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INFORMAGOES GERAIS

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

2. Artigos submetidos ao J Bras Rep Assist devem ser inéditos,
isto é, ndo devem ter sido publicados nem submetidos para
analise por outras revistas, no todo ou parcialmente. 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 InstrugGes para Autores do J Bras Rep Assist incorporam
as recomendagdes dos Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals. A versao completa do texto
esta disponivel em www.icmje.org. Manuscritos que estive-
rem em desacordo com as instrugdes aqui apresentadas serao
devolvidos para a incorporagdo de ajustes antes da avaliagdo
pelo Conselho Editorial.

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

5. O numero de autores de cada manuscrito fica limitado
a seis. O conceito de co-autoria implica contribuicdo subs-
tancial na concepgdo e planejamento do trabalho, andlise e
interpretacdo dos dados e redagao 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 Organizacdo Mundial
da Saulde 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 nimero de identificagdo do estudo
devera ser apresentado ao final do resumo.

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

Instrugdes para Autores

8. Antes da publicacdo dos artigos aceitos, os autores
correspondentes receberdo, via e-mail, em arquivo PDF, o
artigo editorado para aprovagao. Nessa fase, as corregdes
devem limitar-se a erros tipograficos, sem alteracdao do
conteldo 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 expe-
rimentais ou observacionais de carater médico, bioldgi-
co, bioquimico e psicossocial e incluem andlise estatistica
descritiva e/ou inferéncias de dados proprios. Esses arti-
gos tém prioridade para publicagdo. Devem ser compostos
de: pagina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract e
keywords, texto (dividido nas segGes Introdugdo, Métodos,
Resultados, Discussao ou equivalentes, Conclusdes), agra-
decimentos (se aplicavel), lista de referéncias (maximo de
40), tabelas (se houver), legendas de figuras (se houver) e
figuras (se houver).

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

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

Relatos de caso. Artigos que representam dados descriti-
vos de um ou mais casos, explorando um método ou proble-
ma através de exemplo(s). Os casos escolhidos devem ser
de grande interesse, com 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 secbes
Introdugdo, Descrigdo do caso e Discussdo ou equivalentes),
lista de referéncias, legendas de figuras (se houver) e figu-
ras (se houver).

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

PREPARAGCAO DOS ORIGINAIS

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

Siglas devem ser definidas por extenso na primeira ocorréncia
no texto; apos 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 apresentagdo de unidades de medida deve seguir o sistema
internacional (SI).

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

A pagina de rosto deve conter:

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

- Titulo resumido (maximo de 40 caracteres)

- Nomes dos autores

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

- Nome da instituicdo onde o trabalho foi executado

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

- Congressos onde o estudo foi apresentado

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

RESUMO E ABSTRACT

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

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

AGRADECIMENTOS

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

REFERENCIAS

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

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

1. Artigo de periddico

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

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

3. Capitulo de livro

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

4. Artigo de revista eletrénica

Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the
ANA acts in an advisory role. Am J Nurs [revista eletrnica].
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 inter-
ventions: a meta-analysis of behavioral change outcomes. J
Med Internet Res. 2004;6(4):e40. Disponivel em: http://
www.jmir.org/2004/4/e40/. Acessado: 29/11/2004.

6. Site

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

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

TABELAS E FIGURAS

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

Nas tabelas, deverdo ser utilizadas apenas linhas horizontais,
e cada dado deverd constar em uma célula independente.
ExplicagOes sobre itens das tabelas devem ser apresentadas em
notas de rodapé identificadas pelos seguintes simbolos, nesta
sequéncia: *,t, #, §, || 9,** 1 #+.

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

Figuras podem ser submetidas eletronicamente, nas extensées
.jpg, .gif ou .tif, com resolugdo minima de 300 dpi (para possi-
bilitar uma impressdo 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 nimero da figura e uma
seta indicando o lado para cima.

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

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

ENVIO/SUBMISSAO DE ARTIGOS

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

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

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

Av. das Américas, 4666, salas 312/313

CEP 22649-900 - Rio de Janeiro, RJ

Fone: (21) 2430.9060

Fax: (21) 2430.9070

http://www.sbra.com.br
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Editorial

Curitiba recebe o XIII Congresso da SBRA

Durante o Congresso Brasileiro de Reprodugdo Assistida, realizado em agosto de 2008, em Sdo Paulo, a SBRA escolheu
a cidade de Curitiba para sediar o XIII Congresso Brasileiro de Reprodugdo Assistida, o qual sera realizado de 27 a 29 de
agosto de 2009.

Temos certeza que, como nos congressos anteriores, o de Curitiba também dard uma contribuicdo decisiva no sentido
de permitir que, colegas de todo o pais e de paises vizinhos, possam rever e aprender desde os conceitos basicos até as
mais recentes descobertas cientificas e tecnoldgicas destinadas a traduzir em realidade a esperanca de casais inférteis
que buscam o sonho de gerar um filho através da evolugdo da Medicina. Para isso, toda a Comissdao Organizadora do
Congresso sabe que tem imensa responsabilidade. E é por isso que ndo vem medindo esforgos com o objetivo de elaborar
uma criteriosa e selecionada programacao cientifica, com rico contetdo cientifico.

Além de importantes convidados nacionais, o Congresso de Curitiba serd pontuado especialmente, pela presenga de
renomados convidados internacionais. Entre eles, jé confirmaram presenca: Dr. Renato Fanchin (Franga), Dr. Klaus Wiemer
(EUA), Dr. Patrick Quinn (EUA), Dra. Wana Popal (EUA).

Levando em conta o perfil multidisciplinar do Congresso, estamos empenhados, da mesma forma, em reunir os mais
experientes profissionais das diversas areas envolvidos com a problematica dos casais inférteis. Esses e outros temas serdo
abordados por meio de cursos pré-congresso, conferéncias e mesas redondas. E poderdo ser apresentados, igualmente,
através de posteres e trabalhos orais.

Temos, além desses motivos, mais razes para acreditar que nosso Congresso sera um sucesso. Um deles diz respeito ao
local onde sera realizado: o Estacdo Embratel Convention Center, um moderno e espagoso complexo, que foi considerado
entre 2005 e 2007 como o melhor centro de convencgdes do Brasil. O outro é nossa cidade.

Curitiba é uma cidade com mais de 2 milhdes de habitantes, e excelente infra-estrutura, que teve seu desenvolvimento
fortemente influenciado pela imigragdo italiana, alema, polonesa, arabe entre outras. Essa diversidade se mantém
presente na gastronomia, religido, arquitetura e nos costumes da cidade - fatores que a fizeram receber, em 2003, o titulo
de Capital Americana da Cultura. Modelo de desenvolvimento urbano para o mundo, Curitiba € uma cidade com extensa
area verde, além de famosos atrativos turisticos.

Agende-se que Curitiba e o Congresso Brasileiro de Reprodugao Assistida o aguardam de bragos abertos.

Dr. Lidio Jair Ribas Centa
Presidente do XIII Congresso Brasileiro
de Reproducdo Assistida

10



Artigo Orginal

Estudo comparativo entre meio GV e IVF™

no cultivo de embrides

Comparative study between GV and IVF media for embryo culture

Carlos Gilberto Almodin 1, Vania Cibele Minguetti CaAmara !, Condesmar Oliveira Marcondes 2, Raul Nakano 3,

Alvaro Pigatto Ceschini 4

1- Materbaby Reprodugdo Humana - Maringa - PR.
2- Nucleo de Reproducdo Humana - Santos - SP
3- Ferticlin - Sdo Paulo — SP

4- Feliccita- Reproducdo Humana - Curitiba - PR.

Trabalho realizado na Materbaby Reproducdo Humana - Maringa - PR.

RESUMO

Objetivo: Comparar a taxa de fertilizagdo,
desenvolvimento embrionario, gestacdo e implantagédo
na utilizacdo de meios de cultivo GV e IVF.

Pacientes e métodos: Dos 46 ciclos iniciados, 32
tiveram ovocitos cultivados tanto em meio IVF™ quanto
em meio GV com 10% de SSS (Grupo I). Os outros 14
ciclos utilizaram apenas o meio IVF™ (Grupo II). No grupo
I, dos 190 ovdcitos fertilizados, 96 foram colocados em
IVF™ e 94 em meio GV com 10% de SSS.

Resultados: A taxa de fertilizagdo no grupo I foi de 81%,
sendo que 83% dos embriGes tinham mais de 6 células
e 56% destes tinham menos de 20% de fragmentagao
no terceiro dia pds-fertilizagdo. No grupo II a taxa de
fertilizacdo foi de 81%, sendo que 82% dos embrides
tinham mais de 6 células e 62% tinham menos de 20% de
fragmentagdo no terceiro dia pos-fertilizacdo. A taxa de
implantacdo e gestagdo foi similar em ambos os grupos.
Conclusdo: Ndo houve diferenca estatistica entre a
utilizagdo dos meios IVF ou GV no cultivo de embrides.

Palavras-chave: fertilizacdo in-vitro, cultura, meios de
cultivo

ABSTRACT

Objective: The aim of this paper was to compare
fertilization, embryo development, pregnancy and
implantation rates when embryo culture with GV or IVF
media is used.

Patients and methods: From 46 initiated cycles, 32 had
oocytes cultured either with IVF™ or GV medium with SSS
10% (Group I). The other 14 cycles were cultured with

IVF™ medium (Group II). In Group I, 190 oocytes were
obtained, among which 96 were cultured in IVF™ and 94
in GV medium with SSS 10%. In Group II, 56 oocytes
obtained that were culture in IVF™ medium.

Results: Among 190 oocytes from Group I, 154
developed into embryos (81%), and in Group II, from 56
oocytes, 45 developed into embryos (80%). In Group I
128 embryos (83%) had more than 6 cells on day three
after fertilization, and 86 embryos (56%) had less than
20% of fragmentation. In Group II, 37 embryos (82%)
had more than 6 cells on day three after fertilization and
28 embryos (62%) had less than 20% of fragmentation.
The pregnancy and implantation rates were similar for
both groups.

