deben ser presentados en itdlico con
inicial mayUscula (ejemplo: Sox2); genes de seres humanos
también deben ser presentados en italico, pero con todas las
letras mayusculas (ejemplo: SOX2). Proteinas deben seguir
el mismo patrén de mayuUsculas / minUsculas, pero sin italico.

HOJA FRONTAL

La hoja frontal debe contener:

- Titulo conciso y explicativo, representando el contenido del
trabajo, en portugués e inglés. (no seria: portugués, inglés y espafiol ¢)
- Titulo resumido (maximo de 40 caracteres).

- Nombres de los autores.

- Afiliacion de los autores, indicando departamento/unidad,
institucién y region geografica.

- Nombre de la institucion donde el trabajo fue ejecutado.

- Informaciones sobre ayudas recibidas bajo la forma de
financiamiento, equipamientos o medicamentos.

- Congresos donde el estudio fue presentado.

- Nombre, direccién, teléfono, fax y e-mail del autor
correspondiente.

RESUMEN Y ABSTRACT

Todos los trabajos deben presentar un resumen en portugués
y un abstract en inglés. Trabajos escritos en espafiol deben
presentar, ademas del resumen en su idioma original,
también un resumen en portugués y un abstract en inglés.
El contenido de los textos debe ser idéntico, y no debe
sobrepasar 250 palabras. Para articulos originales, el resumen
debe ser estructurado como detallamos a continuacién:
Objetivo, Métodos, Resultados y Conclusiones. Para relatos
de caso, articulos de revision y articulos de actualizacion, el
resumen no debe ser estructurado. Débese evitar el uso de
abreviaciones en el resumen, y no deben ser mencionadas
referencias.

Luego después del resumo/abstract/resumen, deberan ser
presentadas de tres a seis palabras-llave que sean integrantes
de la lista de Descriptores en Ciencias de la Salud (http://
decs.bvs.br).

AGRADECIMIENTOS

Esta seccion es dedicada a reconocer el trabajo de personas
que hayan colaborado intelectualmente, pero cuya
contribucion no justifica coautoria, o personas o instituciones
que hayan dado apoyo material.

REFERENCIAS

En el texto, las citaciones seran identificadas entre paréntesis,
por el apellido del autor seguido del afio de publicacion.
Ejemplos: un autor (Steptoe, 1978), dos autores (Edwards
& Steptoe, 1980), mas de dos autores (Van Steirteghem et
al., 1988).

El listado de referencias debe ser presentado en orden
alfabética (Ultimo apellido de cada autor seguido de las
dos primeras iniciales), y no debe ser numerada. Trabajos
del mismo autor deben ser ordenados cronolégicamente;
trabajos del mismo autor y afio deben ser identificados con
letras después el afio (2000a, 2000b, etc.). La presentacion
de las referencias seguird los modelos propuestos en
los Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals (ver ejemplos a continuacién). Todas las
referencias citadas en la lista deben ser mencionadas en el
texto y viceversa.

1. Articulo de periédico

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

3. Capitulo de libro

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. Articulo de revista electrénica

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

5. Articulo publicado en Internet:

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

6. Sitio web

Oncolink [sitio web en Internet]. Philadelphia: University of
Pennsylvania; c1994-2006. [actualizado 2004 set 24; citado
2006 mar 14]. Disponible en: http://cancer.med.upenn.edu/.

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

Tablas y figuras

Tablas y figuras (graficos, fotografias, etc.) deben ser
numeradas en arabigo conforme el orden que aparezca en el
texto y deben tener explicaciones individuales, presentadas
al final del trabajo. Cada tabla y figura debe ser sometida en
hoja separada.

En las tablas, deben ser utilizadas solamente lineas
horizontales, y cada dato deberd de tener una celda
independiente. Explicaciones sobre items de las tablas
deben ser presentadas en notas de rodapié identificadas
por los siguientes simbolos, en esa secuencia: *,t, #, §,
||l1‘|l**l++l¢¢'

Figuras en general (graficos, fotografias, etc.) seran publicadas
en negro y blanco. Gastos con eventual reproduccién de
fotografias en color seran de responsabilidad del autor.
Figuras pueden ser sometidas electréonicamente, en las
extensiones .jpg, .gif ou .tif, con resolucion minima de 300
dpi (para hacer posible una impresion nitida), o por correo
(ver instrucciones de envio mas adelante). Todas las figuras
enviadas por correo deben ser identificadas en el anverso
con el uso de etiqueta que contenga el nombre del primero
autor, el nimero de la figura y una flecha que indique el lado
para arriba.

No se aceptan fotografias escaneados; fotografias en papel
deben ser enviadas por correo. Fotografias de pacientes no
deben permitir su identificacion.

Graficos deben ser presentados solamente en dos dimensiones.
Figuras ya publicadas e incluidas en articulos sometidos
deben indicar la fuente original en la explicacion y deben
venir con una carta de permiso del duefio de los derechos
(editora o revista).

ENVIO DE ARTICULOS

Los articulos deben ser sometidos preferentemente por e-mail
(jornalsbra@cmb.com.br). Texto y figuras deben ser enviadas
como un adjunto al mensaje. Figuras (exclusivamente
graficos y fotografias digitales) pueden ser enviadas en las
extensiones .jpg, .gif ou .tif, con resolucion minima de 300
dpi y tamafo maximo total (del conjunto de figuras) de 3 MB.
Si el envio por e-mail no es posible, dos copias del texto y
figuras deben ser enviadas para la siguiente direccion:

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

Av. das Américas, 4666, salas 312/313

CEP 22649-900 e« Rio de Janeiro, R]

Fone: (21) 2430.9060

Fax: (21) 2430.9070

http://www.sbra.com.br

JBRA Assist. Reprod. | V. 16 | n°5 | Sep-Oct / 2012

265



Editorial

To the Community of JBRA
New directions for publications in Latin America
Maria do Carmo Borges de Souza, Paulo F. Taitson

Artigo Original

Diagnéstico preimplantatorio en biopsia de blastocisto y
transferencia en ciclo diferido

Coco R, Mondadori A, Ducatelli ME, Mincman J, Gallo A, Coco F, Neuspiller S,
Gismondi FL, Neuspiller N.

Avaliagao da qualidade seminal em adultos apés o uso
de spirulina platensis e resveratrol
Franciele Bona Verzeletti; Rodrigo Sell Poletto; Telma Elita Bertolin; Fernando Fornari

..................................................................................................................... 71
The fate of stored human embryos 5 years after
approval of embryo stem cell research in Brazil

Renata Bossi ; Alfredo Gdes ; Marcos Sampaio ; Selmo Geber 278

266

Sumario

Artigo de Revisdo

Técnicas de reproducgao assistida — revisao histoérica

Jalsi Tacon Arruda; Monica Canédo Silva Maia; Tatiana Moreira Silva; Mario Silva Approbato
..................................................................................................................... 282

Relato de Caso

Vesicula germinativa recorrente, resistente a maturagao
in vitro: relato de caso

Nicolas Thiago Nunes Cayres de Souza; Hitomi Miura Nakagava; Iris de Oliveira Cabral;
David Barreira Gomes Sobrinho; Anténio César Paes Barbosa; Bruno Ramalho de Carvalho
..................................................................................................................... 286

Case Report

PGD by aCGH and QF-PCR in a couple with recurring
aneuploidies
Andressa G. Mondadori; Maria Eugenia Ducatell; Judith Mincman; Alicia Gallo;




Editorial

To the Community of JBRA
New directions for publications in Latin America

Many aspects have been discussed about scientific publications in our LA community and we are all committed
to improving the quality, as well as the visibility of JBRA Assisted Reproduction.

In fact, at this very moment we are all invited to a specific Symposium of IFFS during 13 RED Congress in
Panama, next May 2-4, entitled “How to write a scientific paper”, with Paul Devroye, Nicholas Polyzos and Johan
Smitz.

A Latin American journal written in English does not mean that we are losing cultural identity. While we seek new
indexes, with online possibilities, keeping the printed condition, we aim to have a wider spread of the papers
published.

We will always keep a summary in Portuguese and Spanish, in addition to that of English. So, it was agreed that
from 2013 we will give priority to publishing articles in English.

At the same time, when the authors belong to a center NETWORK, this will be highlighted in the publication.
We thank the President of SBRA, as well as the members present in the Assembly during the 16 th Brazilian
Congress on Assisted Reproduction, in Guaruja, Sao Paulo, the availability of helping the editors by offering
resources to reach this goal.

Maria do Carmo Borges de Souza
Paulo F Taitson
Editors

267



Artigo Original

Diagnédstico preimplantatorio en biopsia de blastocisto
y transferencia en ciclo diferido.

Coco R, Mondadori A, Ducatelli ME, Mincman J, Gallo A, Coco F, Neuspiller S, Gismondi FL, Neuspiller N.

Fecunditas- Instituto Medicina Reproductiva- afiliado a la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires.

RESUMEN

Objetivo: Los adelantos en reprogenética han permiti-
do el PGD en trofoectodermo equivalente al diagnostico
en vellosidad coridnica. La mayor experiencia se tiene
con biopsia en dia+3. Si bien los resultados son satis-
factorios tiene el inconveniente que el estudio se reali-
za en una o dos moléculas de ADN vy si bien se acondi-
cionan las técnicas para efectuar el estudio en células
Unicas, hasta en un 20% no se obtiene resultado. La
biopsia en D+5 permite mayor numero de células y la
obtencidn de resultados.

Material y método: Se presenta la experiencia de 62
ciclos realizados en 43 pacientes con transferencia dife-
rida al ciclo estimulado. Los motivos fueron: afecciones
monogénicas (15), translocaciones reciprocas (6), tipi-
ficado HLA (5), RHD(1), aneuploidias recurrentes (5) y
PGSS (2). De los 62 ciclos iniciados, 61 fueron aspira-
dos. De los aspirados, 17 (28%) no llegaron a blastocisto.
Cuarenta y cinco ciclos (72%) llegaron a blastocisto, 29
de ellos de buena calidad (grupo I) y 16 de regular o mala
calidad (grupo II).

Resultados: Se lograron 12 embarazos de 26 transfe-
rencias hasta ahora efectuadas (46%), 11 en el grupo
I (52%) y 1 en el II (20%). Los resultados hallados nos
permitieron cambiar el anterior programa en D43 vy
transferencia en fresco.

SUMMARY

Objective: Advances in reprogenetics have allowed the
equivalent blastocyst biopsy to chorionic villi. prenatal
diagnosis. The major experience is with biopsy on day
+3. While the results are satisfactory, the inconvenient
is the study in only one or two cells, and no always the
result is obtained. Biopsy in D +5 allows to remove more
cells and the result almost is obtained.

Material and methods: We report our experience of 62
cycles performed in 43 patients with transfer after the
stimulated cycle. The reasons were: monogenic disorders
(15), reciprocal translocations (6), HLA typed (5), RHD
(1), recurrent aneuploidy (5) and PGSS (2). Of the 62
cycles started, 61 were aspirated. Of the aspirates, 17
(28%) failed to reach blastocyst stage. Forty-five cycles
(72%) reached blastocyst stage, 29 of them of good
quality (group I) and 16 fair or poor quality (group II).
Results: Twelve pregnancies were achieved in 26 trans-

fers (46%), 11 ingroup I (52%) and 1 in group II (20%).
The results obtained allowed us to change program in
D +3 with fresh transfer by biopsy on D+5 and transfer
in another cycle, unstimulated, with better results than
previous program on day 3.

RESUMO

Objetivo: Os avangos em reprogenética tem permitido
que o PGD em trofoectodermo seja equivalente ao do
diagndstico em villosidade coridnica. A maior experién-
cia se tem com a biopsiano dia+3. Embora os resultados
sejam satisfatorios, tem o inconveniente de que o estudio
se realiza em uma ou duas moléculas deDNA e nas técni-
cas para efetuar o estudo em células Unicas, até em 20%
ndo se obtem resultado. A biopsia no dii D+5 permite
maior numero de células e a obtengdo de resultados.
Material e método: Apresenta-se a experiéncia de 62
ciclos realizados em 43 pacientes con transferéncia dife-
rente ao ciclo estimulado. Os motivos foram: afecgdes
monogénicas (15), translocagBes reciprocas (6), tipa-
gem HLA (5), RHD(1), aneuploidias recorrentes (5) e
PGSS (2). Dos 62 ciclos iniciados, 61 foram aspirados.
Dos aspirados, 17 (28%) ndo chegaram a blastocisto.
Quarenta e cinco ciclos (72%) chegaram a blastocisto, 29
dos quais de boa qualidade (grupo I) e 16 regulares ou
ruins (grupo II).

Resultados: Obteve-se 12 gravidezes de 26 transferén-
cias efetuadas até agora (46%), 11 no grupo I (52%) e
1 no II (20%). Os resultados nos permitiram mudar o
programa anterior de D+3 com transferéncia a fresco.

INTRODUCTION

Los adelantos en reprogenética han hecho posible que el
diagndstico genético preimplantatorio (PGD) pueda reali-
zarse en blastocisto y que la transferencia embrionaria
se efectle en ciclo diferido preparado fisiolégicamente el
endometrio con estrégenos y progesterona.

La mayor experiencia en PGD es con biopsia en dia 3 en
embriones clivados, siendo la tasa de embarazo alrede-
dor del 20% vy la certeza diagnostica mayor del 90%. Si
bien los resultados obtenidos pueden considerarse satis-
factorios, el estudio genético en una sola molécula de
ADN es un verdadero desafio no solo para el equipo médi-
co, sino ademas para la pareja, ya que no siempre se
puede obtener resultados de los analisis genéticos efec-
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tuados, fundamentalmente por la poca cantidad y calidad
del ADN que se dispone cuando se usa una sola célula.
La biopsia del trofoectodermo del blastocisto nos permite
contar con mas células para el estudio genético, lo que
aseguraria arribar a un diagndstico en la mayoria de los
blastocistos estudiados. Como la mayoria de las células
del trofoectodermo y macizo celular interno dan lugar a
la placenta y vellosidades coriales se podria también decir
que la biopsia de trofoectodermo equivale al diagndstico
prenatal efectuado en vellosidades coriales. Por lo tanto,
la certeza diagnostica esperada seria la misma que en
vellosidad coridnica.

Pensando en la mejora de los resultados con esta nueva
posibilidad tecnoldgica decidimos reemplazar la biopsia
de blastdmeras en dia 3 por la biopsia de blastocisto en
dia 5 0 6 y la transferencia en fresco por la de blastocistos
vitrificados-desvitrificados.

Se presenta el resultado obtenido en una serie de 62
ciclos de PGD perteneciente a 43 pacientes por biopsia de
blastocisto y transferencia diferida.

PACIENTES Y METODOS

Los motivos del PGD fueron por: mayor riesgo para enfer-
medades monogénicas (n=24), translocaciones cromosémi-
cas (n=6), recurrencia de aneuploidias (n=5), tipificado de
HLA (n=5), isoinmunizacion RHD (n=1) y PGSS (n=2). Las
edades de las mujeres variaron entre 20 y 44 afios.

Los PGDs por enfermedades monogénicas fueron: Fibrosis
quistica, beta talasemia, Sindrome de Hurler, Sindrome de
Hunter, Hemofilia A, enfermedad de Huntington, Neurofi-
bromatosis tipo 1, Poliquistosis renal dominante, Atrofia
medular espinal, acidemia metilmaldnica, Sindrome de
Alport, Distrofia Miotdnica, Poliquistosis renal recesiva, Defi-
ciencia de la enzima Ornitin Transcarbamilasa y metabolo-
patia mitocondrial. LosPGDs por translocaciones reciprocas:
46,XX,t(1;8), 46,XX,t(10;18), 46,XX,t(6;7), 46,XY,t(3;6),
45,XY,t(13;21) y 45,XX,t(15;21). Los PGDs para tipificado
de HLA correspondieron a dos casos por leucemia mieloide
crénica, uno a granulomatosa crénica, uno a talasemia, y
otro a sindrome de Hurler.

Los PGDs génicos fueron abordados por minisecuenciacion
de la mutacion causante del trastorno monogénico, excepto
la poliquistosis renal dominante que fue por ligamiento. Los
PGDs para tipificado de HLA se realizaron con STRs infor-
mativos ligados al HLA. El PGD por isoinmunizacién RHD se
realizé con STRs ligados al gen RHD. Los PGDs por transloca-
ciones fueron realizados por hibridacién genémica compara-
da ( aCGH 24 sure plus de Bluegnome®. Los PGDs por recur-
rencia de aneuploidias y sexado social por aCGH 24 Sure V3
de Bluegnome®. En todos los estudios por trastornos mono-
génicos, tipificado de HLA y factor RHD se usaron ademas
STRs ligados al cromosoma 21 para enumerar a los mismos.
Previo a la realizacion del PGD se analizaron en las muje-
res estudios hormonales basicos, recuento de foliculos
antrales, estudio de flujo, e histerosalpingografia. En los
varones espermograma con espermocultivo. Todas las
parejas fueron informadas acerca del valor predictivo de
los mencionados estudios.

La mayoria de los ciclos fueron estimulados con Gonal F
y agonistas del GnRH.

Treinta y dos parejas realizaron un ciclo, once realizaron
dos, una tres y otra cuatro ciclos. Todos los ciclos iniciados
fueron aspirados excepto uno. De los 61 ciclos aspirados
17 (28%) no llegaron a blastocisto. Cuarenta y cinco ciclos
(72%) llegaron al estadio de blastocisto, siendo 29 de ellos
de buena calidad (grupo I) y 16 de regular o mala calidad
(grupo II). Los blastocistos fueron clasificados de acuerdo
con el grado de cavitacidn, tipo de macizo celular interno
y trofoectodermo. La biopsia se efectud en blastocistos en

PGD por biopsia de trofoectodermo - Coco R. et all.

dia 5 6 6 que estaban eclosionando, facilitando la remocion
con algunos disparos a ambos lados del trofoectodermo
eclosionado. Dicha eclosidon se favorecié perforando en
dia 3 la membrana pellcida con un disparo de rayo laser
microscépico durante 7 milisegundos a los embriones que
tenian mas de cinco células.

RESULTADOS

En el grupo I (integrado por los pacientes que originaron
blastocistos de buena calidad) se efectué la biopsia de
123 blastocistos. En el grupo II integrado por los pacien-
tes que originaron blastocistos de regular o mala calidad,
se efectud la biopsia a 39 de ellos.

En el grupo I de los 123 blastocistos biopsiados, 48 resul-
taron normales, mientras en el grupo II de 39 biopsiados
12 fueron normales.

Hasta el presente se realizaron 26 transferencias, de
las cuales 12 lograron el embarazo (46%). En el grupo
I se lograron 11 embarazos de 21 transferencias (52%),
mientras que en el grupo II un embarazo de 5 ( 20%).
Diecinueve pacientes no fueron transferidas aun, ocho
corresponden al grupo Iy 11 al grupo II.