Conclusion: There were no statistically significant differences
in the use of IVF or GV media for embryo culture.

Keywords: In vitro-fertilization, culture, culture media

INTRODUCAO

A insatisfagdo dos servicos de Reprodugdao Humana
com relagdo as taxas de gestacdo obtidas tem mantido
pesquisas entre as varias etapas da fertilizagdao in-vitro.
Os meios de cultivos tém sido avaliados e modificados
exaustivamente com o intuito de melhorar estas taxas.
Nos primérdios deste tipo de tratamento o interesse inicial
foi identificar as substancias na composicdo dos meios
que pudessem ter algum efeito deletério (Nagata et al.
1993; Bastias et al. 1993) e, ao mesmo tempo avaliar
possiveis componentes que poderiam melhorar o cultivo
(Adler et al. 1993; Pool and Martin 1994). A manutencdo
dos embriGes em laboratdrio que a principio era de dois
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dias tem sido estendida para trés e até cinco dias na
tentativa de que os meios pudessem ajudar a selecionar
os melhores embrides e melhorar o sincronismo com
o endométrio (Tucker et al. 1996; Desai et al. 1996;
Yeung et al. 1992). A fonte protéica que era obtida de
soro de corddao umbilical, passou a ser obtida do soro de
sangue periférico da mae, depois optou-se pelo uso do
soro sintético e atualmente, pela soro albumina humana
(Hargreaves et al. 1995; Weathersbee et al. 1995;
Yeung et al. 1992; Zhang et al. 2007; Check et al. 1995;
Jee et al. 2008; Check et al. 1995). A mensuragdo de
substancias produzidas pelo embrido tem sido utilizada
também com intuito de entender melhor as necessidades
metabdlicas destes (Check et al. 1995; Best et al. 1994;
Yeung et al. 1992; Vergouw et al. 2008; Check et al.
1995). O cultivo dos embrides com outro tipo celular tem
sido aplicado por varios centros na busca de melhoria
nas condigdes de cultura (Johnson et al. 2007; Koivisto
et al. 2004; Spandorfer et al. 2004; Fabbri et al. 2000;
Check et al. 1995). Entretanto, a avaliagdo comparativa
entre os varios meios (Lane and Gardner 2007; Aoki et
al. 2005; Oatway et al. 2004; Gardner 2000; Ben Yosef
et al. 2001; Van Langendonckt et al. 2001; Schoolcraft
and Gardner 2001; Check et al. 1995) ndo tem levado a
consenso quanto a melhor formulagdo. Apesar de todas as
modificagdes nenhum meio de cultivo tem oferecido taxas
de gestagao significantemente diferentes. No entanto,
ha consenso de que as condicdes de armazenagem,
transporte e ambiente de cultivo sdo essenciais para
termos bons resultados. (Lane et al. 2008; Lane and
Gardner 2007; Gardner et al. 2005; Aoki et al. 2005;
Mikkelsen 2005; Gardner 2000; Van Langendonckt et al.
2001; Check et al. 1995). O objetivo deste trabalho é
comparar os resultados obtidos no cultivo de embrides
com meio desenvolvido no Brasil e meio importado ja
consagrado no mercado.

MATERIAIS E METODO

Pacientes

Este estudo envolveu pacientes com idade entre 25
a 41 anos, durante o periodo de abril a setembro de
2008, que procuraram o servigo de reproducao assistida
da Materbaby-Reprodugdo Humana, e apds avaliagdo
tiveram indicagdo de tratamento com fertilizagdo in-vitro.
As pacientes que concordaram em participar do estudo
receberam consentimento esclarecido e informado,
e foram randomizadas em dois grupos: aquelas que
tiveram metade de seus embrides cultivados em meio
GV (Ingamed, Maringd, Brasil), e a outra metade no
meio IVF™ (Vitrolife, Kungsbacka, Sweden), escolhidos
aleatoriamente - Grupo I, e aquelas cujos embrides
foram cultivados somente no meio IVF™ - Grupo II.

A hiperestimulagdo ovariana das pacientes foi iniciada
com o bloqueio hipofisario com acetato de leuprolide
(Lupron; TAP Pharmaceutical, Abbot Laboratories,
Chicago, U.S.A.), como agonista de GnRH (0,15 ml/
dia), iniciado entre o vigésimo primeiro ao vigésimo
terceiro dia do ciclo menstrual até o inicio da mestruacdo
seguinte. No segundo dia da menstruacdo o acetato de

leuprolide era reduzido para 0,05 ml/dia, e iniciava-se o
FSH recombinante (Gonal®, Serono) em dose que variou
de 150 a 300UI/dia, a critério clinico, por no minimo sete
dias. O crescimento folicular foi monitorado pelo ultra-
som endovaginal e gonadotrofina coriénica humana
(HCG; 10.000 IU; Choriomon; Meizler-Sdo Paulo) foi
administrada quando pelo menos trés foliculos com pelo
menos 20 mm de diametro foram observados.

Fertilizagdo in-vitro e cultivo embrionario

Os ovocitos foram aspirados 34-36 horas apds a injecao
de HCG usando puncgdo ovariana transvaginal guiada
por ultra-som. Os ovocitos colhidos foram lavados em
D-PBS (GIBCO Laboratories, Grand Island, NY, U.S.A.)
e transferidos para placas contendo meio de cultura
destinados a cada grupo e mantidos em incubadora
(Forma modelo 3159) a 37°C, com atmosfera contendo
5,5% de CO, e umidade de 97%.

O sémen foi preparado através de gradiente descontinuo
“SpermGrad™” (55 / 90%; Vitrolife, Kungsbacka,
Sweden). Nos casos de infertilidade por fator masculino os
ovocitos foram submetidos a injegdo intra-citoplasmatica
de espermatozoides (ICSI). Tal procedimento foi realizado
3 a 6 horas apos a coleta dos ovodcitos, quando estes
eram desnudados com o auxilio de hialuronidase (Irvine
Scientific, USA). Nos casos onde os parametros do sémen
eram considerados normais, de acordo com a Organizagao
Mundial de Saude, foi realizada a inseminacdo dos
ovécitos com 100.000 espermatozoides/ml.

Foi utilizado microscopio invertido Diaphot 300 (Nikon, Japan)
para ICSI, com contraste de fase Hoffman, sob aumento de
400X. O microscopio foi equipado com micromanipuladores
hidraulicos MMO-204D e injetores IM6 (Narishige, Tokyo,
Japan). O procedimento iniciava-se com a identificagdo,
imobilizagdo e aspiragdo de um Unico espermatozoide de
uma gota de polivinilpirrolidona a 10% (Irvine Scientific,
U.S.A.). O espermatozdide era, entdo, injetado no odcito,
mantido preso por uma pipeta de sustentagao.

No grupo I, depois da micro-manipulacdo os odcitos injetados
foram colocados em gotas de 50 pl de meio de cultivo sob
6leo mineral. A metade dos odcitos injetados foi colocada
em meio IVF™e a outra metade em meio GV com 10% de
soro sintético (SSS, Irvine Scientific, U.S.A.). Quando havia
numero impar de odcitos injetados, o meio IVF™ ficava com
um odcito a mais. A escolha dos pré-embrides colocados
em cada meio foi aleatdria, resultando em nimero diferente
de embriGes em cada meio apds observacao da fertilizagao
com 24 horas. No grupo II, as pacientes tiveram todos os
odcitos colocados em meio IVF™,

Quando se optou pela inseminagdo dos odcitos, no grupo
I, tal procedimento foi realizado em metade dos odcitos
no meio IVF™ e metade no meio GV aleatoriamente.
Quando havia numero impar de odcitos, o meio IVF™
ficava com um odcito a mais. Apds 18 a 22 horas, quando
a fertilizacdo era verificada, os embrides em pré-nucleo
foram transferidos para os mesmos meios frescos em
micro-gota. Nas pacientes do grupo II, a fertilizagdo
de todos os odcitos foi realizada em meio IVF™ e os
pré-embrides transferidos para o mesmo meio fresco
quando era checada a fertilizacao.
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Em todos os ciclos onde mais que seis odcitos foram obtidos,
apenas seis foram fertilizados, sendo o restante criopreservado
pelo método de vitrificacdo (Kuwayama, 2005).

A fase lutea foi suplementada com 50 mg/dia de
progesterona injetavel, iniciando no dia da captagdo
oocitaria. A dosagem do B-hCG (gonadotrofina corinica
subunidade beta) foi realizada no 14° dia apds a
transferéncia dos embrides. A taxa de implantagdo foi
definida somente apds batimento cardiaco presentes
apos a 13° semana pos-transferéncia.

A significancia estatistica foi estimada usando o teste
do y? Adotou-se o nivel de significancia de 0,05% (o =
5%). Niveis descritivos (P) inferiores a esse valor foram
considerados significantes.

RESULTADOS

Dos 46 ciclos iniciados, 32 tiveram ovdcitos cultivados
tanto em meio IVF™ quanto em meio GV com 10% de SSS
(Grupo I). Os outros 14 ciclos utilizaram apenas o meio
IVF™ na fertilizagao in-vitro (Grupo II). Os resultados de
taxas de fertilizacdo, clivagem, qualidade embrionaria,
implantagdo e gravidez clinica encontram-se na Tabela I,
nao tendo sido encontradas diferengas estatisticamente
significantes entre os 2 grupos, em nenhuma das
variaveis avaliadas. Dos 190 ovocitos fertilizados no
grupo I, 154 apresentavam 2 pré-nlcleos 18 a 22 hs apds
a fertilizacdo (81% de fertilizagdo) e no grupo II dos 56
ovacitos fertilizados, 45 tinham 2 prd-nucleos (80% de
fertilizacdo). No grupo I foram cultivados 154 embrides,
destes 128 tinham 6 ou mais células (83%) e 86 tinham
20% ou menos de fragmentagdo (56%). No grupo II
foram cultivados 45 embrides, sendo que 37 tinham 6
ou mais células (82%) e 28 tinham 20% ou menos de
fragmentacdo (62%). O nuimero médio de células dos
embrides no dia 3 de desenvolvimento do grupo I foi 6,95
e no grupo II 6,71. Dos 32 ciclos iniciados no grupo I,
16 engravidaram (50%). Destas 16, 1 abortou (6,2%).
Dos 130 embrides transferidos, 21 implantaram (16% de
implantacdo), e no grupo II dos 40 embrides transferidos,
10 implantaram (24%) de implantagdo.

No grupo I, dos 190 odcitos fertilizados, 96 foram
colocados em IVF™ e 94 em meio GV com 10% de SSS.
Dos 96 ovocitos colocados em IVF™ para fertilizacdo, 83
tinham proé-ntcleo 18 a 22 hs apos (86% de fertilizagdo)
e do 94 colocados em GV, em 71 foi observado 2
pré-nlcleos (76% de fertilizagdo). Apesar de ndo
significante, a comparacdo entre os meios quanto a
fertilizacdo mostrou resultado marginalmente significante
(p = 0,0055), indicando uma tendéncia de a taxa de
fertilizacdo do meio IVF ser maior do que a do meio GV. Os
embrides também foram avaliados quanto ao nimero de
células e fragmentacdo, ndo sendo evidenciada diferenca
estatisticamente significante na qualidade embrionaria
(tabela II). No meio IVF™ foram cultivados 83 embrides,
destes 70 tinham 6 ou mais células (84%) e 46 tinham
20% ou menos de fragmentagao (55%). Dos 71 embrides
cultivados em GV, 58 tinham 6 ou mais células (82%)
e 40 tinham 20% ou menos de fragmentagdo (56%).
O numero médio de células dos embrides no dia 3 de
desenvolvimento do IVF™ foi 7,05 e no GV 6,83.

Tabela I
Parametros GRUPO I GRUPO II P
N. de ciclos 32 14 —

Média de idade = DP 334+4,7 342+3,7 0,585

N. de odcitos fertilizados 190 56 -

Fertilizacdo (%) 154 (81%) 45 (80%) 0,368

N. embriGes cultivados 154 45 ---

N. de células (média + DP) 6,94 £ 2,04 6,71 + 1,86

> 6 células D3 (%) 128 (83%) 37 (82%) 0,795

< 20% fragmentagao (%) 86 (56%) 28 (62%) 0,560
N. embriGes transferidos 132 42 ==

Gravidez clinica (%) 16 (50%) 07 (50%) 1,000
Aborto (%) 01 (6,2%) 0 1,000
Implantagdo (%) 21 (16 %) 10 (25%) 0,205

Nas comparagdes entre os grupos I e II ndo foram encontradas
diferengas estatisticamente significantes entre eles em nenhuma das
variaveis analisadas (p > 0,05 em todas as analises).

Tabela II

Parametros IVF GV P
N. odcitos fertilizados 96 94 -
Fertilizagdo (%) 83 (86%) 71 (76%) 0,190
N. embrides cultivados 83 71 ---

N. de células

(média + DP) 7,05 +1,98 6,83 2,11

> 6 células D3

(% de embrides) A (40

58 (82%) 0,587

< 20% fragmentacgdo

(% de embrides) 46 (55%) 40 (56%) 0,909

Nas comparagdes entre os meios IVF e GV ndo foram encontradas
diferengas estatisticamente significantes entre eles em nenhuma das
variaveis analisadas (p > 0,05 em todas as analises).

DISCUSSAO

Ha poucas publicagbes recentes comparando os diferentes
tipos de meios de cultivo embrionario disponiveis, e
ainda ndo ha consenso quanto as melhores condicdes de
cultura quanto aos nutrientes para o embrido. Este estudo
comparou os resultados da utilizagdo de 2 meios de
cultivo até o dia 3 de desenvolvimento embrionario, pois,
apesar de a transferéncia em estagio de blastocisto ainda
ser uma boa alternativa para selecionar o melhor embrido
a ser transferido, hoje ja ndo é uma boa alternativa para
diminuir o nimero de embrides a serem transferidos. Com
0s avangos nas técnicas de criopreservagdo, atualmente
é uma boa opgdo a vitrificagdo de ovdcitos, pois evita
os problemas éticos relacionados ao congelamento de
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embrides, além de diminuir o nimero de embriGes a
serem transferidos.

O embrido, apdés o terceiro dia de desenvolvimento,
ja no periodo pods-compactacdo aumenta as taxas de
biossintese, assim como a capacidade respiratéria.
Durante a compactagao ocorre a formagao do primeiro
epitélio de transporte do concepto, quando o embrido
é capaz de controlar o gradiente i6nico ativamente e
regular seu meio interno. Assim, como o metabolismo
torna-se mais complexo a partir desse estagio, supde-se
que também as exigéncias em termos de nutrientes o
sejam. Muito se tem estudado em relagdo as exigéncias
metabdlicas dos embriGes apds esse periodo, mas,
infelizmente os meios de cultura disponiveis até o
momento para tal finalidade, conseguem que menos da
metade dos embriGes acabem chegando ao estagio de
blastocisto, inclusive em muitos casos a paciente ndo
tem nenhum embrido a ser transferido nesse estdgio.
(Gardner and Lane 2005)

Uma das mais polémicas discussGes com relagdo aos
meios de cultura até o momento é quanto a concentragdo
de glicose e, ao tipo de suplementagdo protéica, com
albumina ou soro sintético. Foi utilizado nesse estudo o
meio GV com soro sintético e altas taxas de glicose (5,5
mM), enquanto o meio IVF™ tem soro albumina humana
(HSA) e baixa taxa de glicose em sua composigdo. Nao
observamos diferencas na qualidade embrionaria, entre
os dois meios, nem na taxa de gravidez ou implantacao.
O efeito deletério da glicose ndo foi observado, ja que
as taxas de gravidez e implantagao ndo foram diferentes
entre os grupos.

Houve uma menor taxa de fertilizacdo, porém ndo
significante, quando se usou o meio GV. Nos casos de FIV
com IVF™a taxa de fertilizagcao foi 82% e nos casos com
GV a taxa foi 74%. Isso leva a acreditar que a diminuigdo
da glicose no meio ndo afeta a fertilizagdo, mesmo
através da inseminacdo, pois houve menor fertilizagdo no
meio com alta concentragdo de glicose (GV).

Na década passada varios autores concluiram que o
uso de soro sintético era mais eficiente que o uso de
albumina em promover o desenvolvimento embrionario
e implantagdo (Hargreaves et al. 1995; Weathersbee
et al. 1995), entretanto, poucos estudos recentes
comparando a utilizagdo de HSA ou soro sintético no
cultivo de embrides in-vitro tem sido relatados. Gémez
; Diez (2000), concluiram que o efeito da glicose sobre o
desenvolvimento in-vitro, depende da fonte de proteina.
Nao houve diferenga entre o uso dos dois suplementos,
mas nenhuma conclusdo pode-se ter, devido ao fato de
terem sido usados em meio diferentes. Mais estudos serdao
necessarios, trocando o suplemento dos dois meios.

Em conclusdo, ndo foi observado diferenga entre os
dois meios de cultivo embrionario em estudo, porém, o
fato de termos um meio fabricado no Brasil, deve ser
levado em consideragao quando pensamos na facilidade
de se adquirir e armazenar o produto. E necessario que
outros estudos sejam realizados, principalmente para
verificar a possibilidade de haver maior estabilidade nos
resultados, jé@ que os problemas inerentes & importagao
nao existirao.
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RESUMO

Objetivo: comparar os resultados obtidos através de
uma nova técnica de vitrificagdo de blastocistos com utili-
zagdo de palhetas convencionais aos resultados obtidos
com o congelamento lento de embrides no segundo e
terceiro dias de cultivo.

Métodos: cinqlienta e dois ciclos de vitrificagdo e
desvitrificagdo de blastocistos, os quais resultaram em
43 transferéncias (grupo 1), e 60 ciclos de congelamento
lento e descongelamento de embrides no segundo e
terceiro dias de cultivo, os quais resultaram em 51
transferéncias (grupo 2), foram realizados na Clinica
Pro-Criar / Mater Dei no periodo de janeiro de 2005 a
dezembro de 2007. As 94 transferéncias resultantes de
blastocistos vitrificados ou de embrides congelados foram
analisadas retrospectivamente.

Resultados: as taxas de implantagdo e gravidez foram
significativamente superiores no grupo 1 (34,7% e 48,8%)
emrelagdoaogrupo2(10,7%e 17,6%). Nao houvediferenca
estatisticamente significativa com relagdo as taxas de
implantagdo e gravidez de blastocistos vitrificados no quinto
ou sexto dia de cultivo. Também n&o houve diferenca entre
as taxas de implantagao e gravidez de embriGes congelados
no segundo ou terceiro dia de desenvolvimento.
Conclusdo: esta nova técnica de Vvitrificacdo de
blastocistos descrita no presente estudo apresentou
bons resultados de sobrevida, implantacdo e gestagdo
quando comparada a técnica de congelamento lento de
embrides no segundo e terceiro dias de cultivo. Estudos
prospectivos se fazem necessarios para se confirmar a
superioridade dessa nova técnica.

Palavras-chave: vitrificagdo, blastocisto, fertilizagdo in
vitro, criopreservagdo, congelamento lento.

ABSTRACT

Objective: compare the results of a new blastocysts
vitrification technique using conventional straws with the
results of day 2 and day 3 embryos slow freezing.
Methods: fifty-two cycles of blastocysts vitrification and
warming, which resulted in 43 transfers (group 1), and
60 cycles of day 2 and day 3 embryos slow freezing
and thawing, which resulted in 51 transfers (group 2),
were done at Pré-Criar / Mater Dei Clinic in the period of
January 2005 to December 2007. These 94 transfers of
vitrified blastocysts or frozen embryos had been analyzed
retrospectively.