DISCUSION

La mayor experiencia del PGD se tiene con la realizacion de
la biopsia de una o a lo sumo dos blastdmeras en embrio-
nes de dia 3 post fecundacién. En ese dia los embriones de
buena calidad tienen mas de cinco células, siendo los mejo-
res aquellos que han alcanzado las 8 células. La remocion
de una o dos células en ese estadio, si bien todas las células
son totipotenciales, significa una reduccién de la masa celu-
lar entre el 12,5 y 25%. En cambio como la mayoria de los
blastocistos que estan eclosionando tienen mas de cien célu-
las, la remocién de 5 a 10 células del trofoectodermo signi-
fica una disminucién menor de células del trofoectodermo,
aparentemente sin modificacién del nimero de las células
primordiales embrionarias.

La experiencia recogida en los 20 afios de aplicacién del diag-
nostico preimplantatorio ha evidenciado una tasa promedio
de embarazo por ciclo del 22,7%, con una certeza diagnds-
tica mayor del 90%, segun los registros del Consorcio de
PGD de la Sociedad Europea de Reproducciéon Humana y
Embriologia ESHRE (Harton et al., 2012). Un inconveniente
no menor es cuando se trabaja con una o dos células que no
se pueda obtener el resultado del estudio genético, a pesar
de haber acondicionado la técnica, que de hecho ocurre en
un 10 al 20% de las células estudiadas. En cambio con la
biopsia de trofoectodermo como la cantidad de células remo-
vidas es mayor, entre 5 y 10 células, uno se asegura prac-
ticamente siempre el resultado de las células extraidas. En
nuestra serie de 162 biopsias, 60 (37%) correspondieron a
resultados normales, 5 (3%) resultados dudosos y 97 (60%)
resultados anormales. Teniendo en cuenta que la serie estu-
vo conformada por 10 indicaciones por enfermedades recesi-
vas, 4 dominantes, 6 translocaciones reciprocas, 5 para tipi-
ficado de HLA, 5 por recurrencia de embarazos aneuploides,
1 por incompatibilidad RHD y 2 por sexado social, el porcen-
taje hallado de embriones transferibles (37%) corresponde
con las predicciones teoricas efectuadas ( 44%). El 90% de
los PGDs realizados fueron por riesgo genético aumentado y
una minoria para PGS con la intencién de seleccionar a los
blastocistos euploides. Cinco de los embarazos correspon-
dieron a parejas con trastornos monogénicos, dos a tipifi-
cado de HLA, tres a portadores de translocaciones recipro-
cas, uno a aneuploidias recurrentes y uno a una pareja por
sexado social. Debemos senalar que la tasa de embarazo
logrado en los PGDs por translocaciones fue muy superior
a lo reportado previamente por el PGD Consortium de la
ESHRE. Una mencion especial merece el caso de una pareja
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de edad avanzada y abortadora por aneuploidias recurrentes
que logré el nacimiento de un hijo normal con la transfe-
rencia del Unico blastocisto normal logrado en una cohorte
de ocho. En los siete con aneuploidias logramos identificar
la misma proporcion de aneuploidias meidticas por ambos
progenitores. Seguin nuestro conocimiento es la primera vez
gue se documenta la contribucion paterna con un porcentaje
tan importante de aneuploidias espermaticas en un varon
de 46 afios con semen y cariotipo mitdtico normales. Obvia-
mente que la extension de este tipo de estudios permitira
aseverar o descartar el efecto de la edad del varén sobre
las aneuploidias espermaticas. Sin embargo, el porcentaje
de embarazo logrado en el grupo de las cinco parejas abor-
tadoras fue bajo (1/5). Al respecto no deberiamos olvidar
que la realizacién de ensayos clinicos controlados luego de
10 afios de haberse arraigado screening de aneuploidias
embrionarias por FISH en todo el mundo, sobre todo por
edad materna avanzada, aborto recurrente, falla reiterada
en FIV y factor masculino severo, se llegdé a la conclusidn
que el PGS por FISH no solo no mejoraba los resultados sino
que aun los podia empeorar (Stevens et al., 2004; Steassen
et al., 2004; Mastenbroek et al., 2007; Jansen et al., 2008;
Hardanson et al., 2008; Schoolcraft et al., 2009; Steassen
et al., 2008). Tres argumentos fueron utilizados para expli-
car esos magros resultados: a) limitacion de la técnica para
enumerar a todos los cromosomas, b) disminucién de la
tasa de implantacion luego de la extraccion de una o dos
blastomeras y c) el descarte de embriones supuestamen-
te aneuploides que podrian haberse autocorregidos. Ahora
tenemos mucha esperanza con el array de CGH, con el cual
solucionariamos el primer argumento , con la biopsia de
trofoectodermo el segundo, ya que la proporcion de células
extraidas del embrién es mayor, correspondiente al trofo-
ectodermo, sin alterar la proporcién de células primordiales
embrionarias, pero el tercer argumento aln es incontesta-
ble, si bien el Unico ensayo clinico controlado terminado es
promisorio (Yang et al., 2012), el disefio usado al igual que
los demas registrados en Clinicaltrials.gov (Clinicaltrials.gov
a), no pueden contestar si la constitucion cromosémica del
trofoectodermo se corresponde con la constitucién embrio-
-fetal. Nosotros pensamos que hasta no tener resultados de
estudios observacionales, a ciegas y prospectivos, como el
registrado por nosotros en Clinicaltrials.gov (Clinicaltrials.gov
b), no se puede saber acerca del valor clinico de la deter-
minacién del cariotipo molecular. No dudamos de su valor
benéfico cuando se dispone de una serie de blastocistos y se
eligen los euploides para transferir. La duda se plantea cuan-
do se tiene un Unico blastocisto de buena calidad y el estudio
demuestra que tiene una aneuploidia, la cual podria autocor-
regirse o estar limitada a la placenta. Por lo tanto, habria que
ser mas cauteloso con la utilizacién del cariotipo molecular
para la seleccion del mejor embrion antes de contar con los
resultados de los ensayos clinicos bien disefados que avalen
el valor clinico del mismo.

El mantenimiento de un programa de PGD con transferen-
cia de embriones sin congelar exige un esfuerzo casi sobre
humano por parte de los reprogenetistas que les exige estar
siempre presente cuando sea necesario trabajar. Debido al
poco tiempo disponible entre la biopsia y la transferencia
practicamente no pueden programar sus dias laborables.
Ademas la tarea es muy estresante, ya que al trabajar con
unas pocas células, la eficacia en la obtencién de resulta-
dos nunca es 100%. La posibilidad de conjugar los adelantos
advenidos en cuanto a la mejora de los medios de cultivo
embrionario para que puedan alcanzar el estadio de blasto-
cisto, la biopsia del trofoectodermo que equivale a la punci-
on de vellosidades coridnicas , la vitrificacion exitosa de los
blastocistos biopsiados, la mejor receptividad endometrial en
un ciclo no estimulado(Goto et al., 2011; Song et al., 2012),
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la ausencia del potencial efecto teratogénico de las drogas
utilizadas durante la superestimulacion ovarica (Davies et
al., 2012), la posibilidad de contar con mas células para que
los resultados sean mas robustos y la posibilidad de repe-
tir resultados dudosos nos parecié que se podria traducir
en mejores resultados. Como los resultados obtenidos en
la serie de 62 ciclos resultaron satisfactorios y superiores a
los obtenidos con la biopsia clasica de blastémeras, hemos
decidido cambiar la biopsia del tercer dia con transferencia
en fresco en quinto dia, por la biopsia de trofoectodermo en
dia 5 6 6 con transferencia en ciclo diferido con endometrio
preparado fisiolégicamente. Como la biopsia de trofoectoder-
mo equivale a la puncion de vellosidades, la corroboracion
del diagnéstico preimplantatorio deberia entonces realizarse
con la amniocentesis, la cual permite evaluar la constitucion
genética de las células descamadas del feto.

Correspondencia a:

Dr. Roberto Coco
robertococo@fecunditas.com.ar
Larrea 790, CABA 1030, Argentina

REFERENCIAS

ClinicalTrials.gov a: a) preimplantation genetic diagnosis using blas-
tocyst biopsy and array CGH; b) Preimplantaton genetic screening
(PGS) in advanced female and male severe factor.

Clinical Trials.gov b: Study of the best bastocyst post trans-
fer by aCGH

Davies MJ, Moore VM, Willson KJ, Van Essen P, Priest K, Scott H,
Haan EA, Chan A. Reproductive Technologies and the Risk of Birth
Defects. N Engl J Med. 2012;366:1803-13.

Goto S, Kadowaki T, Tanaka S, Hashimoto H, Kokeguchi S and Shio-
tani M. Prediction of pregnancy rate by blastocyst morphological
score and age, based on 1,488 single frozen-thawed blastocyst
transfer cycles. Fertil Steril. 2001;95:948-952.

Hardarson T, Hanson C, Lundin K, Hillensjo T, Nilsson L, Stevic J, et
al. Preimplantation genetic screening in women of advanced mater-
nal age caused a decrease in clinical pregnancy rate: a randomized
controlled trial. Hum Reprod. 2008;25: 1-7.

Harton G, Traeger-Syndinos, Goosens V. Data from the ESHRE PGD
Consortium. Hum Reprod. 2012;27 suppl 1:i58-i59.

Jansen RP, Bowman MC, de Boer KA, Leigh DA, Lieberman DB,
McArthur SJ. What next for preimplantation genetic screening
(PGS)?. Experience with blastocyst biopsy and testing for aneuploi-
dy. Hum Reprod. 2008;23: 1476-1478.

Mastenbroek S, Twisk M, van Echten-Arends J, Sikkema-Raddatz
B, Korevaar JC, Verhoeve HR, et al. In vitro fertilization with preim-
plantation genetic screening. N Engl J Med. 2007;357: 9-17.

Schoolcraft WB, Katz-Jaffe M, Stevens J, Rawlins M, Munné S.
Preimplantation aneuploidy testing for infertile patients of advan-
ced maternal age: a randomized prospective trial. Fertil Steril.
2009;92(1):157.

Staessen C, Platteau P, Van Assche E, Michiels A, Tournaye H, Camus
M, et al. Comparison of Blastocyst Transfer With or Without Preim-
plantation Genetic Diagnosis for Aneuploidy Screening in Couples
With Advanced Maternal Age: a Prospective Randomized Controlled
Trial. Hum Reprod. 2004;19(12): 2849-58.

Staessen C, Verpoest W, Donoso P, Haentjens P, van der Elst J,
Liebaers I, et al. Preimplantation genetic screening does not impro-
ve delivery rate in women under the age of 36 following single
embryo transfer. Hum Reprod. 2008;23(12):2818-25.

Stevens ], Wale P, Surrey ES, Schoolcraft WB. Is aneuploidy scree-
ning for patients aged 35 or over beneficial? A prospective randomi-
zed trial. Fertil Steril. 2004;82 suppl 2: 249.

Song T, Liu L, Zhou F, Lin XN, Zhang SY. Frozen-thawed embryo
transfer (FET) versus fresh embryo transfer in clinical pregnancy
rate during in vitro fertilization-embryo transfer. Clin Exp Reprod
Med. 2012;39(1): 33- 39.

Yang Z, Liu J, Collins GS, Salem SA, Liu X, Lyle S, Peck AC, Scott
Sills E, Salem RD. Selection of single blastocysts for fresh transfer
via standard morphology assessment alone and with array CGH for
good prognosis IVF patients: results from a randomized pilot study.
Molecular cytogenet. 2012;5(1):24.



Artigo Original

Avaliacdo da qualidade seminal em adultos apds o uso de
spirulina platensis e resveratrol

Evaluation of sperm quality in adults after use spirulina platensis

and resveratrol

Franciele Bona Verzeletti!, Rodrigo Sell Poletto?, Telma Elita Bertolin3, Fernando Fornari*

'Docente das Faculdades Integradas do Brasil (Unibrasil) e Graduada em Biomedicina pela Universidade Luterana do Brasil

Mestranda em Envelhecimento Humano (UPF).

2Estudante de Medicina na Faculdade Santa Marcelina (FASM), Sao Paulo-SP.
3Docente Universidade de Passo Fundo (UPF) e Graduada em Biologia.Doutora em Tecnologia Bioquimica Farmacéutica pela

Universidade de Sao Paulo.

‘Docente da Universidade de Passo Fundo (UPF)e Graduado em Medicina. Doutor em Ciéncias em Gastroenterologia pela

Uversidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

RESUMO

A infertilidade masculina é causada por diferentes fatores. As
causas mais comuns incluem ndmero insuficiente de esper-
matozdides, e/ou pouca motilidade destes. O uso de antio-
xidantes poderia contribuir no tratamento da infertilidade
masculina em pacientes com perda da qualidade seminal.
O objetivo deste estudo foi avaliar se o uso de antioxidan-
tes (Spirulina platensis e resveratrol) contribui na qualidade
seminal em homens entre 40 e 60 anos de idade.

Material e métodos: Este é um estudo clinico randomizado
com dois grupos: Spirulina platensis (Sp) e Resveratrol (R),
cada um dos grupos foi composto por 25 homens entre 40 a
60 anos de idade, totalizando 50 homens. Para as analises, o
grupo Sp foi submetido a terapia de 4g de Spirulina platen-
sis em capsulas e o grupo R foi submetidos a terapia com
500mg de Resveratrol em capsulas, ambos durante 90 dias.
As amostras foram submetidas as analises de Espermogra-
ma, Indice de substancias reativas ao acido 2-tiobarbitdrico
(TBARS) e Catalase (CAT), antes e depois da terapia. Todos
os homens foram submetidos a um questionario padrdo. A
anadlise de espermograma obteve significadncia na concentra-
cdo (p=0,022) e morfologia espermatica (p=0,037) com o
uso de Sp, e significancia na motilidade (p=0,027) e vitalida-
de (p=0,017) com uso de R.

Conclusao: a terapia de 90 dias com Spirulina platensis ou
resveratrol tem um efeito estacionario das espécies reativas
de oxigénio, contribuindo para a melhora da qualidade
seminal em homens entre 40 e 60 anos de idade.

Palavras chave: Antioxidantes. Envelhecimento. Infertilida-
de masculina. Qualidade seminal.

ABSTRACT

Male infertility may be caused by different factors. The most
common ones include the insufficient number of sperm
and/or this little motility. The use of antioxidants should be
contribute to the treatment of male infertility in patients
with loss of seminal quality. The main objective of this study
was evaluating if the of antioxidants (Spirulina platensis and
resveratrol) contributes in the seminal quality among men
between 40 and 60 years old.

Material and methods: This is a randomized clinical study
with two groups: Spirulina platensis (Sp) and Resveratrol(R),
each of the groups has been compound by 25 men between
40 and 60 years old, wich means they were 50 in total. For

the analysis, the Sp group were made to have 4g of Spirulina
platensis whereas the R group took 500mg of Resveratrol, in
both cases the medicine was taken in capsules and during 90
days. The samples were sent to spermogram analysis, index
of reactive substances to acid 2-thiobarbituric (TBARS) and
Catalase (CAT), before and after the therapy. All the men
have been submitted to a standard questionnaire. The analy-
sis of semen concentration achieved significance (p = 0,022)
and morphology (p = 0,037) using Sp. Motility (p = 0.027)
and vitality (p =, 017) have significance with use R.
Conclusion: the terapy use has a stationary effect of reac-
tive oxygen species, improving the seminal quality in men
between 40 and 60 years old.
Key words: Antioxidants.
Sperm quality.

Aging. Male infertility.

INTRODUGAO

A infertilidade é um problema que afeta homens e mulheres
na mesma proporcdo. De acordo com a Associacgdo Ameri-
cana para Medicina Reprodutiva (ASMR , 2007) e a Orga-
nizagdo Mundial de Saude (2010), infertilidade é a falta de
gestacdo detectada de forma clinica ou hormonalmente apés
12 meses de relagbes sexuais normais, sem contracepgao.
A infertilidade masculina é causada por diferentes fatores,
sendo que as causas mais comuns incluem ndmero insufi-
ciente de espermatozdides, e/ou pouca motilidade destes.

A tendéncia recente de paternidade tardia levanta preocu-
pacles por causa dos efeitos negativos do envelhecimento
sobre a fertilidade. Embora se saiba que a fertilidade femi-
nina diminui com o envelhecimento como resultado da
diminuicdo da reserva de ovdcitos e de qualidade, estudos
recentes tém demonstrado os efeitos do envelhecimento no
sistema reprodutor masculino. No entanto, o declinio obser-
vado relacionado a idade na fertilidade masculina continua a
ser estabelecido (Desai et al., 2010).

Os recentes achados da comunidade cientifica discutem com
énfase a relagdo entre o envelhecimento humano e o estres-
se oxidativo (Gharagozloo et al. 2011). Dentre as teorias que
explicam o envelhecimento humano, a teoria do estresse
oxidativo é hoje uma das mais aceitas cientificamente. Estes
resultados podem mostrar que existe uma relagdo entre o
processo de envelhecimento humano e sua correlagdo com o
estado oxidativo do organismo.
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De acordo com Gharagozloo e Aitken (2011), o estresse
oxidativo pode afetar a fertilidade masculina. Assim, espe-
cialistas em fertilidade estdo explorando ativamente o diag-
néstico de estresse em espermatozdides, e avaliar o possivel
uso de antioxidantes para melhorar esta condicdo.

Um importante fator que contribui para a infertilidade é o
estresse oxidativo. O desequilibrio entre as espécies reativas
de oxigénio (EROS) e de antioxidantes no organismo pode
levar a queda no nimero de espermatozoéides e deformidade
dos mesmos. Altas concentragdes de EROS podem causar
patologias espermaticas, levando a peroxidacdo lipidica e
perda da motilidade e viabilidade. Estudos demonstram que
em pequenas e controladas concentragdes, as EROS desem-
penham importante papel nos processos fisioldgicos dos
espermatozoides, como a capacitacdo, reacdo acrossomica e
sinalizagdo de processos para garantir a fertilizagdo (Bansal
& Bilaspuri, 2011).

O uso de antioxidantes pode contribuir para redugdo de
estresse oxidativo nas células germinativas, melhorando sua
capacidade espermatica tanto na concentragdo quanto na
motilidade, apesar de nao se conhecer doses e tempo de uso
destas substéncias.

Um antioxidante que vem sendo pesquisado é o resvera-
trol, encontrado na uva e no vinho, podendo contribuir para
prevenir doengas e retardar o envelhecimento. O resvera-
trol, um polifenol natural, é encontrado em uvas verme-
lhas, amoras, mirtilos, extrato das raizes da erva daninha
Polygonum cuspidatum, e devido sua estrutura pode estar
relacionada a atividade antioxidante, ja sendo descrito suas
propriedades como um antioxidante e anti-inflamatdrio Esta
substancia pode estimular a acdo das sirtuinas, que sao enzi-
mas reguladoras dos mecanismos de longevidade, podendo
atenuar a agdo das EROS (El-Agamy, 2010).

O uso de resveratrol poderia reduzir os processos de lipo-
peroxidagdo em homens férteis e inférteis, potencialmente
melhorando a qualidade espermatica (Garcez et al., 2010).
A Spirulina platensis é uma cianobactéria encontrada em
varios territorios, incluindo areias, pantanos, lagos, rios e
mares (Khan et al., 2005). Seu cultivo é realizado em tanques
de agua expostos ao sol para possibilitar fotossintese. Pode
ser comercializada em po6 ou capsulas, com diversos propo-
sitos terapéuticos. Vem sendo utilizada ha séculos no México
ena Africa, e tem sido cultivada em fazendas de algas, com
producao atual que ultrapassa um milhdo de toneladas/ano,
para o consumo humano. A produgdo mundial é liderada
pelos Estados Unidos, seguido pela Tailandia, India, Jap&o e
China. A Spirulina esta legalmente autorizada como alimen-
to ou complemento alimentar na Europa, Japao e Estados
Unidos (Fox, 1996).

O laboratdrio de Bioquimica e Bioprocessos da Universida-
de de Passo Fundo vem estudando ha alguns anos o uso
terapéutico da microalga Spirulina platensis, a qual tém sido
utilizada mundialmente na alimentagdo humana e animal,
assim como na obtengdo de aditivos utilizados em formas
farmacéuticas e alimentos. Além de excelente suplemento
alimentar é uma fonte potencial no tratamento de diversas
doengas (Ambrosi et al., 2008), podendo também contribuir
para o tratamento da infertilidade masculina, melhorando a
qualidade seminal em homens inférteis.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar se o
uso de antioxidantes (Spirulina platensis e resveratrol)
contribui na qualidade seminal em homens entre 40 e 60
anos de idade.

MATERIAIS E METODOS

A pesquisa passou pela aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade de Passo Fundo. O periodo de
coleta de dados para avaliacdo, bem como o experimen-
to, ocorreu entre janeiro de 2012 a novembro de 2012 no
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Laboratério de Bioquimica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB), no Laboratdrio de Bioquimica e Bioprocessos do Curso
de Engenharia de Alimentos da UPF e na Genesis Centro de
Reprodugao Humana de Passo Fundo.

Foi realizado um estudo clinico randomizado com 2 grupos:
Spirulina platensis (Sp) e Resveratrol (R). Ambos os grupos
foram compostos por 25 homens entre 40 e 60 anos de
idade, totalizando 50 homens (n=50). Para as analises o
grupo Sp foi submetido a terapia oral em capsulas de 4g de
Spirulina platensis durante 3 meses (90 dias). O grupo R foi
submetidos a terapia oral em cépsulas de 500mg de Resve-
ratrol durante 3 meses (90 dias).

As amostras de ambos os grupos foram submetidas as anali-
ses de Espermograma completo, Indice de substancias reati-
vas ao acido 2-tiobarbiturico (TBARS) — Analise do Estresse
Oxidativo e Catalase (CAT). Apods trés meses de terapia com
Spirulina platensis (4g) e resveratrol (500mg), as analises
foram efetuadas novamente, comparando os resultados
entre as analises antes e depois da terapia.

Ambos os grupos, Sp e R, foram submetidos a um ques-
tionario padrdo antes da terapia, com os questionamentos
sobre idade, etnia, peso, fumante, pratica e intensidade de
exercicios fisicos, consumo e frequéncia de bebidas alcdoli-
cas, numero de filhos, se ja realizou fertilizagdo in vitro e,
ainda, se estava adquirindo medicamento controlado.

A Tabela 1 apresenta os parametros seminais de acordo com
a Organizagdo Mundial da Salde (2010), que foram avalia-
dos nesta pesquisa.

Table 1. Pardmetros seminais de acordo com a Organiza-
¢do Mundial da Saude

PARAMETROS SEMINAIS OMS 2010
Volume (mL) >1,5
Concentragdo (M/mL) > 15
Concentragao total (M) = 39
Motilidade total (%) > 40
Motilidade A + B (%) > 32
Vitalidade (%) > 58
Morfologia (%) >4

Fonte: Organizagdo Mundial da Saude, 2010.

Para selecdo dos pacientes, foram incluidos no estudo
homens entre 40 e 60 anos de idade que apresentavam sub-
-infertilidade, caracterizada por espermograma anormal e
homens com espermogama normal de acordo com a Organi-
zacdo Mundial de Saude, 2010 (WHO, 2010).

A andlise seminal - espermgrama - também foi realizada de
acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2010).
Para tal, as amostras seminais foram coletadas por mastur-
bacdo em uma sala equipada do laboratério da Clinica Gene-
sis de Passo Fundo. Esse método teve a vantagem de ter sob
controle as condigGes de meio ambiente, e também a manei-
ra como a amostra foi coletada, e se ocorreu ou ndo perda
do material bioldgico durante a coleta. Além disso, pode-se
saber o lapso de tempo entre a ejaculacdo e a investigacao,
e, ainda, observagdes como, por exemplo, a presenca de
coagulacdo e a ocorréncia de liquefagdo. O periodo de absti-
néncia sexual foi de trés a cinco dias para todos os pacientes.
Para analise da liquefacdo, apds alguns minutos da ejacula-
cdo, o material coletado a temperatura ambiente, comega
a liquefazer, ficando mais fino. Este processo de liquefacao
foi analisado dentro de 30 minutos, ou seja, em 30 minu-
tos a amostra deveria estar totalmente liquefeita. Apds a
liquefacdo, a viscosidade da amostra foi estimada aspiran-
do, suavemente, com auxilio de uma pipeta, permitindo que
0 sémen caisse por gravidade, e observado o comprimento
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do fio formado, que deveria ter até 2 cm de comprimen-
to. A medida do volume foi realizado com auxilio de uma
pipeta descartavel. Apds misturar bem a amostra seminal,
espalhou-se uma gota de sémen uniformemente sobre a fita
de pH. Passados alguns segundos, foi realizado a compa-
racao da cor com a tira de calibragdo para determinar o pH
seminal. A analise da concentragdo e motilidade dos esper-
matozoides foram realizadas com auxilio de um microscopio
Optico, com objetiva de 20x e uma magnificagdo de 200x.
Para tal, foi homogeneizado a amostra de sémen, retirando-
-se uma aliquota de 5uL de sémen. Esta amostra foi coloca-
da na camara de Makler, e entdo acrescentou-se a laminula
redonda, que permite a obtengdo de uma espessura cons-
tante do esperma de 10mm. Levou-se o material ao micros-
copio com objetiva de 20x. Foi realizada a contagem de 5
guadrados da cdmera e a seguir, adicionou-se seis zeros ao
numero de espermatozdides contados nos 5 quadrados do
campo. Para analise da motilidade, foi realizado imediata-
mente apds contagem de espermatozoides (concentragdo).
Foi examinado no microscopio éptico em contraste de fase
de 200 a 400 vezes de ampliagdo. Foram escolhidos campos
aleatodrios da lamina. Com auxilio de um contador celular,
foi realizada a contagem espermatica avaliando a motilida-
de, expressa em percentagem de espermatozoides moveis.
Estes foram classificados em: grau A (motilidade progressiva
répida), grau B (motilidade progressiva lenta), grau C (moti-
lidade ndo-progressiva) e grau D (imobilidade). Para deter-
minagdo da vitalidade foi utilizado o teste da eosina Y. Foi
preparado NaCl 0,9% (dissolvendo 0,9g de NaCl em 100ml
de agua purificada); eosina Y 0,5%, dissolvida em 0,5g de
eosina Y em 100ml de 0,9% NaCl. Para a andlise, a amos-
tra de sémen foi homogeneizada; retirou-se uma aliquota
de 5 pL de sémen e 5 L de solugdo de eosina, e foram
colocados em Idmina e misturados com auxilio da pontei-
ra. Deixou-se por 30 segundos em repouso, € em seguida
analisou-se o material em microscépio éptico com contraste
de fase de 200 a 400 vezes as cabegas dos espermatozdi-
des. Foi realizada a contagem do nimero de espermatozéi-
des corados (mortos) e ndo corados (vital) com auxilio do
contador de células. Foram avaliados 200 espermatozdides,
a fim de alcangar uma forma aceitavel de baixa percentagem
de erro. Apds, foi realizado o célculo da média de esperma-
tozdides vivos e mortos. O resultado final foi expresso em
percentagem. Para realizacdo da morfologia espermatica foi
retirado uma pequena quantidade desse material seminal
sob a forma de uma pequena gota de esperma. O mate-
rial foi colocado na extremidade de uma lamina histoldgica
limpa. A seguir, foi feita uma distensdo de forma semelhante
a executada para estudo citolégico do sangue, em pelicula
fina. Esperou-se secar o material durante dois a cinco minu-
tos. A fixagdo do material foi realizada com kit de coloragao
de Leishman. Deixou-se o corante agir aproximadamente
15 minutos. A seguir 0 excesso do corante foi retirado com
algumas gotas de alcool metilico em uma lavagem rapida, e
depois, com muito cuidado lavou-se delicadamente a lamina
em agua corrente. Apds secagem foi efetuada a andlise em
microscdpio na objetiva de imersdao com dleo antidissapador
de fluorescéncia de alta qualidade (1000x).

Foram realizadas as analises bioquimicas do indice de subs-
tancias reativas ao acido 2-tiobarbittrico (TBARS) e a Cata-
lase (CAT).

Para determinacdo do TBARS, foi utilizada a técnica de
Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (Ohkawa et al.,
1979). Para tal, foi preparado os reagentes Lauril sulfa-
to de sddio, acido acético 20% pH 3,5 e TBA 0,8% (Acido
Tiobarbitlrico). Foi pipetado em um tubo falcon 200 L de
sémen, 25 pL de Lauril sulfato de sédio, 750 pL de acido
acético 20% pH 3,5, 350 uL de agua e por ultimo o reagen-
te TBA 0,8% . Apds encubado em banho fervente (95°C)

por 60 minutos. Apos, centrifugado (QUIMIS®) a 10.000
rpm por 10 minutos. Em seguida retirado 500 pL do sobre-
nadente e colocado em uma cubeta de quartzo para efetuar
a leitura no espectrofotdmetro em 535nm. Apds o ensaio
determinou-se a proteina de cada uma das amostras pelo
método de Lowry (Lowry et al., 1971). Realizou-se o calculo
final para obtencéo do resultado.

A atividade da Catalase (CAT) é diretamente proporcional a
taxa de decomposicdo do perdxido de hidrogénio, e obedece
a uma cinética de pseudo primeira ordem. Desta forma, a
atividade da enzima Catalase pode ser medida através da
avaliacdo do consumo de perdxido de hidrogénio. Este teste
consiste em avaliar a diminuigdo da absorbancia no compri-
mento de onda, onde ha a maior absorcdo pelo peroxido de
hidrogénio, utilizando-se cubetas de quartzo devido a alta
energia do comprimento de onda no qual foram realizadas
as medidas (Nelson & Kiesov, 1972).

A CAT degrada o perdxido de hidrogénio, que diminui a
absorcdo e com o tempo pode ser medido em 240 nm. A
diferenca de extingdo por unidade de tempo € uma medida
de atividade da CAT. A atividade de CAT foi calculada a partir
da variagdo de absorbéncia e expressa em U/mg (Ohkawa
et al., 1979). O principio da técnica se da pela queda da
absorbancia do H202 (A240) pela metabolizacdo deste pela
catalase. Foi preparado tampdo de fosfato de sdédio 20mM
pH 7,4, homogeneizado e centrifugado por 10 minutos. Os
materiais utilizados para a técnica foram tampdao para cata-
lase (fosfato 50mM), solucdo de H202 0,3M, (perdxido de
hidrogénio), cubetas de quartzo de 3 mL e material biolégico
(sémen). Foi colocado 2 mL de tampao, acrescentado 20uL
da amostra e homogeneizado. Zerou-se o espectrofotéme-
tro e acrescentou-se 50uL da solugdo peréxido de hidrogénio
(H202) 0,3M na cubeta, 20 uL de amostra seminal, e imedia-
tamente pressionado o botdo “iniciar leitura”. A duragdo do
ensaio foi de 60 segundos. Apds o ensaio determinou-se a
proteina de cada uma das amostras pelo método de Lowry
(Lowry et al., 1971). Realizou-se o célculo final para obten-
cao do resultado.

Para a estruturagdo do banco de dados foi utilizado o aplica-
tivo Epi Info™ 3.5.1 e para as analises os programas esta-
tisticos SPSS 18 e R 2.10.0 for Windows. Para a analise dos
dados foram utilizados os seguintes testes: a) para a compa-
racdo de uma variavel quantitativa com outra categorica foi
utilizado o Teste Qui-quadrado; b) para a comparagdo de
duas varidveis quantitativas foi utilizado o Teste t de Student.
O nivel de significancia utilizado nos testes para rejeitar HO,
quando a hipétese nula for verdadeira, foi de p < 0,05.

RESULTADOS

Todos os pacientes que participaram desta pesquisa realiza-
ram a terapia de acordo com o que foi estabelecido no Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, assim como finaliza-
ram no tempo proposto (90 dias) a administragdo da Spiru-
lina platensis e resveratrol, e realizaram as coletas antes e
apos a terapia.

Ap0s analise dos dados do grupo submetido a terapia com
Spirulina platensis, constatou-se que os parametros de
andlise seminal - espermograma - que tiveram melhora
nos resultados foram: concentragdo (p=0,022) e morfologia
espermatica (p=0,037), demostrando haver relagdo positi-
va depois da terapia oral com Spirulina platensis, conforme
apresentado na Tabela 2.

Observa-se na Figura 1 que a vitalidade das amostras
submetidas a esta terapia (Spirulina platenis), obtiveram
melhora de 3,33%.

A motilidade aumentou quando comparado antes e depois
da terapia, conforme Tabela 2. A concentracdo espermati-
ca (milhdes/mL) também aumentou significativamente apos
uso de resveratrol, cerca de 23,33%.
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Table 2. Analise seminal grupo Spirulina platensis

Variavel Experimento Média e desvio padrdo Teste t
AT 2,72+1,16 0,255
Volume (ml)
DT 2,96+1,40
. - AT 29,44+24,09 0,022%
Concentragao (milhdes/ml)
DT 39,32+27,68
~ i AT 109,96+70,25 0,079
Concentragao Total (milhdes/ml)
DT 88,60+69,43
N AT 63,83+39,65 0,839
Motilidade (%)
DT 65,42+34,49
AT 7,79+17,26 0,721
Grau A (%)
DT 8,08+16,24
AT 36,17+30,80 0,692
Grau B (%)
DT 39,12+29,72
AT 19,62+20,43 0,678
Grau C (%)
DT 18,37+17,27
AT 19,62+28,04 0,760
Grau D (%)
DT 21,92+25,09
o AT 68,46+31,12 0,129
Vitalidade (%)
DT 71,79+30,59
i AT 3,33+2,06 0,037*
Morfologia (%)
DT 4,21+3,02
pH AT 7,16£0,20 0,212
DT 7,13£0,21
* Significativo p < 0,05
Variavel Antes Depois p-value
Volume de sémen (ml) 2,7+1,16 3+1,4 0,255
Concentragdo de espermatozoéides (milhdes/ml) 29,4+24,1 39,3+£27,7 0,022*
Concentragdo Total (milhdes/ml) 88,6+69,4 110+70,2 0,079
Motilidade (%) 63,8+39,6 65,4+34,5 0,839
Grau A (%) 7,8%£17,3 8,1+16,2 0,721
Grau B (%) 36,2+30,8 39,1+29,7 0,692
Grau C (%) 19,6+20,4 18,4+17,3 0,678
Grau D (%) 19,6+28,0 21,9+25,1 0,760
Vitalidade (%) 68,5+31,1 71,8+30,6 0,129
Morfologia (%) 3,3%2,1 4,2+3,0 0,037*
pH 7,2%0,2 7,1£0,2 0,212
* Significativo p < 0,05
Analisando a morfologia espermatica antes e ap0s a tera-
pia com Spirulina platensis, houve melhora de 0,88%.
100% No grupo Resveratrol, assim como no grupo da Spiru-
90% 71,79% lina platensis, apresentaram resultados significati-
80% , 68,46% vos na motilidade (p=0,027), apds o terapia oral de
70% 5,5% S 500mg de Resveratrol (Tabela 3). Ou seja, a motilida-
60% - de espermatica aumentou 7,80% depois da terapia.
50% - Il Vitalidade AT Ja a concentracdo espermatica aumentou 24,35%, e a
40% - o morfologia teve uma melhora de 0,24%. A vitalidade
30% Vitalidade DT| espermatica aumentou 3,92% apds esta terapia.
20% N&o foi possivel a aplicagdo de teste estatistico dos
10% - parametros cor e aparéncia, viscosidade e liquefagao
0% ! em ambos os grupos, por se tratar de uma constan-
Resveratrol Spirulina p/atenSIs te, ndo existindo diferenca antes e depois da terapia,
conforme Tabela 4.

Figure 1. Vitalidade antes e depois do tratamento
com Resveratrol e Spirulina platensis.

JBRA Assist. Reprod. | V. 16 | n°5 | Sep-Oct / 2012

Tanto o grupo Resveratrol quanto o grupo Spirulina
platensis, a vitalidade, a concentracdo e a concen-
tragdo total foram significativas (p < 0,05), porém o
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Table 3. A nélise seminal do grupo Resveratrol. A tabela
mostra as variaveis realizadas no espermograma completo.

Variavel Antes Depois p-value

Volume de sémen

(m) 3,0£1 2,9+1 0,505
Concentragdo de
espermatozdides 32,7+£32,3 40,7+£37 0,229
(milhdes/ml)
Concentracéo Total | g4 9195 ¢ 129+140,4 0,109
(milhdes/ml)

Motilidade (%) 59,3%43,1 67,1£39,5 0,158
Grau A (%) 7,3%£24,9 9,72+26,6 0,099
Grau B (%) 30,1+33,8 40,9+35,5 0,027*
Grau C (%) 24,2428,2 19,4+24,5 0,199
Grau D (%) 19,9+32,6 9,7+19,3 0,057

Vitalidade (%) 55+33,6 58,9+34,1 0,017*

Morfologia (%) 3,4+2,7 3,7+2,7 0,110

pH 7,2+0,2 7,0%0,5 0,096

* Significativo p < 0,05

grupo Resveratrol apresentou melhor desempenho nas
anadlises. Ainda, a terapia com Resveratrol mostrou-se
mais eficiente do que a Spirulina platensis no quesito
motilidade, sendo um aumento de apenas 1,59% no
grupo Spirulina platensis, e 7,80% no grupo Resvera-
trol. Por outro lado, analisando morfologicamente os
espermatozoéides, o grupo Spirulina platensis apresen-
tou maior destaque (0,88% versus 0,24%).

Table 4. Impossibilidade de analise estatistica das variaveis.