Results: the implantation and pregnancy rates were
significantly higher in group 1 (34.7% and 48.8%)
compared to group 2 (10.7% and 17.6%). There was
no statistically significant difference of pregnancy and
implantation rates between blastocysts vitrified in the fifth
or sixth day. Also there was no difference of pregnancy
and implantation rates between frozen embryos in the
second or third day of development.

Conclusion: this new blastocysts vitrification technique
decribed in this study showed good results of survive,
implantation and pregnancy compared to the technique
of slow freezing of embryos in the second and third days
of culture. Prospective studies are needed to confirm the
superiority of this new technique.

Keywords: vitrification, blastocyst, in vitro fertilization,
cryopreservation, slow freezing.

INTRODUGCAO

O congelamento de embriGes é um procedimento
amplamente utilizado por clinicas de reproducao
assistida em todo o mundo. A principal indicagdo consiste
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no armazenamento dos embrides excedentes obtidos
através de um ciclo de fertilizagdo in vitro (FIV) que nédo
foram transferidos, possibilitando uma nova tentativa
de gravidez. Por outro lado, o congelamento de todos
os embrides produzidos em um ciclo de FIV estaria
indicado quando a paciente desenvolve a sindrome de
hiperestimulo ovariano (SHO) ou nos casos de risco de
perda da fungdo reprodutiva como, por exemplo, antes
de um tratamento quimioterapico.

Entretanto, apesar de ser utilizado ha mais de duas
décadas (Trounson & Mohr, 1983), o congelamento de
embrides ainda ndo apresenta os mesmos resultados
obtidos com a transferéncia de embriGes a fresco. O
principal problema se refere a formagdo de cristais de
gelo intracelulares, os quais podem levar ao rompimento
de blastbmeros e comprometimento da viabilidade
embrionaria.

A técnica mais utilizada é a de congelamento lento,
mas estudos recentes vém demonstrando bons
resultados obtidos através da vitrificagdo de embriGes,
particularmente em estagio de blastocisto (Choi et al.,
2000; Yokota et al., 2001; Reed et al., 2002; Mukaida et
al., 2003; Son et al., 2003; Hiraoka et al., 2004; Takahashi
et al., 2005; Liebermann & Tucker, 2006). A técnica de
vitrificacdo é bem mais simples e rapida em comparacao
ao congelamento lento, pois os embrides sdao imersos
diretamente no nitrogénio liqliido apds curto periodo de
exposicdo aos crioprotetores. Nesse caso, sao utilizadas
concentragdes mais altas de crioprotetores, com intuito
de evitar a formacgao de cristais de gelo intracelulares.
Entretanto, blastocistos humanos apresentam baixa
permeabilidade aos crioprotetores e a agua (Mukaida
et al., 2003), fato que aumenta a incidéncia de injurias
decorrentes do processo de vitrificagdo. Uma forma
de prevenir essas injurias é através do aumento das
velocidades deresfriamento eaquecimento, alcangadocom
a reducao do volume da solugdo crioprotetora (Mukaida
et al., 2003). Por isso, atualmente a grande maioria dos
estudos reportados na literatura utiliza “cryoloops” (Reed
et al., 2002; Mukaida et al., 2003; Takahashi et al., 2005)
ou “cryotops” (Hiraoka et al., 2004; Liebermann & Tucker,
2006) para realizagdo da vitrificagao de blastocistos, pois
esses sistemas permitem a utilizagao de volume bastante
reduzido da solugdo crioprotetora.

Por outro lado, palhetas convencionais também podem
ser empregadas na técnica de vitrificacdo de blastocistos,
mas os resultados obtidos sdo inconsistentes. Yokota et
al. (2001) relataram bons resultados com a utilizagdo de
palhetas de 0,25mL, enquanto outros autores relataram
resultados inferiores (Vanderzwalmen et al., 2002). O
objetivo do presente estudo é comparar os resultados
obtidos através de uma nova técnica de vitrificagdo de
blastocistos com utilizagdo de palhetas convencionais aos
resultados obtidos com o congelamento lento de embrides
no segundo e terceiro dias de cultivo.

PACIENTES E METODOS

O estudo foi realizado na Clinica Pro-Criar / Mater Dei, em
Belo Horizonte (MG), entre janeiro de 2005 e dezembro de
2007. Todas as pacientes foram submetidas a estimulagdo
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ovariana com gonadotrofina menopausica humana
(hMG - Merional®, Meizler), apds bloqueio hipofisario
com agonista do GnRH. A coleta oocitaria foi realizada
por via vaginal, 34 a 36 horas ap6s a administracdo de
gonadotrofina coriénica (hCG - Choriomon®, Meizler). O
cultivo embrionario foi realizado em microgotas de meio
Global (LifeGlobal) suplementado com albumina sérica
humana (HSA, Irvine), na concentragdo de 5mg/mL, a
37°C e 5,5% de CO,.

Os embrides viadveis ndo transferidos foram vitrificados em
estagio de blastocisto, no quinto ou sexto dia de cultivo,
ou criopreservados no segundo ou terceiro dia de cultivo,
utilizando protocolo lento. A técnica de vitrificacdo de
blastocistos comegou a ser utilizada em abril de 2006 e,
a partir de agosto de 2007, optou-se exclusivamente por
essa técnica. Apenas blastocistos expandidos (blastocele
representando mais de 50% do volume total) foram
selecionados para vitrificagdo. Embrides apresentando
multinucleagdo, parada de clivagem ou mais de 50% de
fragmentagao ndo foram criopreservados.

Durante o periodo do estudo, foram realizados 52 ciclos
de vitrificagdo e desvitrificacdo de blastocistos, os quais
resultaram em 43 transferéncias (grupo 1), e 60 ciclos
de congelamento e descongelamento de embrides, os
quais resultaram em 51 transferéncias (grupo 2). As 94
transferéncias de embriGes vitrificados ou congelados
foram analisadas retrospectivamente.

O processo de vitrificagdo de blastocistos foi realizado a
temperatura ambiente, utilizando solugdes denominadas
V1, V2 e V3 contendo etilenoglicol e glicerol como
crioprotetores, conforme protocolo descrito por Stachecki
e colaboradores (2008). Os blastocistos foram vitrificados
utilizando-se a solugdo V3, em palhetas de 0,25 mL,
a qual era selada dos dois lados. Para realizacdao do
processo de desvitrificacdo dos blastocistos, as palhetas
foram expostas a temperatura ambiente por 5 segundos
e a 20°C por mais 10 segundos. Apos essa etapa,
procedeu-se a remogdo dos crioprotetores, conforme
protocolo descrito por Stachecki e colaboradores (2008),
e incubagao dos embrides em meio Global a 37°C por 0-4
horas até o momento da transferéncia. A sobrevivéncia
dos blastocistos foi avaliada pela integridade da
massa celular interna (ICM), do trofoectoderma e pela
reexpansdo da blastocele.

No protocolo de congelamento e descongelamento
lento, foram utilizados propanodiol (PROH) e sacarose
como crioprotetores. O processo também foi realizado
a temperatura ambiente, iniciado com a transferéncia
dos embrides para solugao base contendo PBS e soro
sintético substitutivo (SSS, Irvine). Posteriormente, os
embrides foram transferidos para solugao contendo 1,5M
de PROH, na qual permaneceram por 10 minutos. O
processo de congelamento lento foi realizado em solugao
contendo 0,1M de sacarose e 1,5M de PROH, utilizando-
se palhetas de 0,25mL. Para realizagdo desse processo,
foi utilizado o equipamento Freeze Control (Cryologic). A
curva de temperatura iniciou-se a 20°C, com queda de
20C por minuto até -7°C, quando foi realizado o seeding.
A temperatura de -7°C se manteve por 10 minutos e,
posteriormente, baixou 0,3°C por minuto até -35°C e 2°C
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por minuto até -43°C, quando entdo as palhetas foram
submersas em nitrogénio liqtido. Para o descongelamento
dos embrides, as palhetas foram expostas a temperatura
ambiente por 40 segundos e submersas em agua a 30°C
por mais 40 segundos. Imediatamente, os embrides foram
transferidos sucessivamente para solugdes contendo 0,2M
de sacarose e 1,0M de PROH, 0,2M de sacarose e 0,5M de
PROH e 0,2M de sucrose, permanecendo 5 minutos em
cada uma das solugdes, a temperatura ambiente. Depois,
os embrides foram transferidos para meio contendo PBS
e SSS e mantidos por 5 minutos em placa aquecida a
37°C, quando entdo foram colocados na placa de cultivo
contendo meio Global até o momento da transferéncia
para a paciente. Somente embrides com pelo menos 50%
dos blastomeros intactos apdés descongelamento foram
selecionados para transferéncia.

O preparo endometrial para transferéncia foi realizado
através da administracdo oral de 6mg de estradiol
micronizado (Estrofem®, Medley), a partir do primeiro
dia da menstruagdo. A espessura e a morfologia
endometriais foram avaliadas apdés um periodo de
pelo menos 12 dias de administracdo do estradiol
micronizado, sendo considerada adequada espessura
endometrial acima de 7mm. A progesterona micronizada
(Evocanil®, Zodiac; ou Utrogestan®, Farmoquimica) foi
administrada por via vaginal, na dose de 900mg por dia.
A transferéncia embrionaria foi realizada no sexto dia
de progesterona nos casos de blastocistos vitrificados.
Embrides congelados no segundo ou terceiro dia de
desenvolvimento foram transferidos no terceiro ou quarto
dia de administracdo de progesterona, respectivamente.
Todas as transferéncias embrionarias foram realizadas
sob monitorizagdo ultrassonografica, utilizando-se cateter
de Sydney (Cook). A gestacdo clinica foi diagnosticada
através da presenca de embrido com batimento cardiaco
ao ultra-som.

A andlise estatistica foi realizada através do teste t
Student para comparagdo entre médias e do teste exato
de Fisher corrigido por Yates para comparagdao entre
freqléncias, utilizando-se o programa GraphPad InStat.
Foi considerado como significante um P<0,05.