Parametro Normal Aumentada Qui-quadrado
i AT 23 (92%) 2 (8%)
Viscost 0,920

ade DT 24 (96%) 1 (4%)
Core AT 25 (100%) 0 (0%)

E3
aparencia DT 25 (100%) 0 (0%)
AT 25 (100%) 0 (0%)

Liquefacdo *
DT 25 (100%) 0 (0%)

* Constante

Aplicando andlise estatistica Qui-quadrado no ques-
tionario padrdo, constatou-se que a motilidade esper-
matica foi menor no grupo de fumantes do que aque-
les ndo fumantes (p=0,044). Os homens que praticam
atividade fisica apresentaram melhor motilidade semi-
nal (espermatozoides grau A e B) do que aqueles que
ndo praticam nenhuma atividade fisica, p=0,035, e a

Table 5. Varidveis questionario padrdo através da analise
estatistica Qui-quadrado.

Dados pessoais Dados coletados p-value
Fumantes Motilidade espermatica 0,044*
Pratlcantef§ Fle atividades Motilidade seminal 0,035*
isicas
Fumantes Vitalidade espermatica 0,105
Consuarlnct:)é:l”ec:SeMdas Qualidade seminal 0,308
Fumantes Morfologia 0,042*

* Significativo p < 0,05

concentragdao espermatica é 6,27% maior que 0s nao
praticantes.

Por outro lado, a atividade fisica ndo influencia na vita-
lidade espermatica. Assim como a vitalidade ndo obte-
ve significancia entre os fumantes e os ndo fumantes
(p=0,105). Nao foi constatado nenhuma relacao entre
consumo de bebidas alcéolicas e a qualidade seminal
(p=0,308). O uso de medicamentos controlados ndo
influenciou na qualidade seminal.

Apds as analises de TBARS, constatou-se que em
ambos os grupos, Resveratrol e Spirulina platensis,
ndo obteve-se resultado significativo apos a terapia.
Na andlise de Catalase também ndo obteve-se resul-
tado significativo apds a terapia de ambos os grupos,
Tabelas 6 e 7, respectivamente.

Table 6. Andlise de TBARS pela aplicagdo do Teste t
de Student.

Terapia Média e desvio-padrdo p-value
Resveratrol TBARS AT 1,284+0,64 0,985
Resveratrol TBARS DT 1,288+0,85

Spirulina TBARS AT 1,390£0,62 0,114
Spirulina TBARS DT 1,151+0,46

Table 7. Analise de TBARS pela aplicagdo do Teste t
de Student.

Terapia Média e desvio-padréo p-value
Resveratrol CAT AT 23,56+9,21 0,490
Resveratrol CAT DT 25,94+19,49

Spirulina CAT AT 22,25+15,82 0,278
Spirulina CAT DT 18,49+11,75

DISCUSSAO

O espermograma inclui uma analise seminal comple-
ta, incluindo a estimativa quantitativa (percentual de
espermatozoides moéveis) e qualitativa (velocidade
de progressdo e motilidade). Também sdo realizados
procedimentos de coloragdo vital para determinar a
vitalidade, a concentracdo e a morfologia espermatica
(MENKEVLD; KRUGER, 1997; DESAI, et al., 2010).
Os fatores ambientais, fisiolégicos e genéticos tém
sido implicado nas funcgdes do espermatozdide e na
infertilidade. Um dos fatores mais importantes que
contribuem para espermatozdides de ma qualidade é o
estresse oxidativo. Entre as varias causas, o estresse
oxidativo afeta a fertilidade e a fisiologia das células
espermaticas (BANSAL; BILASPURI, 2011).

Ndo foram encontrados estudos referente ao uso de
Spirulina platensis e resveratrol na avaliagdo da quali-
dade espermatica quando estes administrados via oral,
somente quando adicionados ao processo de congela-
mento espermatico, agindo como antioxidantes.
Neste estudo, aqueles pacientes submetidos a terapia
com Spirulina platensis e resveratrol, quando anali-
sado o parametro de vitalidade constatou-se melho-
ra apds a terapia. A vitalidade reflete na proporgao
de espermatozdides vivos. O principio desta técni-
ca baseia-se na perda da integridade da membrana
plasmatica, que esta ligada também ao dano do DNA
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Figure 2. Concentragdo antes e depois do tratamento
com Resveratrol e Spirulina platensis.

espermatico e morte celular. A partir deste dado,
podemos concluir que o uso destes antioxidantes auxi-
liam na protecdo da membrana plasmatica, impedindo
a morte celular, e consequentemente aumentando a
percentagem de espermatozoides vivos nos homens
submetidos a estas terapias, ou seja, aumentando a
viabilidade espermatica (CAPUCHO et al., 2012).
Apés uso de Spirulina platensis e resveratrol, a concen-
tragdo espermatica (milhdes/mL) também aumentou
nas amostras. Ao contrario do que mostrou o estudo
de Garcez et al. (2010), quando aplicou resveratrol
em congelamento de espermatozdides e notaram que
apdés descongelamento a concentracdo e motilidade
espermatica permaneceram iguais. Ja outro estudo
mostrou que a adigao do resveratrol no congelamen-
to espermatico apresentou melhora da motilidade e
viabilidade espermatica (MEAMAR et al., 2012). Isto
significa que, em nosso estudo, a terapia oral com
antioxidantes contribuiu para a melhora da qualida-
de seminal, principalmente nos parédmetros concen-
tracdo e motilidade espermatica. Esses parametros
sdo importantes para aqueles casais que desejam
ter filhos naturalmente, sem necessidade de recorrer
ao tratamento de fertilizacdao in vitro, uma vez que
a concentracdo e motilidade espermatica permitem a
fertilizagdo natural do odcito.

A morfologia obteve uma melhora significativa naque-
les pacientes submetidos a Spirulina platensis, e com
o resveratrol, houve aumento da porcentagem apds a
terapia (0,24%). Pode-se dizer que os efeitos dano-
sos do estresse oxidativo em espermatozdides estdo
entre 30% a 80% dos casos de infertilidade masculina
(ESTEVES; AGARWAL, 2011). Os espermatozdides sdo
protegidos por varios antioxidantes e enzimas antio-
xidantes no plasma seminal. Estes antioxidantes sdo
agentes responsaveis pela quebra da reagdo oxidati-
va, reduzindo, assim, o estresse oxidativo.

A partir disso, o uso destas terapias contribuiram para
a melhora da concentragdo, motilidade e morfologia
dos espermatozéides, sendo util no tratamento da
infertilidade masculina (BANSAL; BILASPURI, 2011).
Em ambos os grupos (Resveratrol e Spirulina platen-
sis), obteve-se resultados positivos apos a tera-
pia oral, ou seja, alguns parametros houve melho-
ra e outros permaneceram estaveis aos resultados,
mostrando que estes antioxidantes podem ser impor-
tantes no tratamento da infertilidade masculina atra-
vés da estagnagdo dos parametros ou melhora destes.
Um dado importante a citar, é o fato da inexistén-
cia de estudos comparando a Spirulina platensis com
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a qualidade seminal, principalmente no parametro
concentragdo espermatica. E, neste estudo, mostra-
mos a melhora deste parametro seminal. Assim como,
quando utilizado resveratrol, houve melhora na moti-
lidade espermatica.

Apesar de nao ter sido encontrado estudos referente a moti-
lidade espermatica e o uso de cigarro, nesta pesquisa cons-
tatou-se que a motilidade foi menor no grupo de fumantes
do que no grupo de ndo fumantes (p=0,044). Acredita-se
que, o cigarro por ser um dos contribuintes da formacao
de espécies reativas de oxigénio, tem a influéncia de dani-
ficar os parametros seminais. Ainda, os homens que prati-
cam atividade fisica apresentaram melhor motilidade semi-
nal (espermatozdides grau A e B) do que aqueles que ndo
praticam nenhuma atividade fisica, p=0,035. Os espermato-
zoides grau A e B sdo aqueles capazes de fertilizar o 6vulo
naturalmente. Portanto, a pratica de atividade fisica também
pode contribuir para a qualidade seminal, ja que o nivel de
estresse oxidativo e geracdo de espécies reativas de oxigé-
nio também diminui, contribuindo assim para a fertilidade
masculina (CAPUCHO et al., 2012).

CONCLUSOES

O uso do Resveratrol e da Spirulina platensis estao
associados com muitos beneficios a saude, princi-
palmente a inativagcdo de doengas, por serem fontes
ricas de antioxidantes e facilmente incorporados na
membrana lipidica, inibindo a formacdo de radicais
lipidicos e mantendo a integridade da membrana e o
equilibrio i6nico da célula.

Nesta pesquisa teve-se a perspectiva que estas duas
terapias fossem capaz de agir como antioxidantes,
melhorando a qualidade seminal em humanos apés
sua administragdo oral. Mostramos resultados posi-
tivos apenas de que a ingesta oral de resveratrol e
Spirulina platensis também podem contribuir no trata-
mento da infertilidade masculina, ja que apods a tera-
pia de 90 dias houve melhora dos parametros semi-
nais concentracdo e motilidade, que sdo considerados
cruciais para a fertilizagdo natural do évulo. N&do cons-
tatamos acdo destas substancia sob o estresse oxida-
tivo, onde ndo foram apontados resultados significati-
vos da relagdo com TBARS e CAT associados. Devido
a falta de artigos cientificos que relacionam a analise
de TBARS e CAT com o uso de resveratrol e Spirulina
platensis, acredita-se na necessidade de mais pesqui-
sas envolvendo estas terapias como agao antioxidante
nas células germinativas masculinas.

A causa mais comum da infertilidade masculina é a
pouca concentragdo ou a motilidade espermatica, ou
seja, presenga apenas de espermatozdides grau C e
grau D, que sdo incapazes de fertilizar os évulos natu-
ralmente. Nesta pesquisa conseguimos obter melho-
ra destes parametros em homens entre 40 e 60 anos
de idade, mostrando relagdo positiva deste tipo de
terapia quando relacionado a estas duas causas mais
comuns da infertilidade masculina.

Portanto, com este estudo mostramos que a suplemen-
tagdo oral destas substancias também podem melho-
rar a qualidade seminal em humanos quando realiza-
das anadlises em amostras frescas, sendo tratamentos
promissores para estudos futuros em homens inférteis.
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ABSTRACT

After human embryonic stem cells were successfully obtai-
ned from frozen embryos, donation for research became a
new alternative for surplus embryos. The aim of this study
was to analyze the impact of Brazil’s Biosecurity Law on
the availability of frozen embryos donated for embryo-
nic stem cell research, through the observation of the
number of embryos donated for that purpose by patients
of a private clinic and by obtaining data from the National
Health Surveillance Agency’s online registers. A total of 43
couples donated 245 embryos for research between 2005
and 2010. Couples kept their frozen embryos for 3.35
years before donating them to research and the mean age
of the women was 36.54 when donation took place. A total
of 37 couples (86%) that donated embryos for research
achieved pregnancy during IVF fresh cycle. In 2008 in
Brazil, 573 surplus frozen embryos, from 50 IVF clinics,
were donated for human embryonic stem cell research and
in 2009, 455 from 31 IVF clinics were donated. A reduction
in embryo donation, therefore, was observed. We believe
it is necessary to release information and promote public
discussion to clarify the potential of embryonic stem cell
research, as a strategy to increase the number of embryo
donations for research.

Key Words. Embryo Donation; Research; IVF; Stem Cell

ABSTRACT

After human embryonic stem cells were successfully
obtained from frozen embryos, donation for research
became a new alternative for surplus embryos. The
aim of this study was to analyze the impact of Brazil's
Biosecurity Law on the availability of frozen embryos
donated for embryonic stem cell research, through
the observation of the number of embryos donated
for that purpose by patients of a private clinic and by
obtaining data from the National Health Surveillance
Agency’s online registers. A total of 43 couples dona-
ted 245 embryos for research between 2005 and 2010.
Couples kept their frozen embryos for 3.35 years befo-
re donating them to research and the mean age of the
women was 36.54 when donation took place. A total of
37 couples (86%) that donated embryos for research
achieved pregnancy during IVF fresh cycle. In 2008 in
Brazil, 573 surplus frozen embryos, from 50 IVF clinics,
were donated for human embryonic stem cell research
and in 2009, 455 from 31 IVF clinics were donated. A
reduction in embryo donation, therefore, was obser-
ved. We believe it is necessary to release information
and promote public discussion to clarify the potential of
embryonic stem cell research, as a strategy to increase
the number of embryo donations for research.

Key Words. Embryo Donation; Research; IVF; Stem Cell

INTRODUCTION

Since the report of the first live birth from successful
cryopreservation of human embryos (Trounson & Mohr,
1983), many advances related to cryostorage have been
published (Vajta & Kuwayama, 2006; AbdelHafez et al.,
2010). More recently, the use of vitrification has incre-
ased embryo survival rates and thus resulted in higher
pregnancy rates (Kuwayama et al., 2005; AbdelHafez et
al., 2010). Besides the higher pregnancy rates associa-
ted with this technique, cryopreservation is associated
with a lower risk of multiple pregnancy and of develo-
ping hyperstimulation ovarian syndrome. Additionally, it
reduces the costs of fertility treatment (Kuwayama et al.,
2005; Mohler-Kuo et al., 2009; Knopman et al., 2010).
Currently, cryopreservation is being used routinely in
most human assisted reproduction programs to store
surplus embryos generated by in vitro fertilization (IVF).
The great production of frozen human eggs and embryos
generated by IVF led countries around the world to establish
legal basis for the number of eggs that can be inseminated
and embryos that can be cryopreserved, in an attempt to
avoid the ethical issues associated with abandoned frozen
embryos (Lornage et al., 1995). In some countries (United
States of America, Brazil, Spain), there are no regulations
that dictate how long a frozen embryo can be stored where-
as in others a limit of time for storage has been established.
These are Denmark (2 years), the United Kingdom, Switzer-
land, Belgium, Australia, and Sweden (5 years) (Bangsboll
et al., 2004; Hammarberg & Tinney, 2006; Hug, 2008; Luna
et al., 2009; Mohler-Kuo et al., 2009). Abandoned embryos
may be discarded, donated to another infertile couple, or
donated for research, depending on the legal possibilities in
each country and the wish of the embryo’s donor.

Since 1998, when the first lineage of human embryonic stem
cells (hESC) was produced and maintained, many hESCs
were successfully obtained from frozen embryos. Work with
hESCs holds great promise in several fields of medicine,
especially in regenerative medicine (Odorico et al., 2001;
McMahon et al., 2003; Allegrucci & Young, 2007; Fenno et
al., 2008; Ethics Committee of the American Society for
Reproductive Medicine, 2009). Therefore surplus embryos
may be donated for hESC research.

Research using hESCs in Brazil has been regulated by the
Biosecurity Law (L. 11.105, 24 March 2005). However, only
after additional debates in the Brazilian Supreme Court in
2008 could studies in fact be initiated (Squizato, 2008).

The Biosecurity Law allowed the use of human embryos in
hESC research that were spontaneously donated by their
owners and that had been frozen for more than 3 years after
the enactment of the law or those frozen until that date,
and for which the cryopreservation period had been at least
3 years. In addition, the law allowed the use of non-viable
embryos presenting genetic alterations detected by preim-
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plantation genetic diagnosis (PGD), embryos arrested for
more than 24 hours after IVF, or embryos presenting seve-
re morphological alterations that could affect their develop-
ment. Parents’ consent is also required under the legislation.
The aim of this study was to analyze the impact of the
Biosecurity Law on the availability of frozen embryos dona-
ted for hESC research in Brazil. We evaluated the number
of embryos donated for this specific purpose by patients
of a private clinic, also using data from the National Health
Surveillance Agency’s (ANVISA) online registers, and inves-
tigated the characteristics associated with those who chose
this fate for their surplus frozen embryos.

A better understanding of how this process is taking
place in the country and what factors are associated with
embryo donation for hESC research is crucial in order to
develop strategies that provide couples with the informa-
tion they need to make informed decisions about the fate
of their frozen embryos.

MATERIAL AND METHODS

Data collection (number of frozen embryos, age of patients,
number of donated embryos, year of donation) was perfor-
med using our local database at Centro de Medicina Repro-
dutiva — ORIGEN in Belo Horizonte, Minas Gerais and the
Brazilian National Health Surveillance Agency’s (ANVISA)
registers (SIS EMBRIO) available online (http://portal.anvi-
sa.gov.br). The data of SIS EMBRIO go back to 2008 when
50 IVF clinics in the country reported the total number of
frozen and donated embryos. In 2009, only 31 IVF clinics
reported their number of frozen embryos. The study was
approved by the research ethics committee of the Universi-
dade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG).

Data were collected for a period corresponding to January
2005 to September 2010 (almost six years). We evaluated
the donation of frozen embryos to hESC research that was
carried out in our private clinic and donation done in other
clinics in Brazil. We also evaluated the donation of embryos
according to pregnancy rate and according to the stage of
the embryos at the time of donation.

RESULTS

During the studied period, we observed that a total of
2440 fresh cycles were performed, with 682 (28%) frozen
cycles that generated 4400 frozen embryos. A total of 1521
embryos were stored in 2006, and 712 embryos from 104
cycles were frozen within that year.

Table 1 presents the number of frozen, thawed, donated,
and total cryostored embryos during the 2005-2010 period.
Figure 1 shows the number of embryos donated for HESC
research per year, in relation to the number of cryopreserved
embryos during the same period. A total of 43 couples (6%)
donated 245 embryos for research within the last 5 years,

Table 1. Number of frozen, thawed, donated, and total
cryostored embryos from 2005 to 2010, from a private
fertility clinic in Brazil.

Year 2005 2006 2007 2008 2009 2010
Frozen 411 712 662 871 965 779
embryos (65)  (104) (102) (131)  (149) (131)
Thawed 132 359 440 426 405 462

embryos
Donated . 85 79 30 (6) 40 11
embryos (16)  (11) (8) )
Total
frozen 1168 1521 1743 2188 2748 3065
embryos

Numbers in parenthesis indicate the number of couples who made the
donation and/or underwent the procedure.
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Figure 1. Number of embryos donated for hESC per year
from a private fertility clinic in Brazil.

139 (57%) of which were frozen in day 2 and 3 stage, 86
(35%) in pronuclei stage, and 20 (8%) in blastocyst stage.
During IVF treatments, the ages of the women who donated
their embryos ranged from 26 to 50 years (mean 33.16).
Couples kept their frozen embryos for an average of 3.35
years and the mean age of the women was 36.54 when
donation was made. A total of 37 couples (86%) that dona-
ted their embryos for research achieved pregnancy during
IVF fresh cycle.

The SIS EMBRIO data go back to 2008 when 47,570 cryo-
preserved embryos were registered and 643 (12%) were
donated for hESC research. In 2009 there were 8,058
frozen embryos in Brazil and 455 (6%) were donated for
hESC research.