RESULTADOS

Cento e trinta e um blastocistos vitrificados foram
submetidos ao processo de desvitrificacgdo e 76
sobreviveram (58,0%). Trezentos e oitenta embrides
congelados no segundo e terceiro dias de cultivo foram
descongelados e 182 sobreviveram (47,9%). Embora a
taxa de sobrevivéncia de blastocistos vitrificados tenha sido
superior a taxa de sobrevivéncia de embrides congelados
no segundo e terceiro dias de cultivo, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (P = 0,054).

No grupo 1, foram realizadas 27 transferéncias de
blastocistos vitrificados no quinto dia de cultivo e 16
transferéncias de blastocistos vitrificados no sexto dia
de cultivo e ndo se observou diferenca nas taxas de
implantacdo e gravidez clinica (Tabela 1).

No grupo 2, foram realizadas 19 transferéncias de
embrides congelados no segundo dia de cultivo e 32
transferéncias de embriGes congelados no terceiro dia de

Tabela 1: Resultados obtidos com a transferéncia de blastocistos
vitrificados no quinto ou sexto dia de cultivo (grupo 1)

Dia 5 Dia 6 P

Média de idade (anos) 31,8 £ 4,8 32,3+5,3 0,74

Taxa de implantagao 37,8% (17/45) 30,0% (9/30) 0,62

Taxa de gravidez clinica 51,9% (14/27) 43,8% (7/16) 0,33

Tabela 2: Resultados obtidos com a transferéncia de
embrides congelados no segundo ou terceiro dia de cultivo
(grupo 2)

Dia 2 Dia 3 P

Média de idade (anos) 32,4 = 3,15 33,3+5,49 0,51

Taxa de implantagao 12,1% (7/58) 9,8% (9/92) 0,79

Taxa de gravidez clinica 26,3% (5/19) 12,5% (4/32) 0,27

cultivo, ndo havendo diferenga nas taxas de implantagao
e gravidez clinica (Tabela 2).

Comparando-se os resultados obtidos através da
transferéncia de blastocistos vitrificados (grupo 1) aos
resultados obtidos com a transferéncia de embrides
congelados no segundo e terceiro dias de cultivo (grupo
2), observou-se taxas de implantacdo e gravidez clinica
significativamente superiores no grupo 1 em relagdo ao
grupo 2 (Figuras 1 e 2).

DISCUSSAO

A vitrificagao de blastocistos traz algumas vantagens em
relagdo ao congelamento lento de embrides em estégios
mais precoces de desenvolvimento. Além do processo
de vitrificacdo ser bem mais rapido em comparagdo ao
congelamento lento, demandando menor disponibilidade
de tempo pelo embriologista, também n&o ha necessidade
de utilizar nenhum tipo de equipamento para o processo
de criopreservagdo, mas somente um termometro
que registre a temperatura a qual os embriGes estdo
submetidos durante a etapa de exposigdo ao vapor de
nitrogénio. Outra vantagem é o menor numero de embrides
criopreservados, pois muitos embrides considerados
vidveis para congelamento no segundo e terceiro dias de
desenvolvimento interrompem o processo de clivagem e
ndo atingem o estagio de blastocisto. Além disso, a opgao
pela transferéncia de embrides em estagio de blastocisto
permite a reducdo do nimero de embriGes transferidos e
contribui para redugdo da taxa de gemelaridade.

A utilizagdo de palhetas convencionais no processo de
vitrificagdo facilita a execugdo da técnica, pois ndo ha
necessidade de utilizar volume muito reduzido da solugdo
crioprotetora, tal como ocorre com a utilizagdo de
“cryoloops” ou “cryotops”. Outra vantagem da utilizagao
de palhetas convencionais é a facilidade de selamento,
evitando-se assim o emprego de sistemas abertos, com
risco de contaminagdao de amostras.

No presente estudo, a taxa de sobrevivéncia apds
desvitrificacdo de blastocistos foi de 58,0%, inferior as
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Figura 1: Taxas de implantacao de acordo com o dia do
congelamento / vitrificagao
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Figura 2: Taxas de gravidez clinica de acordo com o dia do
congelamento / vitrificagdo
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taxas obtidas com utilizagdo de “cryoloops” (Reed et
al., 2002; Mukaida et al., 2003; Takahashi et al., 2005)
ou “cryotops” (Hiraoka et al.,, 2004; Liebermann &
Tucker, 2006). Entretanto, se os resultados obtidos nos
primeiros ciclos ndo tivessem sido incluidos, a taxa de
sobrevivéncia teria sido maior. No inicio do estudo, houve
alguns problemas técnicos causados pela utilizagdo de
uma palheta que ndo apresentava resisténcia suficiente
para suportar o processo de vitrificagdo. Em alguns casos
observamos o rompimento do lacre da palheta durante a
desvitrificagdo, fato que prejudicou a sobrevivéncia dos
blastocistos. Esse problema foi totalmente solucionado
apos troca da marca da palheta.

As taxas de implantacdo e gravidez de blastocistos
vitrificados no quinto ou sexto dia foram similares, fato
também observado em outros estudos (Mukaida et al,
2003; Hiraoka et al., 2004). Entretanto, Liebermann &
Tucker (2006) relataram taxas superiores de implantagao
e gravidez com embrides vitrificados no quinto dia em
comparagdo as taxas obtidas com blastocistos vitrificados
no sexto dia.

Apesar dos resultados obtidos com transferéncia a fresco
de blastocistos no quinto dia se mostrarem superiores
em relacdo a transferéncia a fresco de blastocistos no
sexto dia de cultivo (Shapiro et al., 2001), a vitrificagao
de blastocistos no sexto dia de cultivo se mostra também
bastante eficaz e demonstra a boa qualidade desses
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embrides. Uma explicagao para esse fato seria a melhor
sincronizagdo entre o desenvolvimento embrionario
e o endométrio, obtida através do esquema utilizado
no preparo endometrial para recepcdo de embrides
criopreservados (Liebermann & Tucker, 2006; Shapiro et
al., 2008). Em um ciclo de FIV, o endométrio tende a estar
histologicamenteavangadoemrelagaoaodesenvolvimento
embrionario, fato que se acentua quando ha formagédo
da blastocele apenas no sexto dia de cultivo. Entretanto,
utilizando-se o mesmo numero de dias de administracdo
de progesterona antes da transferéncia de blastocistos
vitrificados no quinto e sexto dias, possibilita-se melhor
sincronizagao entre blastocistos com desenvolvimento
mais atrasado e o endométrio.

Estudos que também utilizaram palhetas convencionais
no processo de vitrificagao de blastocistos relataram taxas
inferiores de implantagdo e gravidez (Yokota et al., 2001;
Vanderzwalmen et al., 2002), embora o protocolo de
vitrificacdo utilizado em nosso estudo seja diferente dos
protocolos reportados na literatura. No presente estudo,
as taxas de implantacdo (34,7%) e gravidez clinica
(48,8%) obtidas no grupo de vitrificacdo de blastocistos
foram bastante satisfatdrias, similares as obtidas com
utilizagao de “cryotops” (Hiraoka et al., 2004; Liebermann
& Tucker, 2006) e superiores as obtidas com utilizagdo
de “cryoloops” (Reed et al., 2002; Mukaida et al., 2003;
Takahashi et al., 2005).

Alguns estudos reportaram maiores taxas de sobrevivéncia
quando embriGes sdo vitrificados em estagio de mdrula
ou de blastocisto inicial (Vanderzwalmen et al., 2002;
Mukaida et al., 2003). A explicacao para esse fato seria
a baixa permeabilidade da membrana aos crioprotetores,
0s quais ndo atingiriam concentracdo satisfatéria no
fluido da blastocele (Vanderzwalmen et al., 2002).
Alguns autores recomendam inclusive o esvaziamento da
blastocele antes do processo de vitrificagdo, com intuito
de evitar a formagdo de cristais de gelo e melhorar a
taxa de sobrevivéncia (Vanderzwalmen et al.,, 2002;
Son et al.,, 2003; Hiraoka et al., 2004). Ao contrario,
a técnica descrita no presente estudo se mostra eficaz
para vitrificagdo de blastocistos expandidos (blastocele
representando mais de 50% do volume total), pois a
utilizacdo de sacarose em alta concentracao possibilita a
desidratacdo da blastocele. Isso representa uma grande
vantagem, pois blastocistos mais expandidos geralmente
correspondem aos de melhor qualidade.

Uma critica ao presente estudo seria o fato do mesmo
ser retrospectivo e comparar taxas obtidas em periodos
diferentes (congelamento lento de 2005 a 2007 e
vitrificagdo de blastocistos em 2006 e 2007). Entretanto,
as taxas de implantagdo e gravidez clinica obtidas com
a transferéncia de embriGes a fresco durante os anos
de 2005 a 2007 se mantiveram constantes (dados nao
reportados).

Outro ponto a ser considerado é de que muitos embrides
criopreservados no segundo e terceiro dias de cultivo
ndo se desenvolveriam até o estagio de blastocisto
e, por isso, o potencial de implantagcdo dos embrides
criopreservados em estagio de blastocisto é superior
ao dos embrides criopreservados em estagios mais
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precoces de desenvolvimento. Portanto, varias pacientes
que tiveram embriGes criopreservados apds 2 a 3 dias
de cultivo ndo teriam embrides para criopreservagao se
0os mesmos tivessem sido cultivados até o estagio de
blastocisto. Entretanto, procuramos analisar nesse estudo
exclusivamente a eficacia da técnica, ou seja, as taxas de
sobrevivéncia, implantacdo e gravidez. As maiores taxas
de implantagdo e gravidez clinica foram observadas com
a técnica de vitrificacdo de blastocistos, provavelmente
devido a maior selecdo embrionaria, mas também a uma
técnica de congelamento adequada a estes embriGes,
levando finalmente a melhor eficacia em comparagdo a
técnica de congelamento lento de embriGes no segundo e
terceiro dias de cultivo.