DISCUSSION

Stem cells are the great promise for the future of regene-
rative medicine. Embryonic stem cells are able to differen-
tiate into tissues of three germ layers (endoderm, meso-
derm, and ectoderm) and also show great potential to be
used for developing new treatment modalities for a wide
range of serious diseases such as Parkinson’s, diabetes,
Alzheimer’s, spinal injuries, and several heart conditions
(Thomson et al., 1998; Klimanskaya et al., 2008; Troun-
son, 2009; Vazin & Freed, 2010). The first embryonic stem
cell trial in human patients is currently being conducted in
USA to treat spinal injuries (Alper, 2009). Another group in
the USA has been authorized by the Food and Drug Admi-
nistration to perform embryonic stem cell transplantation
to treat retinal diseases (Lu et al., 2009).

Some studies have shown that stem cells can be obtained
without destroying the embryo by doing a biopsy of the
embryo in which a single cell is removed and then is cultiva-
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Figure 2. Number of cryopreserved embryos per year from
a private fertility clinic in Brazil.
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ted until it reaches the blastocyst stage (Geber et al., 1995;
Boada et al., 1998; Klimanskaya et al., 2006). Other studies
reveal that somatic adult cells can be induced to a pluripo-
tent stage through the integration of some genes (Takahashi
et al., 2007; Yu et al., 2007; Park et al., 2008). However
these studies cannot replace hESC. Embryonic stem cells
and induced pluripotent stem cell studies are complementary
because they improve our understanding on how to maintain
pluripotency in these cells (Park et al., 2008).

Our results show that 86% of the couples that donated their
embryos for hESC research achieved pregnancy after the
IVF fresh cycle. These results are similar to those observed
by McMahon et al. (2003) who described that couples tend
to donate their remaining frozen embryos after achieving a
successful IVF. Bangsboll et al. (2004) showed that having
children due to IVF was a favorable factor to donate embryos
for stem cell research in Denmark. Mohler-Kuo et al. (2009)
observed that once pregnancy is achieved, couples usually
abandon their surplus embryos.

In our study, the mean age of the women when they donated
their embryos was 36.5 years. These results are in agree-
ment with others (Hoffman et al., 2003) in which women
>38 years were less likely to make an embryo donation than
were younger couples. Bangsboll et al. (2004) described
that being a woman <35 years old was a favorable factor for
donation of embryos for stem cell research. Hammarberg &
Tinney (2006), however, did not find any association betwe-
en parents’ age and embryo donation.

The storage mean time before couples donated their embryos
was 3.4 years. McMahon et al. (2003) observed that the
willingness to donate frozen embryos is greater in couples
who have had them stored for a period of time, which is
consistent with the findings of Luna et al. (2009) who repor-
ted that the couples’ choice for donation was higher after 5
years of storage. In these studies, couples were asked about
their intention to donate their stored embryos, while in our
study the donation was done spontaneously.

From 47,570 frozen embryos in Brazil, 643 embryos (1.4%)
were donated to hESC research in 2008 (50 IVF clinics). In
2009, 455 embryos were donated, however the total number
of cryopreserved embryos is unknown (31 IVF clinics). The
results observed in Brazil are different from those described
in United States and Canada in 2003 where 2-3% of the
embryos were available for hESC research. In Australia and
Europe the willingness of couples to donate their embryos
(40% to 90%) was higher when compared to the United
States and Canada. These differences may be due to more
restrictive policies in human embryonic stem cell research in
these countries. In Canada, a survey applied to investigate
the willingness of couples to donate their frozen embryos for
research found a rate of 54% (Hoffman et al., 2003; Chou-
dary et al., 2004; Hug, 2008).

We observed a reduction in the rate of embryos dona-
ted for research over the years despite the continuous-
ly increasing number of frozen embryos throughout the
same period. Several reasons may impact the decision
of embryo donation for research, including the appro-
ach applied and the moment of the donation request,
the individual’s age, status of IVF treatment (whether or
not successful), cyostorage period, ethnical and cultural
values, religion, political and social environment, cryo-
preservation fees, and information availability about
hESC research and advances (Bangsboll et al., 2004;
Choudary et al., 2004; Cortes et al., 2007; Hug, 2008;
Luna et al., 2009).

In Sweden, 92% of 331 couples preferred to donate their
surplus embryos to stem cell research than to discard them.
This might be related to the high level of information provi-
ded on HESC research and to an altruistic nature of Swedish
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couples (Bjuresten & Hovatta, 2003). Lanzendorf et al.
(2010) observed that patients in the United States (59% of
149 couples) who wanted to discontinue the cryostorage of
their embryos were more likely to donate them for research
than simply discard them. Bangsboll et al. (2004) reported
that in Denmark 49% of 101 couples donated their frozen
embryos to hESC research, when they were asked about the
fate of their embryos. This study, however, was performed
with couples for whom the period of embryo storage had
exceeded the limits allowed by Denmark’s legislation. In a
Spanish study, 97 couples were interviewed in two different
public IVF units about the fate of their embryos that were
being kept frozen for periods longer than 3 years. Forty-six
couples had donated 192 embryos (45%) from a total of
428 frozen embryos. It is important to clarify that the results
were similar in both IVF units, located in cities with different
economic and social profiles (Cortes et al., 2007).

When the law was approved in Brazil, a lot of information
was released by the media concerning the hESC research. In
2005, approximately 80 embryonic stem cell-related articles
were published in four mainstream Brazilian newspapers, in
print and online. In 2006, these sources published 60 news
articles. In 2007, 134 news articles were published. In 2008,
when the law was finally considered to be in accordance with
the country’s constitution, 396 news articles were publi-
shed. Since then, the number of articles published about the
subject has diminished: 129 in 2009 and only 68 in 2010.
This lack of news on the subject may explain the observed
reduction in embryo donation for research.

We believe it is necessary to release information and to
promote public debate and discussion to clarify the poten-
tial of embryonic stem cell research. Also, couples that have
surplus frozen embryos should be contacted by IVF clinics
so their apprehensions can be understood and the stem cell
research can be elucidated and the procedures demystified.
These actions may help increase the number of embryos
donated for research in Brazil.
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RESUMO

Embora a Fertilizagdo in vitro tenha sido estabelecida
com sucesso nas Ultimas décadas do século XX, a sua
histéria € muito mais antiga. Varios estudos de diferen-
tes partes do mundo contribuiram para o entendimento
do processo reprodutivo e para o desenvolvimento das
Técnicas de Reproducdo Assistida. Durante as ultimas
décadas, pesquisas contribuiram para o avango dessas
técnicas. Fertilizar odcitos in vitro permitiu a compreen-
sao dos mecanismos da fertilizacdo e do desenvolvimen-
to embrionario inicial. Este estudo realizou uma revisdo
histdrica dos experimentos que ajudaram no desenvolvi-
mento da area e do conhecimento cientifico.
Palavras-chave: técnicas reprodutivas, inseminagdo
artificial, fertilizagdo in vitro, ICSI, injecao intracitoplas-
matica de espermatozdides.

ABSTRACT

Although IVF has been successfully established in the last
decades of the twentieth century, its history is much older.
Several studies from different parts of the world contri-
buted to the understanding of the reproductive process
and the development of assisted reproductive techni-
ques. During the last decades, research has contributed
to the advancement of these techniques. Fertilize oocytes
in vitro allowed the understanding of the mechanisms of
fertilization and early embryonic development. This study
performed a historical review of experiments that helped
in developing the area and scientific knowledge.
Keywords: reproductive techniques, insemination artificial,
in vitro fertilization, ICSI, intracytoplasmic sperm injections.

INTRODUGCAO

O primeiro relato sobre infertilidade esta no livro de
Génesis (17:17-21:02) na Biblia, que descreve o caso de
Sara e Abrado. Depois de receber a intervengao divina,
Sara da a luz ao filho Isaque aos 90 anos e o pai Abrado
com 100 anos. Existem também hierdglifos sobre deuses
da fertilidade no Egito e, na Roma antiga a infertilidade
era uma razdo aceitavel para pedir o divércio.

Embora a Fertilizagdo in vitro (FIV) tenha sido estabe-
lecida com sucesso nas Ultimas décadas do século XX,
a sua histoéria € muito mais antiga. Varios estudos de
diferentes partes do mundo contribuiram para o enten-
dimento do processo reprodutivo e para o desenvol-
vimento das Técnicas de Reproducdo Assistida (TRA).

O objetivo do presente trabalho foi realizar uma revi-
sdo histdrica da literatura sobre estudos importan-
tes que levaram ao desenvolvimento das técnicas de
reprodugdo assistida.

PRINCIPIO PA REPRODUCI\O ASSISTIDA -
INSEMINACAO ARTIFICIAL

Os primeiros relatos sobre reprodugdo assistida foram
encontrados em um documento do ano de 1322 que faz
referéncia aos povos arabes que realizavam procedimentos
de inseminagdo artificial com objetivo de criar cavalos mais
fortes e resistentes ao calor para a locomogdo no deserto.
Alguns séculos mais tarde, a primeira inseminacao foi descri-
ta cientificamente pelo padre italiano Lazaro Spallanzani,
estudante de ciéncias naturais. Em 1779, colheu sémen de
um cdo que circulava pelas imediagdes do mosteiro e intro-
duziu manualmente no trato reprodutor de uma cadela de
estimacdo durante o periodo do cio, a qual pariu trés filhotes
(Graciano, 2002).

Na espécie humana o primeiro relato € atribuido ao médico
inglés John Hunter num caso de hipospadia grave em 1790.
Muitas tentativas foram feitas apds esta data, sendo que
0 primeiro sucesso ocorreu em 1838 pelo médico francés
Girault (Kotecki, 2004). Em 1865 o médico francés F. Dehaut
fez a primeira publicagdo cientifica sobre o assunto. No ano
de 1866, o ginecologista francés Jaime Marion Sims obteve
sucesso com a inseminagao artificial cientificamente docu-
mentada, e em 1884 o médico inglés Pancoast foi o primeiro
a realizar a inseminacdo heterdloga, indicada para azoosper-
mia pds-gonocdcica (Graciano, 2002).

A Inseminagdo Artificial transpde bloqueios no trato genital
inferior, que impedem o transporte dos gametas masculino,
colocando-os mais préximos do encontro com o odcito,
ja que apenas 10% dos espermatozdides mdveis aden-
tram na cavidade uterina. Por ser considerada uma técni-
ca simples, varias experiéncias foram realizadas como a
deposicao de gametas masculinos no trato reprodutivo
feminino. Inicialmente foram utilizadas no tratamento de
problemas que impediam a copula, como vaginismo ou
defeitos anatdémicos penianos (Kotecki, 2004).

O SURGIMENTO DA FERTILIZACI\O IN VITRO
A primeira tentativa de FIV foi realizada pelo embriologis-
ta vienense Leopold Samuel Schenk em 1878 estudando
coelhos. Schenk observou a ruptura de células da granulo-
sa apos adicionar esperma coletado do epididimo a foliculos
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suspensos em fluido folicular e muco uterino. Entretanto,
ndo houve éxito na fertilizacdo (Pincus & Enzmann, 1937). E
esse experimento incentivou a descoberta de hialuronidase
no esperma, décadas depois (McClean & Rowlands, 1942).
Em 1891 o fisiologista inglés Walter Heape demonstrou
que odcitos de coelha ja fertilizados forneciam embrides
que poderiam ser recuperados diretamente das trom-
pas e transferidos para uma mae receptora. A cultura de
odcitos foi reconhecida como uma possibilidade favoravel
no fim do século XIX. Cientistas dessa mesma época ja
faziam idéia de que o sangue carreava substancias que
afetavam a saude e o termo “hormonio” foi cunhado
apenas em 1905 por William Maddock Bayliss e Ernest
Henry Starling (Rohden, 2008). Lewi e Greving, por volta
de 1920, caracterizaram o eixo hipotalamo-hipofisario e
desvendaram os hormonios essenciais para a fertilidade
feminina: horménio foliculo estimulante (FSH - Follicle-
-Stimulating Hormone), hormoénio luteinizante (LH -
Luteinizing hormone) e hormonio gonadotrofina cori6-
nica humana (hCG - human Chorionic Gonadotropin)
(Rohden, 2008).

O bidlogo americano Gregory Goodwin Pincus estudou
odcitos de coelhas e em 1934 publicou, com o colega
Ernst Vinzenz Enzmann, os primeiros experimentos sobre
FIV, no qual afirmavam ter produzido a primeira gravidez
bem sucedida. No entanto, analises posteriores do estudo
sugeriram que a fertilizagdo ocorreu tecnicamente in vivo
e ndo in vitro, ja@ que os odcitos transferidos foram ferti-
lizados, provavelmente, na trompa da coelha receptora;
procedimento conhecido como GIFT - Gamete Intra-
-Fallopian Transfer (Pincus & Enzmann, 1937). Este estu-
do permitiu novas idéias sobre as fases de maturagéo dos
o0citos de coelhas obtidos diretamente dos ovarios, visto
que durante o experimento eles observaram diferentes
estdgios de foliculos. Pincus ficou conhecido também pelo
desenvolvimento da pilula anticoncepcional mais tarde na
década de 50, juntamente com Carl Djarassi.

Apds experiéncias com modelos animais, as primeiras
observagbes em humanos foram relatadas pelo médi-
co John Rock e seu colaborador Arthur Hertig em 1938
quando analisavam histerectomias realizadas logo apds
a ovulacdo na esperanca de observar odcitos fertilizados.
Em colaboragao com a assistente Mirian Menkin, em 1944,
oocitos nao fertilizados foram cultivados na presenca de
esperma coletado de estagiarios do Dr. Rock, e ao final do
periodo de incubacdo observaram blastémeros regulares.
Em 1948, expuseram odcitos a espermatozodides in vitro
e notaram clivagem em quatro odcitos, porém nenhuma
transferéncia foi realizada. Apds quatro anos de pesquisa,
o projeto foi abandonado por ser considerado impossivel
(Menkin & Rock, 1948).

Em 1951, Min Chueh Chang nos Estados Unidos e Colin
Russell Austin na Australia notaram que os espermato-
zoides necessitavam de uma etapa prévia para a fertili-
zacdo, surgindo novas idéias sobre a capacitacdo esper-
matica (Austin, 1951; Chang, 1951). Novos métodos de
preparo do sémen foram pesquisados proporcionando o
processamento espermatico - espermatozoides separa-
dos do plasma seminal, aumentando a concentragdo dos
espermatozoides mdveis (Chang, 1959; Edwards, 2004).
Até esse ponto da histdria os critérios que confirmavam
que o oocito havia sido fertilizado pelo espermatozdide
variavam desde a emissdao do segundo corpusculo polar,
a formacdo de pro-nucleos e a clivagem. Devido a essa
falta de padronizacao das definicdes de “fertilizacao” e
“concepcdo”, as taxas de sucesso variavam significante-
mente causando confusdo.

O bidlogo briténico Robert Geoffrey Edwards professor na
Universidade de Cambridge, acredita que o que frustrou

os trabalhos de pesquisadores como Menkin e Rock foi a
ndo-compreensdo do conceito de capacitacdo do sémen,
elucidado posteriormente por Chang. Edwards conduzia
seus estudos sobre embriologia de mamiferos, investi-
gava a ovulagdo em ratos fémea e também as primeiras
observagdes de odcitos humanos em diferentes estagios
de maturacao in vitro (Edwards, 1965; 2004).

Havia uma dificuldade em conseguir mais odcitos por
ciclo que, até este momento, eram ciclos naturais.
Edwards percebeu que os espermatozdides eram abun-
dantes enquanto que o odcito ndo e, a partir desse
fato, estudou a sincronizagdo de odcitos para obter
um numero maior disponivel para recuperagdo em
ratos fémea, originando uma série de estudos sobre
controle da ovulagdo induzida por uso de hormoénios
exogenos (Fowler & Edwards, 1957). Trabalhando em
conjunto com Alan Gates, descreveram uma sequén-
cia de eventos que levava a ovulagdo apds a injegdo
hCG extraido de éguas prenhas, o que induzia os o06ci-
tos a amadurecerem num tempo previsivel (Edwards
& Gates, 1959). Em colaboragdo com o ginecologista
Patrick Christopher Steptoe, estudaram a recuperagdo
de odcitos inicialmente através de laparoscopia utili-
zada no tratamento da sindrome dos ovarios policisti-
cos, com ressecgdo em cunha dos ovarios. Essa cola-
boragdo comegou em 1968, quando Edwards assistiu a
uma palestra que Steptoe proferiu sobre laparoscopia
na Royal Society of Medicine, em Londres (Edwards,
1965; 2004; Johnson, 2010).

A primeira gravidez obtida através da FIV em humanos
foi uma gravidez tubaria, em uma mulher de 35 anos
com infertilidade por fator tubdario, em 1976. Apds esti-
mulagdo ovariana, quatro odcitos foram obtidos. Algumas
horas depois um odcito foi fertilizado (clivado até o esta-
gio de 16 células), mas resultou em gestacdo ectdpica
removida com 13 semanas (Steptoe & Edwards, 1976).
Edwards e Steptoe trabalhavam com o casal infértil
Lesley e John Brown. Numa tentativa bem sucedida, um
oocito obtido por ciclo natural foi fertilizado in vitro e a
meia-noite um embrido de oito células foi transferido. O
verdadeiro marco que estabeleceu o inicio de uma nova
era na Medicina Reprodutiva deu-se com o nascimento
de Louise Joy Brown, em 25 de julho de 1978 (Steptoe &
Edwards 1978). Esse marco ocorreu um século apds as
primeiras tentativas de fertilizagdo in vitro em mamife-
ros, realizada por Schenk em 1878.

No inicio da década de 80 um grupo australiano foi o
primeiro a repetir o sucesso da FIV. Nascia entao Candi-
ce Reed, apos transferéncia de um odcito no estagio de
oito células, originario de um Unico odcito aspirado por
laparoscopia, durante ciclo natural (Lopata et al., 1980).
Os pesquisadores Howard W. Jones e Georgeanna Jones
dos Estados Unidos obtiveram odcitos por inducdo da
ovulagdo com gonadotrofina menopausal humana (hMG
- human Menopausal Gonadotropins) e hCG, e em 1981
nasceu Elizabeth Carr Comeau (Jones et al., 1982).

Ana Paula Bettencourt Caldeira foi o primeiro bebé gera-
do por FIV no Brasil e na América Latina, aos 07 de outu-
bro de 1984 em S3do Paulo. No mesmo ano nasceu em
Melbourne na Australia, Zoe Leyland, o primeiro bebé
desenvolvido a partir de um embrido descongelado, por
Alan Trounson e Carl Wood (Trounson et al., 1983).
Novas técnicas para puncdo folicular foram propostas
além da laparoscopia realizada com anestesia geral e
entubacdo, elevando os riscos do procedimento e inter-
nacdo. A ultrassonografia passou a ser utilizada para
guiar uma agulha através da parede vaginal para recu-
peracao dos odcitos nos ovarios. Usando esse método,
0s riscos associados com a anestesia necessaria para
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a laparoscopia, bem como os custos do procedimento
foram consideravelmente reduzidos (Dellenbach et al.,
1985). O uso do ultrassom na pungao folicular alcan-
cou resultados indiscutiveis e essa evolugdo ocorreu
simultaneamente com o monitoramento da ovulagdo e
o desenvolvimento dos equipamentos que permitiam
acompanhar o ciclo (Passos, 2004).

O conhecimento endocrinolégico também evoluiu nessa
época, melhorando a qualidade da estimulag&o da ovula-
cao com a perspectiva de desenvolvimento folicular
adequado, com menos riscos. Exames de sangue para
dosagens hormonais também eram solicitados. Apesar
de Steptoe e Edwards terem usado gonadotrofinas no
fim da década de 70, somente em 1981 houve relato da
primeira gestagdo com o emprego destas medicagdes em
conjunto com a FIV (Trounson et al., 1981). Assim, a FIV
se firmou como um procedimento clinico utilizado por
centros no mundo todo.

OUTRAS PERSPECTIVAS DE USO DAS TRAS
A doacgdo de odcitos foi indicada para casos de insu-
ficiéncia ovariana, menopausa precoce, disgenesia
ovariana ou ooforectomias bilaterais, mas também nas
situagdes de presenga da fungdao ovariana, mas com
falhas repetidas. A primeira gestacdo proveniente de
o0citos doados ocorreu em uma mulher sem ovarios,
mas resultou em abortamento no primeiro trimestre
(Trounson et al., 1983). Alguns meses depois, Lutjen
et al., relataram o nascimento de uma crianga prove-
niente de od6cito doado anonimamente para tratamen-
to de insuficiéncia ovariana precoce, além de ser o
pioneiro a usar estimulacdao ovariana controlada para
a doadora (Lutjen et al., 1984). Em 1985, Quinn et al.,
publicaram uma férmula que mimetizava o fluido das
trompas humanas, chamando de meio de cultura HTF -
Human Tubal Fuid, imitando o ambiente in vivo ao qual
o0 embrido fica exposto (Quinn et al., 1985).

Na década de 80 outras formas de fertilizacdo reali-
zada em laboratoério, consideradas mais complexas,
foram descritas. Fernandez et al., publicaram a primei-
ra gestacdo obtida por transferéncia intra tubaria de
gametas (GIFT), em 1984, no Chile (Fernandez et al.,
1985). Contudo, os primeiros relatos sobre micromani-
pulacdo de gametas sdo do final da década de 70 quan-
do Uehara e Yanagimachi injetaram o nucleo isolado
do espermatozoéide em um odcito de hamster (Uehara &
Yanagimachi, 1976). A microinjecdo de espermatozoide
sob a zona pellcida (microinjection of a few sperma-
tozoids under the pellucid zone) foi proposta por Ng et
al., em Singapura que relataram o primeiro nascimento
com uso dessa técnica (Ng et al., 1988).

A partir desses trabalhos Lanzendorf et al., realizaram
a primeira avaliagdo pré-clinica da formacdo de pro-
-nucleos por microinjecdo de espermatozdide dentro
do odcito e, assim, surgiu a injegdo intracitoplasmati-
ca do espermatozdide (ICSI - IntraCytoplasmic Sperm
Injection), onde um Unico espermatozoide é injetado
dentro do odcito maduro (Lanzendorf et al., 1988).
Em 1992 Palermo et al., relataram sucesso apds o uso
de ICSI em 47 odcitos maduros, verificando que 38
permaneceram intactos apds a microinjecdo (Paler-
mo et al., 1992). Quatro gestacdes foram obtidas
apds 8 ciclos de tratamento, sendo duas gestacles
Unicas, uma gemelar e um aborto pré-clinico. Ja em
1993 utilizaram a ICSI em 716 odcitos (em Metafa-
se II) para tratamento do fator masculino e também
com TESE (Testicular Sperm Extraction) para casos
de azoospermia ndo obstrutiva (Palermo et al., 1993;
Devroey et al., 1995).
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O sucesso da ICSI abriu novas perspectivas principal-
mente para homens considerados até entdo como “esté-
reis”. Os primeiros casos de gravidez com espermatozoéi-
des aspirados do epididimo foram obtidos entre o final da
década de 80 utilizando a FIV. Entretanto, o baixo nime-
ro de espermatozdides obtidos e com motilidade reduzida
causavam resultados desanimadores. Com o surgimento
da ICSI as taxas de sucesso aumentaram passando de
11% com a FIV convencional, para 30-35% com a ICSI
(Passos, 2004).

O microscépio com micromanipulador utilizado para
ICSI possibilita um aumento de 400 vezes para selecao
do espermatozdide com melhor morfologia. O grupo do
professor Benjamin Bartoov, bioquimico e andrologista
israelense especialista em morfologia espermatica, rela-
taram que quanto mais alteragdes morfoldgicas no esper-
matozdide, maior a incidéncia de alteracGes genéticas
nestes e, consequentemente, piores taxas de sucesso.
Desenvolveram entdo o microscépio micromanipulador
de Alta Magnificagdo ou Super-ICSI como é chamado
no Brasil, e injegdo intracitoplasmatica de espermato-
zoides selecionados morfologicamente (Intracytoplasmic
Morphology Selected Sperm Injection - IMSI) como é
conhecido internacionalmente, que amplifica 6.000 vezes
o0 espermatozdide possibilitando uma analise minuciosa
para selecdao da melhor morfologia (Bartoov et al., 2003).
Outros avancos foram obtidos apds inUmeras pesquisas.
Durante o 230 Encontro anual da European Society of
Human Reproduction and Embryology realizado em 2007,
em Lyon - Franga, trabalhos apresentados enfatizavam a
criopreservagdo de génadas e gametas como um proce-
dimento promissor (ESHRE, 2007). A maturagao in vitro
de odcitos (IVM - In Vitro Maturation) é uma técnica que
consiste na maturacao dos odcitos em laboratério, e os
primeiros resultados brasileiros de sucesso aconteceram
em 2007 (Frantz et al., 2010).

Houve também a evolugdo das técnicas de analises gené-
ticas tanto para os pais quanto dos embrides em formagao
através do Diagnostico Genético Pré-Implantacional (PGD
- Pre-implantation Genetic Diagnosis) ou triagem pré-
-implantacao (PGS - Pre-implantation Genetic Screening).
O nucleo de um blastdmero é analisado para desordens
genéticas, o que beneficia casais com alto risco genético
de ocorréncia de doencas de etiologia autossémica domi-
nante ou recessiva. A constituicdo cromossdmica destes
blastdmeros pode ser analisada por testes como a hibri-
dizagdo fluorescente in situ (FISH - Fluorescent in situ
hybridization) ou a reagao em cadeia da polimerase (PCR
- Polimerase Chain Reaction). Os casais também podem
procurar ajuda de profissionais em relacdo ao aconselha-
mento genético, que auxilia no esclarecimento sobre as
chances de ocorréncia das doengas genéticas.

ATUAL SITUACAO NO BRASIL

As TRAs sdo regulamentadas no Brasil pelas normas éticas
definidas na resolugdo do Conselho Federal de Medicina
(CFM), ultima atualizagdo publicada em 06 de janeiro de
2011 no Diario Oficial da Unido. A versdo anterior ja apre-
sentava grandes avangos e o CFM sentiu a necessidade de se
adaptar a evolugdo tecnoldgica e modificagdes de comporta-
mento social. Ponderou sobre a reprodugdo assistida post-
-mortem, desde que comprovada autorizagdo prévia. Permi-
te que as TRAs sejam desenvolvidas em todas as pessoas,
independentemente de estado civil ou orientacdo sexual, ja
que a medicina ndo tem preconceitos e deve respeitar todos
de maneira igual. Define o nimero maximo de embribes a
serem transferidos, jd que a recomendacdo dependerd da
idade da paciente, ndo podendo ser superior a quatro embri-
Oes. E permanecem as diretrizes éticas como a proibicdo de
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que as técnicas de reproducdo sejam aplicadas com a inten-
cao de selecionar sexo ou qualquer caracteristica bioldgica
do futuro filho.

Existem varios centros de Reprodugdo Humana no pais, a
grande maioria particular e poucos servigos publicos gratui-
tos, alguns cobram o custo do material utilizado e os pacien-
tes também arcam com a medicacgdo. Essa situacdo ainda se
agrava quando se observa que além do insuficiente nimero
de centros publicos 80% desses estdo em Sao Paulo e distri-
buidos de maneira desigual no prdprio Estado e no Pais como
um todo (RedLara, 2006).

CONSIDERACf)ES FINAIS

Um dos grandes desafios para o século 21 é tornar as técni-
cas acessiveis aqueles que delas possam se beneficiar. Avan-
G0s marcantes ocorreram com a inclusdo de novos equipa-
mentos, meios de cultura e reagentes melhorados, técnicas
modernas de transferéncia embrionaria e a analise do DNA
tanto dos gametas quanto do embrido ja formado. Um dos
desafios atuais é a reducdo do nimero de gestagGes multiplas
e aumento da taxa de gravidez. Todo avango das Técnicas de
Reproducdo Assistida geram consequéncias que devem ser
regulamentadas por érgaos competentes. Contudo, o cédigo
civil brasileiro ainda é insuficiente, ndo abrangendo as novas
realidades como a formacao dos novos lagos sociais, ou a
doagdo de gametas e embrides. Décadas se passaram desde
0 primeiro sucesso, mas o ideal continua sendo o mesmo até
os dias atuais: realizar o sonho de constituir uma familia!
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RESUMO

A identificacdo da vesicula germinativa (VG) em odcitos obti-
dos ap0s estimulagdo para fertilizagdo in vitro (FIV) sugere
interrupgdo da maturacdo na fase de profase I da meiose,
identificavel pela observacdo de nucléolo compacto tipico. O
cancelamento de ciclos de FIV por persisténcia da VG cons-
titui frustracdo para o casal infértil e para a equipe que o
assiste, além de caracterizar-se como desafio imprevisivel
em servigos de medicina reprodutiva, com poucos casos
descritos na literatura. Relatamos um caso de reincidéncia de
imaturidade em amostra total de odcitos apds estimulagao
controlada para FIV, seguida de falha total de maturagdo in
vitro (MIV), em paciente jovem portadora de endometriose.
Palavras chave: Fertilizagdo In Vitro, Odcitos, Meio-
se, Endometriose, Maturagdo inVitro.

ABSTRACT

The identification of the germinal vesicle (GV) of oocytes
following stimulation for in vitro fertilization (IVF) suggests
maturation arrest in prophase I stage of meiosis, identifia-
ble by the observation of compact typical nucleolus. The
cancellation of IVF cycles associated to persistence of GV is a
frustrating experience for the infertile couple and the whole
staff. It remains an unpredictable challenge for reproductive
health services, with a few cases reported. We present a case
of recurrent immature oocyte retrieval with all of them
immature after controlled stimulation for IVF, followed by
total failure of in vitro maturation (IVM), in a young patient
with endometriosis.

Keywords: In Vitro fertilization, Oocytes, Meiosis,
Endometriosis, in Vitro Maturation

INTRODUCTION

Com o recrutamento folicular, o odcito retoma o processo
de divisdo meidtica que vinha quiescente desde o periodo
embrionario. A vesicula germinativa (VG) corresponde a um
dos estagios pelo qual o odcito imaturo passa apds quebrar
a fase de quiescéncia e caracteriza-se pela presenca de um
grande nucleo preenchido por um nucléolo compacto conhe-
cido como corpusculo nucléolo-like (NLB). Apds o pico ovula-
torio de hormonio luteinizante (LH) o processo de divisdo
meidtica prossegue culminando com a extrusdo do primeiro
corpusculo polar, guando entdo o odcito atinge a maturidade,
ou seja, metafase II (MII), estado em que permanece até a
fecundacao (Escrich et al., 2010).

Estima-se que cerca de 30% dos odcitos captados em ciclos
de estimulacdo ovariana controlada seja imaturo, o que pode
variar de acordo com a idade da paciente e o grau de assin-
cronia folicular no momento do gatilho com gonadotrofina
coriénica humana (hCG) (Lee et al., 2012). Mesmo assim,
a imaturidade total dos odcitos apds estimulagdo controla-
da para fertilizagdo in vitro (FIV) é um fenémeno raro, com
poucos casos descritos na literatura.

Inicialmente utilizada para odcitos captados em ciclos sem
estimulacdo, como alternativa em pacientes com alto risco
para desenvolver a sindrome de hiperestimulo ovariano
(Jurema & Nogueira, 2006), a maturacdo oocitaria in vitro
(MLV) ganha espago nos Ultimos anos como opgdo para
recuperacdo oocitaria em pacientes mas respondedoras,
pacientes oncoldgicas com contra-indicagdo para estimula-
cdo gonadotrofica ou mesmo como escolha por profissionais
que questionam os efeitos adversos da sobrecarga hormonal
a que sdo expostas pacientes candidatas a FIV (Melvin et al.,
1998; Oktay et al., 2008).

Os cancelamentos de ciclos de FIV constituem frustragao
para o casal infértil e para a equipe que o assiste e desa-
fio em servigos de medicina reprodutiva, principalmente
quando decorrentes de fatores pouco conhecidos e cuja
abordagem é uma incdgnita. Pouco se sabe atualmente a
respeito do manejo da VG, mas a MIV se constituiria numa
alternativa tedrica para o problema. Relatamos um caso de
reincidéncia da VG em amostra total de odcitos apos esti-
mulagdo controlada para FIV em paciente jovem, com falha
total de MIV.

DESCRICI"\O DO CASO

Paciente de 32 anos, portadora de endometriose grau IV
(American Society for Reproductive Medicine, 1997) com
quadro de infertilidade primaria e dor pélvica crbnica ha cinco
anos. Havia sido submetida a primeira videolaparoscopia
(VLP) trés anos antes com adesidlise pélvica e se constatou
obstrugdo tubaria esquerda, e ao segundo procedimento um
ano antes, para nova lise de aderéncias. Procurou a GENESIS
- Centro de Assisténcia em Reproducdo Humana em uso de
goserelina por 18 meses, com melhora dos sintomas algicos.
Marido com 57 anos, vasectomizado ha 20 anos, saudavel,
com dois filhos de relacionamento anterior e sémen criopre-
servado, obtido por aspiracdo percutdnea de espermatozoi-
des do epididimo (PESA). A avaliagdo laboratorial do casal
nao revelou alteragoes.
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Aproveitou-se o bloqueio hipofisario obtido com a goserelina
em uso e administrou-se nova dose do analogo para proto-
colo ultralongo (Nakamura et al., 1992), no primeiro ciclo
de indugdo. Passados 30 dias, a paciente evoluiu com foga-
chos, dismenorréia e sangramento uterino anormal; entdo,
foi-lhe prescrito tibolona, na dose de 2,5 mg/dia por 30 dias,
periodo apds o qual se iniciou estimulagdo com folitrofina
recombinante (FSHr) na dose de 225 Ul/dia, porém o ciclo
foi cancelado por resposta monofolicular.

Para uma nova tentativa terapéutica, foi prescrito desoges-
trel na dose diaria de 75 ug durante sessenta dias, apds os
quais se instituiu novo ciclo com protocolo longo, utilizan-
do-se acetato de leuprolida, na dose de 0,1 mL/dia, pela
via subcutanea, reduzindo-se para 0,05 mL/dia ao inicio
do FSHr, na dose de 200 UlI/dia, associado a luteotrofina
recombinante (LHr), 75 UI/dia. O controle ultrassonografi-
co do décimo primeiro dia de inducdo revelou trés foliculos
em cada ovario, com didmetros médios de 19mm, 18mm e
11mm em ovario direito e 20mm, 17mm e 16mm em ovario
esquerdo (Figura 1).

Figura 1. Ovulograma no 119 dia de indugdo do 2° ciclo.
Imagens ecograficas de ovarios direito (A) e esquerdo (B).
GENESIS, 2011- Banco de imagens.

Vesicula germinativa recorrente: relato de caso - Souza N.T.N.C. et all.

A maturidade oocitaria final foi, entdo, induzida com hCG
recombinante, em dose Unica subcutanea de 250 g, e,
apds 35 horas, foram recuperados 6 6ocitos em fase de
VG, com auséncia de maturacdo apods 24 horas de cultivo
em meio tamponado com bicarbonato contendo carboi-
dratos e aminoacidos essenciais ao preparo de gametas,
enriquecido com albumina humana (G-IVF™ Plus, Vitroli-
fe, Goteborg, Suécia) - Figura 2.

Figura 2. Odcitos em fase de vesicula germinativa, capta-
dos apods 20 ciclo de estimulagédo ovariana. GENESIS, 2011
Banco de dados do Laboratério de Reproducao.

Cinco meses depois, houve nova tentativa terapéutica com
protocolo longo utilizando-se acetato de leuprolida, 0,05 mL/
dia, associado a FSHr, 225 Ul/dia e LHr, 75 Ul/dia. A maturi-
dade oocitéria final foi induzida com hCGr, 250 pg, no décimo
primeiro dia de inducdo, quando a monitoracdo ultrassono-
grafica revelou auséncia de foliculos em ovario direito e trés
foliculos em ovario esquerdo, cujos didmetros médios eram
de 27mm, 22mm e 20mm (Figura 3).

Trinta e cinco horas depois, foram recuperados 3 docitos em
fase de VG (Figura 4), novamente sem MIV apos 24 horas.

Figura 3. Ovulograma no 11° dia de indugdo do 3° ciclo.
Imagens ecogréficas de ovarios direito (A) e esquerdo (B).
GENESIS, 2011- Banco de imagens.
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Figura 4. Odcitos em fase de vesicula germinativa, captados ap6s 3° ciclo de estimulagdo ovariana.GENESIS, 2011 Banco de
dados do Laboratério de Reproducgdo.

DISCUSSAO

A interferéncia negativa da idade sobre os resultados repro-
dutivos em técnicas de reprodugdo assistida (TRA) ja foi
extensamente demonstrada (Dunson et al, 2002; Centers
for Disease Control and Prevention, 2009; Zegers-Hochschild
et al, 2009; Carvalho et al, 2012a; Carvalho et al, 2012b) e
a idade avancada da mulher infértil apresenta significativa
capacidade de predizer a ocorréncia de ma resposta folicular
(Gomes et al, 2009; Carvalho et al, 2010). Mas a demons-
tragdo de taxas altas de imaturidade oocitaria em populacdes
jovens submetidas a ciclos de estimulagdo ovariana demons-
trada por outros autores (Moore et al., 2007) é motivo de
preocupagao e gera interesse na pesquisa de fatores que
justifiquem o problema.

Para alguns autores, extremos etarios tendem a apresen-
tar maiores taxas de odcitos imaturos. Lee et al buscaram
provar tal afirmativa ao avaliarem a taxa de imaturidade
oocitaria estratificada por idade em 195 ciclos de FIV com
protocolo antagonista, em que as pacientes apresentavam
caracteristicas semelhantes no que concerne as causas de
infertilidade, niveis basais de FSH e indices de massa corpo-
rea. Observaram que, apesar do numero total de odcitos
captados diminuir de acordo com a faixa etaria e, propor-
cionalmente, a quantidade absoluta de odcitos imaturos,
os percentuais de odcitos em fase de VG foram de 37,9%,
32,4% e 23,3% para as faixas etarias com idade < 30 anos,
de 31 a 35 anos e de 36 a 40 anos, respectivamente; em
contrapartida, aumentou no grupo com idade superior a 40
anos (52,5%) (Lee et al., 2010).