O desenvolvimento de técnicas mais eficazes de
criopreservacdo pode ampliar as indicagdes atualmente
existentes. Em ciclos de fertilizagdo assistida, grande
parte das falhas de implantacdo pode ser atribuida ao
endométrio, o qual tende estar avancado histologicamente
em relagdo ao desenvolvimento do embrido devido aos
altos niveis hormonais alcangados em um ciclo induzido.
Uma forma de melhorar a sincronizacao entre a histologia
do endométrio e o desenvolvimento do embrido seria
criopreservar todos os embrides produzidos em um
ciclo de FIV e transferi-los posteriormente apds preparo
endometrial adequado. Outra vantagem desse tipo de
conduta seria a possibilidade de transferir os embrides
um a um, evitando-se assim a ocorréncia de gestagdes
gemelares e de suas complicagdes.

A técnica de Vvitrificagdo de blastocistos descrita
no presente estudo apresentou bons resultados de
sobrevida, implantagéo e gestagdo quando comparada a
técnica de congelamento lento de embriGes no segundo e
terceiro dias de cultivo. Entretanto, estudos prospectivos,
preferencialmente comparando embrides no mesmo
estagio de desenvolvimento, se fazem necessarios
para se confirmar a superioridade dessa nova técnica
de vitrificagdo em relagdo ao congelamento lento de
embrides.
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RESUMO

Objetivos: determinar se o dia da transferéncia e
a qualidade embrionaria estdo relacionados com a
porcentagem de gravidez. Métodos: Oitocentos e oitenta
e trés ciclos de ICSI foram analisados retrospectivamente.
Pacientes foram divididas em dois grupos, tendo como
diferencial o dia de transferéncia de embrides. GRUPO 01
e 02 para transferéncia em 48hs (D+2) e em 72hs (D+3),
respectivamente. Para os estudos estatisticos utilizou-
se teste de [J2a um nivel de significancia de p<0,05.
Resultados: A taxa de gravidez em pacientes que tiveram
seus embrides transferidos no dia 3 é significantemente
maior que no dia 2, 45,3% e 27,65%, respectivamente.
Houve mais embrides Qualidade A transferidos no dia 3,
51%, que nodia 2, 40%. As taxas de aborto foram maiores
para transferéncias 48hs pds ICSI, 31,3%, quando
comparadas com taxas de 72hs, 28,15%.Conclusao:
Confirmando o apresentado em estudos anteriores, a
qualidade dos embrides transferidos, bem como as taxas
de gravidez sdo maiores nos casos de transferéncia
realizada 72hs pés ICSI, quando comparadas com 48hs.

Palavras chave: embrides; fertilizagdo in vitro, 1CSI,
taxa de fertilizagdo.

ABSTRACT

Objective: determinate the relation between transference
day and embryo quality and its influence on pregnancy
rate. Methods: eight hundred and three (803) cycles
of ICSI were analyzed, retrospectively. Patients were
classified into two groups, based on embryos transference
day. GROUP 01 and 02 to transferences on 48hs (D+2)
and on 72hs (D+3), respectively. Statistical study was
done using [? test, significance level of p<0,05. Results:
The rate of pregnancy on patients with their embryos

transferred on the third Day is significantly higher
(45,3%) when compared with patients of the GROUP 01,
with embryos transferred on the second day (27,65%).
There were more quality A embryos transferred on day
3 (51%) than embryos transferred on Day 2 (40%).
Abortion rate was higher on transferences with 48hs
after ICSI (31,3%) when compared with 72hs (28,15%).
Conclusion: Confirming presented previous studies, the
quality of transferred embryos, as well as pregnancy rate,
is higher on transferences made within 72hs after ICSI,
when compared within 48 hs.

Key-words: embryos,
pregnancy rate.

in vitro fertilization, ICSI;

INTRODUGAO

Atualmente, o nUumero de casais com problemas de
infertilidade que recorrem a Reprodugdo Assistida (RA)
tem aumentado significantemente.

Apo6s 1993, com a introducdo da ICSI (Intracytoplasmic
sperm injection), solucionando problemas de infertilidade
masculina e falha de fertilizagdo, novas tecnologias tém
surgido, aumentando as taxas de gestacdao ( Sousa
&Tesarik, 1994, Blake et al, 2000).

Outros fatores responsaveis por esse sucesso estdo
relacionados com o aprimoramento da fisiologia
reprodutiva, diversidade de condigdes de cultura
embrionaria, melhora das taxas de fertilizagdo e clivagem,
selecao criteriosa dos embrides transferidos e a qualidade
dos materiais envolvidos no processo ( Serhal et al,
1997).

Na Fertilizagdo in vitro busca-se, ao maximo, submeter o
embrido as condicdes semelhantes ao trato reprodutivo.
A qualidade do meio de cultura é fundamental para
sustentar o desenvolvimento saudavel até o momento da
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Tabela 01: Critérios de classificacdo de embriGes a serem transferidos

Dia da transferéncia Ndmero de células Frag Semelhanca MN* Cit** ZPp**x*
Dia + 2 (44 - 47hs) 4 .
Qualidade < 10% Nao
A tipo IV
Dia + 3 (67 - 71hs) 457-8
Dia + 2 (44 - 47hs) 2 - 5/ 4(frag 11 - 25) ; .
semeihantes N8O Sar  NI=Rer
Qualidade < 26% Nao
B 4 —>7 -8 (frag 11-25%) tipo IV
Dia + 3 (67 - 71hs) 45>9
2a5—->>9
Dia + 2 (44 - 47hs) 3/ 2-6 (frag < 26%)
Qualidade 26 - 35 % Nao S = S
o 20415 - >7 tipo IV Assimétricos Nao PC# NI
Dia + 3 (67 - 71hs) 6 — >8 (frag <35%)
2/4—6
. 1->6
el L 3 (Semelhantes)
Q”a”Ddade > 35% Assimétricos ~ Sim  INT## ALT###

1/>6 — Independe

Dia + 3 (67 - 71hs) Independe — <6

NO. Cel — NO. Cel +1

Qq % tipo IV

MN: Multinlucleado; Cit**: Citoplasma; ZP***: Zona pellcida; NI****; Normal.

PC#: Pouco; INT##: Intenso; ALT####: Alterada.

Tabela 02 - Efeito do dia de transferéncia sobre a taxa
de gravidez

Dia 2 Dia 3
353
NuUmero de casos 525(59,5%)
(40,5%)
Média de idade (£DP) 36+5,5 34+5,7
Média de embrides
3,0+1,2 3,7%1,0
transferidos
Embries transferidos
40% 51%
qualidade A
Embrides transferidos
44% 41,5%
qualidade B
Embrides transferidos
13% 6,2%
qualidade C
Embries transferidos
2% 1,3%
qualidade D
BhCG positivo 99 238(45,3%)
P (27,65%) 1350
Taxa de aborto 31 67(28,15%)
(31,3%) 1227

transferéncia sendo, considerados fatores indispensaveis:
pH, taxas de CO,, temperatura, além das caracteristicas
peculiares de cada meio (Takeuchi et al, 2001).

A alta incidéncia de gravidez multipla é uma preocupacao
de casais que recorrem a RA. Segundo dados da Rede
Latino-americana de Reprodugdo Assistida, essa taxa foi

de 28.1% em 2005. Estudos apontam que é necessaria
uma avaliagdo criteriosa antes da transferéncia
embrionaria, prevalecendo qualidade a quantidade
(Ebner et al, 1999; Hardarson et al, 2001). Para isso,
o cultivo in vitro deve ser, pelo menos, de 72 horas.
Essa selegdo seria uma solugdo para as freqlentes
gestagdes gemelares sem comprometer taxas de
gestacao.

Por outro lado, é possivel que caracteristicas que
tornam o embrido de boa qualidade sejam alteradas
com o passar de mais vinte e quatro horas em meio de
cultura (Ebner et al, 2001), induzindo embriologistas
a transferir embriGes em dia 2 nos casos de pacientes
com baixo nimero de embriGes (menor que 4).

Em nosso centro, o sistema utilizado para classificagao
e selecdo de pré-embrides a serem transferidos analisa
parametros morfoldgicos caracteristicos de cada fase
do desenvolvimento. Desse modo, a transferéncia
para o Utero materno estd associada com o fator
de infertilidade, idade da paciente, nimero do ciclo,
quantidade e qualidade de embrides.

Este trabalho tem como objetivo comparar a influéncia das
caracteristicas acima mencionadas com a transferéncia
embrionaria nos dias 2 e 3 pds ICSI.

MATERIAIS E METODOS

Um total de 883 ciclos de ICSI foi analisado
retrospectivamente entre agosto de 2001 a dezembro
de 2007. Foram excluidas do estudo ciclos de pacientes
azoospérmicos e de embrides criopreservados. Pacientes
foram divididas em dois grupos, tendo como diferencial
o dia de transferéncia de embriGes. GRUPO 01 e 02
para transferéncia em 48hs (D+2) e em 72hs (D+3),
respectivamente.
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Neste trabalho utilizamos como fator de inclusao pacientes
com um nivel de FSH <15 UI /ml, no minimo 2 foliculos,
com média de 16 - 17 milimetros de didmetro, medidos
por ultra-sonografia transvaginal. Na maioria dos casos,
foi utilizado protocolo de estimulo longo (Sonntag et al,
2005), somente em casos excepcionais o ciclo curto
foi usado (<1% dos casos). Utilizou-se agonista do
hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH-a) para
bloqueio hipofisario (Lupron Depot®, = ampola de 3,75
mg; Abbott, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) no 219 dia do ciclo
anterior. Foi confirmada a supressdo ovariana mediante
avaliacdo ultra-sonografica transvaginal.

A aspiracdo dos odcitos ocorreu 34 - 36hs pds hCG em
ASP 125, Vitrolife a 37°C, por ultrassom transvaginal.
ApoOs a recuperacdo o gameta feminino foi lavado em
Modified HTF with HEPES Buffer (mHTF), Irvine Scientific,
a 10% de Human Serum Albumin (HSA) Irvine Scientific
e imediatamente passados em Hialuronidase - (HYASE)
Vitrolife, para retirada das células do cumulos. Placas
contendo gotas com 50,0ul de HTF suplementados a 10%
de HSA, coberta com 10,0ml de éleo mineral (OVOIL)
Vitrolife, previamente equilibradas foram designadas
para incubagdo dos odcitos por 3 a 5hs a 37°C, pH 7,3 -
7,4 e concentracdo de CO,a 5,5 - 6.5%.

Denudacdo dos odcitos foi realizada manualmente com
micropipetas de silicone 125um, em placa de incubagao e
classificados quanto a maturagdo.

Apenas gametas maduros, odcitos MII (Metafase II)
foram transferidos para placa com gotas numeradas
circularmente, com 5,0ul de mHTF a 10% de HSA e gota
central contendo meio viscoso que diminui a motilidade
dos espermatozoéides (PVP) ICSI 100, Vitrolife, coberta
por 10,0ml de OVOIL, submetidos a ICSI.

Amostras seminais foram avaliadas e preparadas de acordo
com a concentragdo e motilidade dos espermatozdides.
A técnica Swim up, migracdo ascendente dos
espermatozoides do liquido seminal para mHTF a 10%
de HSA por 1 hora foi utilizada para concentragbes >
10 milhdes/ml. Amostras com concentragdo inferior
a 10,0 milhdes/ml foram submetidas a Sperm wash,
centrifugagdo por 10 minutos a 2000 rpm de 1,0ml de
liquido seminal em 1,0ml de mHTF a 10% de HSA .
Amostras seminais foram avaliadas e preparadas quanto
a concentragdo de espermatozdides pelas técnicas de
Swim up, migracdo ascendente dos espermatozdides
do liquido seminal para mHTF a 10% de HSA por 1hora,
para concentragdo de espermatozdide > 10 milhdes/ml.
Sperm wash, centrifugagdo por 10 minutos a 2000rpm,
de 1,0 ml de liquido seminal em 1,0ml de mHTF a 10% de
HSA, para amostras com concentragdo até 10,0 milhGes/
ml. Gradiente descontinuo, ISOLATE Irvine Scientific, foi
utilizado em amostras com concentragdo >10,0 milhdes/
ml, motilidade A+B< 50% e celularidade aumentada.
Particulas de silica em concentragdes diferentes capacitam
e selecionam os gametas masculinos, centrifugados por
20 minutos a 2000rpm. Um pool de espermatozdide em
meio de cultura foi utilizado para ICSI.

A verificagdo da fertilizagdo ocorreu de 16 a 19hs pods
ICSI, quanto a presenca do segundo corpusculo polar,
pro-nucleos e suas caracteristicas.

Vitrificagdo de blastocistos - Moraes L. A. M., et al.

No D+2, a avaliacdo sera feita considerando-se o niimero
de células do embrido, a presenga de multinucleagéo e a
porcentagem de fragmentagao. Para D+3, serdo avaliados
ritmo de clivagem, a regularidade e grau de adesdo dos
blastémeros e quanto a presencga e tipo de fragmentagdo
(Tabela 01).

Para a transferéncia, os embriGes selecionados serdo
colocados em placa de Petri Falcon 3001 com 1,0ml de
HTF 10% HSA. O Cateter Soft Cook Sidney IVF® foi lavado
com 0 mesmo meio, e com o auxilio de uma seringa 1CC
Normanject, os embrides foram aspirados entre duas
colunas de ar. No centro cirdrgico a paciente foi colocada
em posicdo ginecologica e com ajuda do especulo o colo
uterino foi exposto e lavado com 10,0ml de PBS Irvine
Scientific. Por ultra-sonografia abdominal, visualizou-se
a guia do cateter e o Soft passando com os embrides que
serdo descarregados suavemente 1,0 - 2,0cm do fundo
da cavidade uterina.

Gravidez bioquimica foi avaliada entre 11° - 13° dia
pos transferéncia embrionaria, e gravidez clinica por
ultra-sonografia transvaginal 5 - 6 semanas apds,
comprovando a presenca de saco gestacional com
batimentos cardiacos.

Para a analise estatistica das diferencas na taxa de
gestacao entre pacientes que transferiram seus embrides
em dia 2 e de transferéncia no dia 3, utilizou-se o teste
de [, a um nivel de significancia de p<0,05.

RESULTADOS

Foram realizadas 358 transferéncias no D+2, GRUPO 01
com idade média 36 anos (£5,5) e aproximadamente
3,0 embrides por ciclo, sendo, 40% Qualidade A, 44%
Qualidade B, 13% Qualidade C e 2% Qualidade D. As
taxas de BhCG positivo nesse grupo foram de 27,65% e
aborto 31,3% dos casos.

No GRUPO 02, D+3, foram realizadas 525 transferéncias
embrionarias em pacientes com média de idade de 34
anos (%5,7), e transferéncia de 3,7 embrides por ciclo,
sendo a maioria, de Qualidade A: 51%. Qualidade B, C
e D ocorreram com frequéncias de 41,5%, 6,2% e 1,3%
respectivamente. O resultado de gravidez foi 45,3%, e
abortos 28,15% (Tabela 02).

DISCUSSAO

Na literatura, estudos que avaliam o periodo de incubacdo
embrionaria sobre as taxas de gravidez ndo sdo conclusivas
( ASRM, 2002; Chen et al, 2005). Pesquisas anteriores
verificaram que a cada trés embrides de qualidade A no
D+2, apenas um permanecera nessa classificacdo no
D+3 (Coskun et al, 2000; Milki et al, 2000). Entretanto,
um outro relato sugeriu que seria arriscado manter em
cultura embriondria até D+3, casos de pacientes com
nimero de embrido < 4 (Gardner et al, 2000; Desai et
al, 2000).

Nesse trabalho foi analisada a taxa de gravidez em relagao
ao dia da transferéncia embrionaria. Observamos uma
diminuicdo significativa deste indice nas transferéncias
realizadas no D+2 em relagdo as transferéncias em D+3
(27,65% e 45,3% respectivamente). Nossos resultados
estdo de acordo com os dados apresentados em literatura,
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confirmando a influéncia do dia de transferéncia com
o valor do BhCG positivo, que pode também estar
associados ao melhor sincronismo do endométrio com os
embrides no D+3.
Pacientes que apresentam sucesso no tratamento
transferiram maior quantidade de embrides qualidade A
(Grupo 01: 41% vs Grupo 02: 53%) o que pode estar
relacionado ao aumento de gravidez do D+3 em relagdo
a D+2.
Outro achado em nosso estudo foi a menor média de
idade das pacientes do Grupo 02 em relagdo ao Grupo 01
(34+5,7 e 36+5,5 respectivamente). Assim como a taxa
de aborto (28,15% e 31,3%). Embora os valores sejam
estatisticamente insignificantes (p>0,05).

Concluimos, portanto, que o D+3 de transferéncia
embrionaria apresenta melhores resultados de gravidez
nos ciclos de ICSI quando comparados ao D+2.
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RESUMO

Objetivo: Esta meta-analise objetivou investigar a rela-
cdo entre a presenca do fuso meidtico no odcito humano
e a taxa de fertilizagdo em ciclos de ICSI.

Métodos: A estratégia de busca incluiu pesquisas em
bancos de dados “on-line” de 1990 a 2008. Nove estudos
preencheram os critérios de inclusdo.

Resultados: A reunido dos resultados dos estudos
demonstrou uma taxa de fertilizagdo maior estatistica-
mente significante quando o fuso meiodtico foi visualizado
do que quando nao foi visualizado (P<0,0001). Houve
heterogeneidade nesta comparacao.

Conclusao: A presenga de um fuso meidtico birefringen-
te em odcitos humanos pode predizer uma taxa de ferti-
lizagdo mais elevada. Esta observagdo tem a relevéancia
clinica principalmente em paises onde ha um limite legal
no numero de odcitos a ser fertilizado.

Palavras-chave: taxa de fertilizacdo; odcito humano;
ICSI; fuso meidtico; meta-analise

ABSTRACT

Objective: To investigate the relationship between
the presence of meiotic spindle in human oocytes and
fertilization rates in ICSI cycles.

Methods: Search strategies included online surveys of
databases from 1990 to 2008. Nine trials fulfilled the
inclusion criteria

Results: According to the meta-analysis, the results showed
statistically significant higher fertilization rate (p<0.0001)
when the meiotic spindle was viewed than when it was
not. There was heterogeneity in this comparison.
Conclusion: The presence of a birefringent meiotic
spindle in human oocytes can predict a higher fertilization
rate. This observation has clinical relevance mainly in
countries where there is a legal limit on the number of
oocytes to be fertilized.

Key Words: fertilization rate; human oocyte; ICSI;
meiotic spindle; meta-analysis

INTRODUGAO

Na reprodugdo assistida, a selecdo dos gametas com
0 objetivo de obter melhores resultados clinicos é uma
tarefa importante dos embriologistas. Esta questdao tem
particular relevancia quando consideragbes éticas e/ou
legais limitam a selecdo dos embrides depois da fertili-
zagdo. Caracteristicas morfoldgicas oocitarias extracelu-
lares, como cumulus, corpulsculo polar, zona pellcida, e
intracelulares (granulagdes e inclusdes citoplasmaticas)
tém sido relacionadas a fertilizacdo, clivagem e desen-
volvimento embrionario (Coticchio et al, 2004; Borini
et al, 2005; Ebner et al, 2006; Balaban & Urman 2006,
Chamayou et al, 2006)

Entre as caracteristicas intracelulares, a avaliagdo do fuso
meidtico em odcitos maduros vem despertando grande
interesse. Os primeiros estudos sobre o fuso meidtico
forneceram extensa informagao de sua fungdo na divisao
celular. Contudo, como a metodologia para visualizagao
era baseada em fixagdo, sua aplicagao rotineira em proce-
dimentos de reproducdo assistida ou em estudos dinami-
cos do fuso ficava frustrada devido a impossibilidade de
manter vivos os odcitos (Coticchio et al., 2004; Borini et
al., 2005; Wang et al., 2001a,b; Eichenlaub-Ritter et al.,
2002; Rama Raju et al., 2007). Mais recentemente, com
0 surgimento da microscopia com luz polarizada integra-
da a software processador de imagem, foi possivel a visu-
alizagdo do fuso meidtico conservando a viabilidade de
célula (Wang et al., 2001a,b; Cooke et al., 2003; Moon et
al., 2003; Rienzi et al., 2003; Cohen et al., 2004; Konc et
al., 2004; Chamayou et al., 2006; Montag et al., 2006;
Shen et al., 2006; Taylor et al., 2006; Fang et al., 2007;
Rama Raju et al., 2007; Varghese et al., 2007; Madaschi
et al., 2008).