Em geral, espera-se que pacientes jovens sejam boas
respondedoras, com base na crenca de possuirem reser-
va ovariana abundante e de melhor qualidade (Carvalho
et al, 2012c). As principais hipéteses para as maiores
taxas de imaturidade folicular em populagdo jovem s&o:
(a) heterogeneidade do desenvolvimento folicular a que
as candidatas a FIV estdo propensas e uso precoce do
gatilho para maturidade sobre foliculos jovens, para os
quais o adiamento do momento da captacdo apds a reali-
zagdo do gatilho com intervalo de 41 horas ao invés das
35 habitualmente adotadas poderia ser uma alternativa
(Levran et al., 2002); (b) deficiéncia de hormdnio lutei-
nizante (LH), para os quais a suplementacdo da gona-
dotrofina associada ao FSH seria solugao (Huddleston et
al., 2009). As estratégias apontadas seriam alternativas
pertinentes para o manejo do caso em debate, mas a
resposta folicular baixa nos trés ciclos realizados, com
100% de imaturidade oocitaria dos odcitos das captagdes
e sem melhora no padrdo de resposta mediante a asso-
ciacdo de LHr a partir do segundo ciclo, nos leva a ques-
tionar a existéncia de um fator oocitario (Hourvitz et al.,
2010) ou do ambiente folicular envolvido na génese do
quadro, e nos remete a reflexdo sobre a qualidade dos
meios utilizados para MIV.
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Questiona-se a existéncia de pontos de controle da tran-
sicdo entre fases distintas do ciclo celular de odcitos, tal
como existem em células somaticas; em odcitos imaturos
o fator promotor de maturagao (MPF), do qual depende a
transicdo de VG para metafase I e cuja atividade maxima
ocorre normalmente nessa fase, estaria presente sob uma
forma inativa fosforilada (Mrazek & Fulka, 2003; Beall et al.,
2010). Experiéncias com camundongos em que foi suprimi-
da a expressdo do gene Cdc25B, responsavel pela atividade
do MPF, demonstraram que gametas provenientes dessas
cobaias eram incapazes de evoluir além do estagio de vesi-
cula germinativa, mesmo quando cultivados in vitro (Lincoln
et al., 2002). Em humanos, contudo, sabe-se que a evolu-
cdo do estadio de VG também é regida pelo MPF, porém até
o momento ndo foram identificadas as alteracbes genéticas
exatas envolvidas no processo (Mrazek & Fulka, 2003).

E importante salientar que n3o foi realizado qualquer tipo de
suplementacdo ao meio de cultivo empregado para a incuba-
¢do oocitaria no caso em debate. Em relagdo a este aspecto,
um estudo realizado em Israel, que avaliou o cultivo de odci-
tos imaturos em meio enriquecido com FSHr e LHr, demons-
trou-se promissor para MIV em pacientes previamente inca-
pazes de produzir odcitos maduros em repetidos ciclos de
estimulacdo ou que, mesmo apods obtencdo de odcitos em
fase de MII, reincidiram na producdo de embrides de baixa
qualidade (Hourvitz et al., 2010). Apesar da pequena amos-
tra, os resultados obtidos pelo grupo israelense sdo encora-
jadores ao abordarem a problematica de pacientes com fator
oocitario e, de forma geral, a literatura tem mostrado resul-
tados promissores para M1V, com eficacia variando de acordo
com a idade da paciente, meio de cultivo utilizado e comor-
bidades associadas. Entretanto, ainda ha inimeras lacunas
referentes ao seu entendimento e se levantam controvér-
sias, ja que odcitos imaturos provenientes de ciclos de esti-
mulacdo ovariana ja teriam sofrido exposicdo prévia in vivo
a gonadotrofinas e sua suplementacdo em meios especificos
ndo ofereceria maiores beneficios (Moschini et al., 2011).
Ha pouco menos de uma década, foi demonstrado que a esti-
mulagdo ovariana com LH em camundongos leva a producéo
de ampiregulina (Areg) e epiregulina (Ereg), membros da
familia dos fatores de crescimento epidérmico que funcio-
nam como mediadores paracrinos na modulagdo da resposta
odcitaria ao LH (Park et al, 2004). A descoberta da expres-
sdo significativa da Areg no fluido folicular humano (Inoue et
al., 2009) motivou a intencao de se testar a suplementagao
de meios de cultivo com membro da familia dos fatores de
crescimento epidérmico; em estudo piloto com VG humanas
obtidas apds estimulagdo com gonadotrofinas, 75,5% dos
gametas imaturos cultivados em meio adicionado de Areg
e Ereg atingiram maturidade in vitro, enquanto que apenas
36,5% dos gametas foram maturados no mesmo meio sem
adigdo dos fatores, diferenga essa estatisticamente significa-
tiva (Ben-Ami et al., 2011).



No caso em debate ha que se considerar ainda a interferén-
cia da endometriose sobre a maturagao in vivo dos gametas.
Um grupo de pesquisadores brasileiros analisou por micros-
copia de fluorescéncia as caracteristicas do fuso celular e
cromossOmicas dos odcitos classificados morfologicamente
como MII de pacientes com endometriose e controles (fato-
res tubario e/ou masculino de infertilidade) apds MIV e cons-
tatou tendéncia a ocorréncia de proporgédo superior de odci-
tos em teldfase I no grupo com endometriose (27,8% versus
9,1%), sugerindo que odcitos considerados maduros por
critérios morfoldgicos, podem ndo ter concluido a primeira
divisdo meidtica (Barcelos et al, 2008; Barcelos et al, 2009).
Diante do que foi exposto, fica claro que, apesar dos avangos
na técnica de MIV, com registros de sucesso de ciclos, ainda
existem lacunas referentes ao seu entendimento. O cance-
lamento de ciclos de FIV devido a persisténcia da VG cons-
titui frustragdo para o casal infértil e a equipe que o assiste
e um desafio para servicos de medicina reprodutiva. Até o
momento, tivemos noticia de apenas 20 casos descritos na
literatura referentes a falha total de maturacdo oocitaria apds
regimes de estimulagdo ovariana (Beall et al., 2010; Chen
et al., 2010), o que reflete a necessidade de mais estudos
sobre o tema, propiciando principalmente investimento em
meios de cultivo que aperfeicoem o processo, melhorias das
taxas de gravidez e nascimentos, e, ainda, melhor compre-
ensdo do fator oocitario, que parece ser multifatorial, com
énfase para os mecanismos genéticos envolvidos, idade,
reserva ovariana e possivel associacdo com endometriose.
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ABSTRACT

This case report describes a PGS study perfomed on a blas-
tocyst stage of a 44 year old female and 46 year old male
couple with a history of recurrent aneuploid abortions. The
main purpose of this report is to determine, by using STRs
and QF-PCR, the parental origin of the aneuploidies found
on the embryos aCGH karyotype. Only one blastocyst of
the eight biopsed resulted cytogenetically normal and it
was transferred in a deferred cycle. The patient achieved
the pregnancy and delivered at term a normal male child.
In 30 of the 38 aneuploidies identified we could determine
the parental origin: eight maternal trisomies, eight paternal
trisomies and 14 maternal monosomies. Five of the eight
maternal trisomies showed an allelic pattern malsegregation
1:1:1 and three showed the pattern 2:1. The same segrega-
tion patterns were observed for the paternal origin trisomies.
We conclude that the aneuploidies were contributed by both
members of the couple in equal proportions. This outcome
compels us to reflect that caution is required when we are
offering oocyte donation in a women older than 40 years who
has a partner of the similar age.

Keywords: PGS; trophectoderm biopsy; advanced paternal
age; recurrent abortions; aCGH.

RESUMO

Trata-se de relato de PGS study realizado em blastocistos de
mulher de 44 anos com marido de 46 anos, casal com histo-
ria de abortamentos recorrentes. O principal objetivo deste é
determinar, utilizando STRs e QF-PCR ,a origem parental das
aneuploidias encontradas no aCGH. Apenas um blastocisto
dentre 8 biopsiados resultou citogeneticamente normal e
foi transferido em ciclo diferido. A paciente teve gravidez e
parto a termo, de crianga do sexo masculino. Pudemos iden-
tificar 38 aneuploidias nos sete blastocistos restantes, deter-
minando a origem parental: oito trissomias maternas, oito
paternas e 14 monossomias maternas. Cinco das oito trisso-
mias maternas mostravam ma-segregacdo em alelo paterno
1:1:1 e trés mostravam o padrdo 2:1. Os mesmos padroes
de segregagao foram observados nas trissomias de origem
paterna. Concluimos que as aneuploidies tiveram contribui-
cao de ambos os membros do casl, em proporgao igual. Este
desfecho nos leva a refletir nas ovodoagdes para mulheres
acima de 40 anos, quando o companheiro tem idade similar.
Palavras-chave: PGS; biopsia de trofoderma; idade
paterna avancgada; aborto de repeticdo; aCGH.

RESUMEN

Es el reporte de un procedimiento PGS realizado por CGH
en una pareja de 44 y 46 afios que consulta por abortos
espontaneos con aneuploidias recurrentes. Solamente un
blastocisto de ocho estudiados resulté tener un cariotipo
molecular masculino normal, el cual fue transferido y dio

lugar a un recien nacido normal con cariotipo convencional
normal en sangre de cordén umbilical. En los restantes siete
blastocistos aneuploides se intenté determinar el origen de
las mismas. Se hallaron 38 aneuploidias. Con la utilizacion
de STRs marcados ligados a los cromosomas involucrados
y posterior gf-PCR se logré determinar el origen parental
de treinta de aneuploidias, de las cuales fueron: 8 trisomias
maternas, 8 paternas y 14 monosomias maternas. Cinco de
las ocho trisomias maternas mostraron un patrén alélico de
segregacion anormal 1:1:1 y tres un patrén 2:1. El mismo
patron de segregacion se observd para las trisomias pater-
nas. Por lo tanto, ambos miembros de la pareja contribuye-
ron con la misma proporcion de aneuploidias. Este hallazgo
nos obliga a reflexionar cuando se ofrece la alternativa de la
ovodonacién cuando su pareja es mayor de 40 afios.

INTRODUCTION

It is recognized that less than 50% of the fertilization in vivo
may lead to baby born. The in vitro fertilization rate is much
less; it is between 5% to 30% (Edmonds DK et al., 1982).
Several factors are responsible for this low reproductive effi-
ciency, but the most important is the high rate of embryonic
chromosome abnormalities of meiotic origin, which varies
between 25% and 75% (Hassold T et al., 2007). In women
with normal karyotype, the oocyte aneuploidy rate is betwe-
en 20% and 50% according to the women'’s age (Kuliev A
and Verlinsky J, 2004; Sandalinas M et al., 2002; Pelliestor
F et al., 2003; Fraguoli E et al., 2006; Guitierrez-Mateo C et
al., 2004; Hassold T et al., 2007; Sheer G et al., 2007) while
in men with normal karyotype and normal spermiogram,
aneuploidy is much lower, between 5% and 10% regardless
the age (Fonseka KG and Griffin DK, 2011). The lethality of
the chromosomal abnormalities is high and most embryos
are lost in preimplantional stage. The ones that are not lost
at this stage are responsible for chromosomal disorders in
the newborn, being 0.67% prevalence (Hassold Tand Hunt P,
2001). Since the aneuploidies and polyploidies affect a large
proportion of preimplantation embryos, the application of
PGD for the screening of aneuploidies (PGS) should improve
pregnancy rate and decrease abortion rate. The PGS was
primarily performed by FISH analyzing five chromosomes
and it was then extended to reach twelve or more chromo-
somes (Munné S et al., 2005). Currently there is another
technique available; the comparative genomic hybridization
performed on a metaphase (m-CGH) or over a platform,
which constitutes human chromosome fragments cloned in
bacteria (BAC array CGH). This allows the enumeration of
all chromosomes and also the detection of small imbalan-
ces in each one, with a resolution that might be better than
the standard karyotyping. This technique however does not
distinguish ploidy, balanced structural rearrangements, or
the origin of the aneuploidies.
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The combination of the aCGH with quantitative fluorescent
PCR allows to partly solve the limitations of the aCGH.

A PGD is performed on a couple with iterative pregnancy
loss by recurring aneuploidy using the embryonic molecu-
lar karyotyping, complemented with the study of polymor-
phic chromosome markers or STRs (single tandem repe-
ats) in order to assert and identify the origin of aneuploidy.

PATIENTS AND METHODS

This is a 44 year old female and 46 year old male couple
that has been pursuing an ongoing pregnancy for the last
six years. They have already completed seven ICSI proce-
dures, as he has an astenozoospermia and bilateral vari-
cocele. She, on the other hand, had no relevant history,
presented normal hormonal dosages and normal antral
follicle counts. The karyotype couple was normal. Out of
the seven ICSIs performed, they achieved pregnancy five
times, but ended in clinical abortions between the eighth
and eleventh week of gestation. Four of them were cytoge-
netically studied, and all were diagnosed as aneuploidies:
a trisomy 21, a trisomy 15, a trisomy 16 and another with
an extra chromosome of the group G. The couple consulted
us for a PGS and they went through six ICSIs, but decided
not to carry out the PGS due to the quality of the few deve-
loped embryos. However two of them achieved pregnancy,
but again finished in clinical abortions in the eighth week
of pregnancy, one euploid and one with a trisomy 13. The
couple decided to keep trying with ICSI procedures, but
unlike the previous ones, it was suggested to culture the
blastocysts stage and only when they achieved an adequate
number, then perform the PGS by aCGH. Two ICSIs were
performed and the couple produced four blastocysts in each
one on day five. Each blastocyst underwent trophectoderm
biopsy. On day three, all embryos with more than five cells
received a hole in the pellucid zone with a single seven milli-
second laser shot (Octax® 400x lense) to encourage the
hatching and the protrusion of the trophectoderm to facili-
tate biopsy. The cutting and removal of the trophectoderm
cells were performed by using two laser shots of 10 millise-
conds on both sides of the protruded trophectoderm. Each
blastocyst biopsied was then vitrified in a cryotop and the
removed cells were washed three times in biopsy medium
before being placed in a 2 ml Eppendorf tube with 1 pl of
biopsy medium, which was kept in the freezer to make the
array CGH with 24 Sure Aneuploidy V3 of BlueGnome ©.
The QF-PCR was performed in the amplified DNA from the
trophectoderm cells with aneuploid chromosome STRs (#
1, #2, #5,#6, #7,#8, #9, # 10, # 11, # 12, # 13,
# 14, # 15, # 16, # 18, # 19, # 20 and # 21). A number
of STRs were tested and the ones informative were selec-
ted (table 1). The reaction mixture contained a buffer of
PCR 5X, dNTPs 10 mM, STRs 0.5 pM and Taq polymerase
5 U/ul. The cycling conditions were 95 °C/5 min. followed
by 35 cycles to 95°C/5 min., 55°C/30s, 72°C/30seg. and
a final extension to 72°C/5 min. The amplicons obtained
were analyzed by capillary electrophoresis in a 310 ABI-
-Prism and interpreted in accordance with Fig. 1.

The transfer was made in a subsequent cycle to the stimu-
lation cycle. The endometrium was prepared with estrogens
and progesterone. The only normal aCGH blastocyst was
warmed and transferred to the uterus after culturing for four
hours post thawing (Fig.2). The luteal phase was supple-
mented with estrogen and progesterone. The pregnancy test
was done 10 days post transfer, which was positive, and was
corroborated through a vaginal sonogram three weeks later.
The woman delivery, at 39 weeks of pregnancy, a normal
male child. The conventional karyotype in the blood of the
umbilcal cord corroborated the result obtained with the biop-
sy of trophoectoderm.

Table 1. Results of the biopsied blastocysts aCGH.

embryo # aCGH

46,XX
43,XX,-2,-5,-6,-18,+15

46,XY,+9,-10,-11,+13

52,XX,+2,+7,+12,+13,+18,+20

51,XY,+8,-9,+11,+12,+15,+16,+17,+18,-22

45,XX.-14,-19,+20

47,XX,+1,-17,+19

0| Nl |~ WN|-

44,XY,-2,+8,+9,-12,-13,-17,+20,-21

RESULTS

Table 1 shows the results of embryonic karyotypes
inferred by the aCGH. They all had multiple anomalies
with the exception of embryo # 1. The one with the
least anomalies had three and the ones with the most
had nine aneuploidies (see fig.1). All chromosomes
were involved in aneuploidies, with the exception of
chromosomes #3, #4 and the sex chromosomes.
Table 2 lists the alleles of the STRs linked to abnor-
mal chromosomes found in the aneuploid blastocysts
studied by fluorescent quantitative PCR (QF-PCR). The
alleles found revealed the parental aneuploidy origin,
and according to the allelic pattern, we could identi-
fy in which meiosis phase the error possibly occurred

AB A B A A
: ﬂ ﬂ | J |
Mother | | |
D B cC A D c Ia
J ‘| 1l ] 111
Embryd_ | 1/}
Grul:D c D c D
11 | | | |
Father I || 1 1
1 2 3

Figure 1. Schematic representation of quantitative fluores-
cent PCR (QF-PC) using a polimorphic marker (STR) linked
to a particular chromosome.

When both members of the couple have different alleles for
a given STR, one can identify the parental origin of aneu-
ploidy and furthermore infer in which meiotic anaphase
the error occurred, assuming non allelic exchange. In
column 1 a normal meiotic division is represented, where
each parent contributes a single allele of the STR, the B of
the mother and the D of the father (pattern 1:1). Column
2 represents a meiotic error occurred in the first division
of the spermatocyte in which the father contributed two
alleles of the STR, the C and D, and the mother with the
A allele (trisomy of paternal origin that occurred in the
first meiotic division, pattern 1: 1: 1). Column 3 repre-
sents a meiotic error that occurred in the second division
of the oocyte, in which the mother contributed with two
equal chromosomes with the A allele (isodisomy) and the
father with the chromosome having the allele C (trisomy
of maternal origin originated in the second meiotic divi-
sion of the oocyte, pattern 2: 1).
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Figure 2. Blastocysts with a normal and an abnormal aCGH

(A) The aCGH performed in the removed herniated trophectoderm cells shows a female normal karyotype.
(B) The aCGH performed in the removed herniated trophectoderm cells shows nine aneuploides. Seven of them are triso-
mies of chromosomes 8, 12, 15, 16, 17, 18, and two are monosomies of chromosomes 9 and 22.

with the exception of the alleles of the STR of chro-
mosome 15 (embryo # 2), 7-18 (embryo # 4), 15
(embryo # 5) and the 19 in the # 7 embryo, as well as
the abnormalities of chromosome 17 (see fig.2).

The origin of the embryonic aneuploidies detected with the
aCGH is summarized in table 3. It can be seen that both
members of the couple contributed disomies produced by
probable errors in both parents during meiosis, but there
were no paternal nullisomies.

DISCUSSION

It is known that with the increasing age of women, the
ovarian follicular reserve is reduced and/or the response
to ovarian stimulation becomes inadequate. The couple,
due to their age, had a high chromosome risk during
fertilization, mainly because of the oocyte aneuploidies.
We can say that the patient, despite her age, still has a
good follicular reserve with a good response to ovarian

JBRA Assist. Reprod. | V. 16 | n°5 | Sep-Oct / 2012

stimulation. The women’s response has not been compro-
mised yet since two cycles of stimulation produced eight
blastocysts. However the intrinsic quality of majority of
the oocytes was compromised, as well as the sperma-
tozoa that gave origin to the embryos. Out of the eight
achieved blastocysts, only one had a normal aCGH. The
high rate of aneuploidy found in the present case report
has also been communicated by other authors (Alfarawati
S etal., 2011). It was widely accepted that the blastocyst
aneuploidy rate is much lower than in cleaved embryos.
However, the experience gained recently with aCGH in
blastocyst biopsy shows that there is a significant rate of
aneuploidy, which increases with the age of the woman
(Gutierrez-Mateo et al., 2011).

In the present study we have determined the paren-
tal origin of the aneuploid chromosomes and we are
trying to establish in which meiotic division the error
occurred, according to previous communications that
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Table 2. Informative STRs linked to abnormal chromosomes involved in the embryonic aneuploidies.

STRs chrom. aneu-

" D2S126 D5S2494 D6S510 D18S386 D15S386
ploides
Mother M1/M2 M1/M2 M1/M2 M1/M2 M1/M2
Father P1/P2 P1/P2 P1/P2 P1/P2 M1/P2
Embryo #2 P1 P2 P2 P1 uninformative
STRs Chrom. aneuploides D9S166 D10S1248 THO1 D13S258
Embryo #3 M1/P1/P2 P2 P2 M1/M2/P1
STRs Chrom. aneuploides D2S1338 D7S820 D12S391 D13S258 D18S391 D20S916
Embryo #4 M1/P1/P2 uninformative M1/P2/P2 M1/M1/P1 uninformative M1/M1/P1
STRs Chrom. aneuploides D8S1179 D9S176 THO1 D12S2078 D15S643 D16S539 D18S386 D22S1045
Embryo #5 M1/M2/P2 P2 M1/M1/P2 M1/P1/P2 uninformative  M1/P1/P2 M1/P1/P1 P1
STRs Chrom. aneuploides D14S1434 D14S1434 D20S478
Embryo #6 P2 P1 M1/M2/P2
STRs Chrom. aneuploides D1S1656 D19S219
Embryo #7 M1/P1/P2 uninformative
STRs Chrom. aneuploides TPOX D8S1179 D9S302 VWA D13S317 D20S481 D21S11
Embryo #8 P2 M1/M2/P2 M1/P1/P2 P2 P1 M1/M2/P1 P2
Table 3. Summary of the origin of the aneuploidies. Table 4. STRs linked to aneuploid chromosomes
Maternal -
embryo # STRs
trisomy Paternal trisomy ry
# Maternal
Embryo 1:1:1 2:1 1:1:1 2:1 monosomy 1 D1S1656; D1S3721
Allelic Allelic Allelic Allelic
pattern  pattern  pattern  pattern 2 TPOX; D2S1338; D25126; D2S5172
2 Chgs 12é5, 5 D55818; D5D2494; CSF1PO
3 Chr 13 chr9 Chrs 10, 11 6 D6S1609; D6S510
a Chr25013, Chr 2 Chr 12 7 D7S820
8 D8S1179; D8S1179
5 Chr8 Chrii Chrlsslz' Chri8  Chrs 9, 22
9 D9S176; D9S302; D9S199; D9S162
6 Chr 20 Chrs 14, 19
7 Chr1 10 D10S1248; D10S1213; D10S1435
Chrs Chrs 2, 12, 11 THO1
8 8, 20 chro 13, 21
12 D12S391; D12S2078; VWA
The proportion of oocytes and spermatozoa with probable disomies
in meiosis I was equal. The monosomies could also be meiotic or 13 D13S258; D13S317; D13S631
post fertilization; but since they all were of maternal origin, they
most likely occurred in meiosis II post ICSI procedure. 14 D14S1434; D14S128
15 D15S643; D15S211; D15S201; Penta E
used QF-PCR fqr aneuploidy screening (Katz-Jaffe MG 16 D165539; D165539
et al., 2004; Diego-Alvarez et al., 2005; Machatkova
M, et al., 2005; Diego-Alvarez et al., 2006; Fiorentino 18 D18S391; D18S386; D18S461; D18S51
etal., 2010; Vahad et al., 2010). We used STRs linked
to chromosomes with numerical abnormalities, similar 19 D195433; D195219; D195559
toithose used in te_sts for paternity .(see table 4). 20 D20S916; D20S478; D20S481; D20S470
Without doubt this methodology is a good tool to
determine the parental origin of the aneuploidies, but 21 D21S11; Penta D
its use to deterrmine if the error occurred in the first
22 D22S1045; D22S280; D22S423

or second meiotic division is controversial.
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If one assumes that non allelic exchanges occurred
between chromatids and the mechanism of malsegre-
gation is the classical non disjunction, one can infer
in which division the error occurred. But if the malse-
gregation is due to a precocious separation of sister
chromatids, we can not affirm in which meiotic divi-
sion the error occurred. If no allelic exchanges occu-
red, the allele pattern 1:1:1 indicates that the trisomy
was caused by a malsegregation during anaphase I,
by classical non disjunction or by a premature sepa-
ration of one chromatid (see fig. 3 and 4). On the
other hand, if an allele exchange occurred, the pattern
1:1:1 may indicate an error in the first anaphase, by
non-disjunction or premature separation of sister
chromatid, or by non disjunction during the second
meiotic division (see fig 3, 4, 5 and 6). When the
trisomy shows an allele pattern 2:1 several mecha-
nisms may explain the pattern: 1) a non disjunction
during second meiotic anaphase without alleles inter-
changed , 2) a non disjunction after fertilization and
3) a precocious separation of sister chromatid with or
without alleles interchanged (see fig. 4, 5, 6 and 7).
Taking into account the aforementioned limitations, a
way to bypass them is through the use of several STRs
to determine in which division the error occurred. In
the present study, the use of polymorphic markers of
aneuploid chromosomes allowed us to identify most
of the maternal or paternal origin of aneuploidy as
described in Fig.1. In some embryos, it was not possi-
ble to identify the aneuploidies of chromosomes 7, 15,
18 and 19 because the results were inconclusive. The
study of chromosome 17 was not possible because of
the lack of an informative marker.

All aneuploid embryos had several trisomies coexisting
with monosomies, except embryo # 2 which did not
have any trisomies but instead four monosomies, and

embryo # 7 that only showed a trisomy. As you can
see in table 3, embryo # 2 presented four (2, 5, 6 and
18) monosomies of maternal origin; embryo # 3 had a
maternal trisomy of chromosome 13 with a 1:1:1 alle-
lic pattern, a paternal trisomy 9 with an allelic pattern
1:1:1 and two monosomies (10 and 11) of maternal
origin. Embryo # 4 presented a maternal trisomy 13
and 20 with an allelic pattern 2:1, a paternal trisomy
2 with a 1:1:1 pattern and a paternal trisomy 12 with
a pattern 2:1. Embryo # 5 showed a maternal trisomy
8 with a 1:1:1 allelic pattern, a maternal trisomy 11
with an allelic pattern 2:1, a paternal trisomy 12 and
16 that presented an allelic pattern 1:1:1, a pater-
nal trisomy 18 with an allelic pattern 2:1 and the
monosomies 9 and 22 of maternal origin; embryo # 6
showed a maternal trisomy 20 with an allelic pattern
1:1:1 and two monosomies of maternal origin (chro-
mosomes 14 and 16) ; embryo # 7 showed a trisomy
1 of paternal origin with an allelic pattern 2:1; and
embryo # 8 showed maternal trisomies 8 and 20 that
presented a 1:1:1 allelic pattern, a paternal trisomy
9 with an allelic pattern 1:1:1, and four monosomies
of maternal origin ( chromosomes 2, 12, 13 and 21).
The coexistence of trisomies and monosomies could
be attributed to the increased susceptibility of the
aneuploid zygotes, producing more mitotic errors than
normal zygotes or, due to suboptimal conditions of in
vitro development, from fertilization to the blastocyst
stage or an inadequate competence of the oocyte cyto-
plasm. While clinical embryologists always overesti-
mate that the IVF laboratory suboptimal conditions
are the cause of aneuploidies, we should not forget
that most of the chaotic abnomalities are found in
dismorphic or arrested embryos. In spite of our study
being performed on blastocysts, the majority of the
embryos had chaotic chromosomic abnormalities.
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Figure 3. Non-disjunction during meiosis I of the oocyte with (I) and without (II) alleles interchanged

The oocyte is disomic (retains the two chromosomes), while the first polar body is nullisomic.

To the left (I) is shown an allelic exchange. When the oocyte is penetrated by sperm and resumes the meiosis II, three possibilities
of segregation can occur: A: B (or B: A), A: A and B: B, which originate an allelic pattern 1:1:1 or 2:1 in the zygote, respectively.
To the right (II) meiosis I nondisjunction without allelic exchange is observed. When the oocyte resumes the meiosis II
generates a disomic oocyte (A:B), which leads a 1:1:1 trisomic zygote.
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Figure 4. Premature separation of sister chromatids with alleles exchanged during prophase I.

The diagram illustrates the four possibilities of segregation during meiosis I and then six possibilities of segregation during the
second meiosis for every primary oocyte. Three of the ova correspond to an euploidy rescue, which originate a normal euploid
zygotes; two disomic secondary oocytes with an allelic pattern 1: 1, which lead a trisomic zygotes with a 1:1:1 allelic pattern;
and finally a disomic ovum, but with a double dose of only one allele, which originates a trisomic egg with a 2:1 allelic pattern.
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Figure 5/ final part I
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Figure 5: Precocious separation of sister chromatids without alleles exchanged during meiosis 1

The diagram illustrates the four possibilities of segregation during meiosis I and then the 24 possibilities of segregation during the
second meiosis for every primary oocyte. Twelve ova correspond to an euploidy rescue, which lead a normal euploid zygotes,
eight disomic ova with an allelic pattern 1:1, which originate a trisomic zygotes with a 1:1:1 allelic pattern; and four also disomic
but with a double dose of only one allele, which create a trisomic zygotes with a 2:1 allelic pattern.
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Figure 6: Non-disjunction during the second meiotic division of the oocyte with (I) or without (II) alleles interchanged.
When the oocyte resumes the meiosis II, the gamete retains the two chromatids (Isodisomic) and the second polar body is nulliso-
mic. On the left side (I), an allelic interchange has occurred (between alleles A and B), so the zygote will present an allelic pattern
1:1:1. On the right side (II), the alleles exchange doesn’t occur and the zygote allelic pattern observed will be 2:1.
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Figure 7: Mitotic Division Post Fertilization

Column 1 shows a normal mitotic division that has a STR alle-
le from each parent (A:C). A non disjunction is represented
in column 2, having two chromosomes of the same parent,
similar to an error in meiosis II (without alleles exchange),
originating an allelic pattern 2:1 (A:A:C).

Another surprising fact was that all monosomies found
were from maternal origin.

Such monosomies could be originated by a premature
separation of maternal chromatids (fig.8) as well as
the result of post fertilization errors. Since absent
chromosomes corresponded to the woman, and in the
present case the IVF procedure was an ICSI, we can
also speculate that the monosomies could be origina-
ted during the second meiotic division of the oocyte as
a result of the ICSI “trauma”.
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It is well recognized that most of the autosomic triso-
mies are from maternal origin, while most of the sex
chromosomes anomalies are from paternal origin
(Martin RH and Rademaker AW, 1992; Hassold et al.,
1996; Freeman et al., 2000). In this case no sex chro-
mosome abnormalities were identified and several
autosomic trisomies were found.

The reason for this communication was to show the
equal contribution of parental aneuploidies in most
blastocyst studied. There are contradictory papers
about the increase risk of aneuploidies with the advan-
ced paternal age. The majority of the authors suggest
that the rate of aneuploidy in spermatozoa is not related
to age but rather to the spermatozoa quality (Wiener-
-Megnazi Z et al., 2012; Martin RH et al., 1995). The
patient at the time of ICSI was 46 years old and the
only altered semen parameter was motility, presumably
due to bilateral varicocele. Seven out of the eight blas-
tocysts originated by the couple had chaotic aneuploi-
dies (87.5%). In five of seven blastocysts the anoma-
lies were from paternal origin and four of them were
probably originated during the meiosis I.

The high percentage of aneuploidies found may be due
to; the advanced age of both members of the couple,
to a chromosomal instability, to a meiotic mutation in
the male which contributes to a higher rate of non-
-disjunction, to suboptimal conditions of in vitro deve-
lopment or to the ICSI per se that could promote the
loss of chromosomes during anaphase II.

It is very difficult to speculate with the experience of
a single case, but the significant paternal contribution
found in this report should make us consider the single
indication of oocyte or sperm donation in couples more
than 40 year old.



PGD by aCGH and QF-PCR in a Couple with Recurring Aneuploidies - Mondadori A.G. et all.

Al Al e
L
B

o Y Yo

@©

Figure 8: Monosomies originated by Premature separation of sister chromatids
The diagram illustrates the two possibilities of segregation during meiosis I and then the two possibilities of segre-
gation during the second meiosis for every primary oocyte. Two ova result nullisomic and two euploids.
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FEVEREIRO

04 de fevereiro

Simpdsio: Avangos na Medicina
Reprodutiva - Interagdes

da clinica com o laboratério

Local: Hotel Windsor Barra -

Rio de Janeiro - RJ

Apoio: SGORJ E SBRA

e-mail: ginecologista@cmb.com.br

ABRIL

11 a 14 de abril

V Congresso Mineiro de Ginecologia
e Obstetricia/ XVII Congresso de
Ginecologia e Obstetricia da Regido
Sudeste/ III Colpominas
Realizagdo: SOGIMIG

Local: Centro de Convengdes
Expominas - Belo Horizonte/MG
Informacoes e inscrigdes:

(31) 3291-9899
www.cmgo2012.com.br

21 a 24 de abril

ASA 37th Annual Meeting - American
Society of Andrology

Hilton Tucson El Conquistador /
Tucson, Arizona

www.asa.org

MAIO

17 a 20 de maio

The 2nd International Congress
on Cardiac Problems

in Pregnancy (CPP 2012)

Local: Berlin - Germany
WWW.Cppcongress.com

23 a 25 de maio

38° Congresso Pernambucano
de Ginecologia e Obstetricia
Local: Centro de Convengoes -
Olinda - PE

Realizagdo: SOGOPE
secretaria@sogope.com.br
http://www.sogope.com.br

24 a 26 de maio

VII Congresso Brasileiro

de Climatério e Menopausa
Realizagdo: SOBRAC - Associagdo
Brasileira de Climatério

Local: Sdo Paulo — SP (Centro de
Convengoes Frei Caneca)
WWww.menopausa.org.br

30 de maio a 01 de junho

19° Congresso Espirito Santense
de Ginecologia e Obstetricia
Realizagdo: SOGOES
Www.sogoes.com.br

JUNHO

07 a 09 de junho

XXXVI Congresso de Ginecologia e
Obstetricia do Rio de Janeiro

Local: Centro de Convengdes
Sulamérica - Av. Paulo de Frontin, 1 -
Cidade Nova - RJ

Realizagdo: SGORJ
sgorj@sgorj.org.br

13 a 16 de junho

I Congresso Goiano

de Ginecologia e Obstetricia
22° Congresso de Ginecologia e
Obstetricia do Brasil Central

da FEBRASGO

IV Congresso Internacional de
Ginecologia e Obstetricia de Goias
372 Jornada Goiana

de Ginecologia e Obstetricia
Local: Centro de Convengdes
de Goiania - Goias
ginecologia@sggo.com.br

27 a 29 de junho

450 Congresso de Ginecologia e
obstetricia do Distrito Federal,

69 Congresso Internacional de
Ginecologia e Obstetricia do DF e

10 Congresso Internacional de
Controvérsias em Ginecologia e
Obstetricia do DF

Local: Centro de Convengdes Ulysses
Guimardes - Brasilia - DF
www.sgob.com.br

28 a 30 de junho

XII Congresso Brasileiro de Ginecologia
e Obstetricia da Infancia e Adolescéncia
Local: Maksoud Plaza Hotel,

em Sao Paulo, SP
http://www.sogorn.com.br

JULHO

1 a4 dejulho

28th Annual Meeting - ESHRE 2012 -
Istanbul, Turkey.

European Society of Human
Reproduction and Embryology
www.eshre.org

18 a 21 de julho

119 Congresso Brasileiro de
Videocirurgia

Local: Windsor Barra Hotel -

Rio de Janeiro - RJ

e-mail: congresso@sobracil.org.br
www.sobracil.org.br/congresso

26 a 28 de julho

XI Congresso Sul Brasileiro de Urologia
Hotel Infinity Blue — Recanto das Aguas
na cidade de Balneario Camborill - SC.
WWW.praxis.srv.br
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AGOSTO

15 a 18 de agosto de 2012

XXII Congresso Brasileiro

de Citopatologia

Local: Mar Hotel - Recife - PE
http://www.xxiicbc2012.com.br/

22 a 25 de agosto

XVI Congresso Brasileiro de Reprodugao
Assistida Sofitel Jequitimar Guaruja
http://www.sbra2012.com.br/

SETEMBRO

14 a 17 de setembro

63rd Annual Meeting of the German
Society of Urology (DGU)

Hamburg - Germany
Organisation:INTERPLAN
E-mail:2011@dgu.de
Website:www.dgu-kongress.de/index.
php?id=571

OUTUBRO
7 a 12 de outubro

XX FIGO WORLD CONGRESS OF
GYNECOLOGY AND OBSTETRICS
http://www.figo2012.org/fellowship/

10 a 14 de outubro

X1V Simpdsio Brasileiro de Patologia do
Trato Genital Inferior e Colposcopia

e V COLPOVIX

Local: Centro de Convengdes

de Vitéria - ES

Realizagdo: SOGOES
http://www.sogoes.com.br

26 a 26 de outubro

84th Congress of the SIU -
Rome - Italy
E-mail:info@siu.it
Website:www.siu.it

25 a 27 de outubro

190 Congresso Baiano

de Obstetricia e Ginecologia
Local: Bahia Pestana Hotel
Realizagdo: SOGIBA
http://www.sogiba.com.br/

28 a 31 de outubro

XVI Congresso Sul-Brasileiro de
Ginecologia e Obstetricia

I Jornada Sul-Brasileira de Mastologia
Costao do Santinho

Resort - Floriandpolis
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