O fuso meiodtico, controlando movimentos cromossdmicos
em todas as diferentes etapas, desempenha um papel-
chave na realizagdo bem sucedida da meiose. Disturbios
no fuso meidtico predispdem os o6citos a perturbacdo
na segregagdo cromossOmica e subsequente aneuploi-
dia, a parada de maturacdo, ao aumento da incidéncia
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Tabela I - Odcitos com e sem imagem do fuso meidtico: taxa de fertilizagdo

%peso

Estudo Fuso (+) Fuso (-) Fixo/aleatorio Odds ratio 959%]IC
Wang et al 879/1266 175/278 29,4/13,5 1,34 1,01-1,77
2001a

2488; et el 430/523 78/103 7,8/11,8 1,48 0,86-2,50
Rienzi et al 362/484 16/48 2,4/10,7 5,93 3,03-11,96
Cohen et al

3004 412/585 115/185 17,3/13 1,45 1,01-2,08
Shen et al 676/739 116/158 5,4/12,3 3,88 2,43-6,13
Taylor et al 109/126 10/17 0,8/7,2 4,49 1,25-15,04
2006

Fang et al _
5007 85/112 14/22 1,9/8,1 1,80 0,58-5,18
535“73 Raju 132/160 14/45 1,3/9,8 10,44 4,63-23,88
';'gggs"'hi etal 458/689 239/408 33,7/13,6 1,40 1,08-1,82
Total 3543/4684 777/1264

0Odds ratio comum

Efeito fixo

(Mantel-Haenszel, Robins-Breslow-Greenland) 1,79 1,56-2,05
Efeito aleatdrio 2,51 1,65-3,82

(DerSimonian-Laird)

Efeito fixo: Chi? (test odds ratio differs from 1) = 73,848739 p<0,0001

Efeito aleatorio: Chi? (test odds ratio differs from 1) = 18,83554 (df = 1) p<0,0001

Heterogenidade dos estudos

-Breslow-Day = 63,638145 (df = 8) p < 0,0001
-Cochran Q = 59,662241 (df = 8) p < 0,0001

-I2 (inconsistency)=86,6% (95% CI = 76% to 91,3%)

de morte celular e a redugdo nas taxas de fertilizacdo
(Battaglia et al., 1996; Hardarson et al., 2000; Eichen-
laub-Ritter et al., 2002; Cooke et al., 2003; Varghese et
al., 2007). Em varios estudos, oocitos nos quais o fuso
meiodtico foi visualizado demonstraram aumento estatis-
ticamente significativo das taxas de fertilizagdo (Wang et
al., 2001a; Rienzi et al., 2003; Cohen et al., 2004; Shen
et al., 2006; Taylor et al., 2006; Rama Raju et al., 2007;
Madaschi et al., 2008) em comparagdo com odcitos sem
fuso visivel. Contudo, outros estudos de ndo confirmaram
esta correlagdo (Moon et al., 2003; Fang et al., 2007). O
objetivo desta meta-analise é investigar a relagdo entre a
presenca do fuso meidtico em odcitos humano e as taxas
de fertilizagdo em ciclos ICSI.

MATERIAL E METODO

-Critérios para inclusdo dos estudos na meta-analise:
Todo estudo controlado publicado ou em andamento
comparando taxa de fertilizagdo entre odcitos nos quais o
fuso meiotico foi visualizado e aqueles cujo fuso meidtico
nao foi observado, em ciclos ICSI.

Resultado avaliado: Taxa de fertilizagdo.
Identificacdo de estudos: A estratégia de busca incluiu
pesquisas em bancos de dados “online” (MEDLINE, EMBA-
SE, Science Citation Index, Cochrane Controlled Trials
Register e OVID) de 1990 a 2008. Nao houve nenhu-
ma restricdo quanto ao idioma. As seguntes palavras
foram utilizadas par a procura: meiotic spindle, spindle
view, spindle, polarization microscope, polarization light
microscopy, Polscope and ICSI guard.

Avaliacao de validade e extracdao de dados: Cada
estudo foi avaliado independentemente por dois reviso-
res (CG Petersen e JBA Oliveira) e classificados quan-
to ao rigor metodoldgico e ao potencial para introducdo
de viés. Qualquer diferenca de opinido foi resolvida pelo
grupo de discussdo (CG Petersen, JBA Oliveira, AL Mauri,
FC Massaro, RLR Baruffi, A Pontes, JG Franco Jr) até que
o consenso fosse alcangado.

Analise estatistica: O manejo dos dados e a analise
estatistica foram conduzidos usando o software estatis-
tico StatsDirect (Cheshire, Reino Unido). O modelo de
efeito fixo foi usado para céalculo do “odds ratio” (OR).
Caso os calculos mostrassem heterogeneidade estatisti-
ca, uma analise adicional era executada usando o modelo
de efeito aleatdrio. A eficdcia no modelo de efeito fixo
foi avaliada pelo método de Mentel-Haenszel. O intervalo
de confianca (IC) do OR pelo método Mentel-Haenszel
no StatsDirect foi calculado usando a férmula de Robins,
Breslow and Greenland. Para o efeito aleatorio, o interva-
lo de confianga para OR foi calculado usando a férmula de
DerSimonian-Laird. O teste estatistico de chi-quadrado
foi usado com a sua probabilidade associada de que o
OR do conjunto dos resultados dos trabalhos fosse igual
a 1. A medida de heterogeneidade (non-combinability)
foi avaliada pelos teste Cochran Q, Breslow-Day e I?
(Higgins et al., 2003). Um resultado ndo significativo
(isto é a falta da heterogeneidade) indica que nenhum
estudo tem um OR pior ou melhor estatisticamente
significante do que o OR comum total obtido juntando
os dado de todos os trabalhos.
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RESULTADOS

Revisao bibliografica

Entre 15 estudos potencialmente relevantes, um total de
nove cumpriram os critérios inclusdo (Wang et al., 2001a;
Moon et al., 2003; Rienzi et al., 2003; Cohen et al., 2004;
Shen et al., 2006; Taylor et al., 2006; Fang et al., 2007;
Rama Raju et al., 2007; Madaschi et al., 2008).

Taxa de fertilizagao

A taxa de fertilizagdo foi estatisticamente maior no
grupo de odcitos no qual o fuso meidtico foi visto
(75,6%, 3543/4684) do que no grupo de odcitos que ndo
mostrou o fuso meidtico (61,5 %, 777/1264) (p<0,0001;
OR=1,79, 95%]IC=1,57-2,05). Houve heterogeneidade
nesta comparacdo (Breslow-Day=63,6, df=8, p<0,0001;
Cochran Q=59.7, df=8, p<0,0001; 1°=86,6%). Utilizan-
do o modelo de efeito aleatério, o conjunto dos resulta-
dos também mostrou uma taxa de fertilizacdo estatis-
ticamente maior quando o fuso meiotico foi visualizado
(p<0.0001, OR=2,52, 95% IC= 1.65-3.81). A tabela 1
resume os resultados

DISCUSSAO

Diferentes estudos relataram que, imediatamente apds
a captacdo, muitos odcitos que expeliram o primeiro
corpusculo polar também apresentam o fuso meidtico
(Wang et al., 2001a,b; Moon et al., 2003; Rienzi et al.,
2003; Cohen et al., 2004; Konc et al., 2004; Taylor et al.,
2006; Madaschi et al., 2008; Rama Raju et al., 2007).
Na maior parte dos casos, a presenca do fuso meidtico
estd associada com taxas de fertilizacgdo mais elevadas
(Wang et al., 2001a,b; Rienzi et al., 2003; Cohen et al.,
2004; Shen et al., 2006; Taylor et al., 2006; Madaschi et
al., 2008; Rama Raju et al., 2007) e com melhor desen-
volvimento embrionario (Wang et al., 2001a; Moon et
al., 2003; Rama Raju et al., 2007). Nessa meta-analise,
uma taxa de fertilizagdo significativamente mais alta foi
encontrada entre os 4684 odcitos nos quais o fuso meiod-
tico foi observado comparado com 1264 odcitos onde
nenhum fuso meidtico foi visualizado (75.6% versus
61.5% respectivamente, p<0,0001; OR=1,79, 95%
IC=1,57-2,05). Este resultado indica que a presenga do
fuso meidtico é capaz de predizer uma melhor taxa de
fertilizacdo. Contudo, este resultado foi prejudicado devi-
do a heterogeneidade observada entre os estudos (Bres-
low-Day 63,6, df = 8, p<0.0001; Cochran Q 59,7, df=8,
p<0,0001; 12=86.6%). Por outro lado, quando os dados
foram analisandos usando o modelo de efeito aleatodrio,
a diferenga na taxa de fertilizagdo continuou significativa
(p<0,0001; OR=2,52, 95% IC= 1,65-3,81).

A diferenca entre os estudos nas porcentagens de odci-
tos que apresentam fuso meidtico (minimo de 62,8% e
maximo de 91%) pode estar relacionada a uma variagdo
na populagdo ou aos protocolos de estimulagdo ovariana.
Contudo, como o controle térmico estabiliza o fuso meid-
tico, a precisdo de como este controle de temperatura
foi executado durante a coleta oocitaria, a cultura ou a
microinjecdo também pode justificar a diferenca (Wang
et al., 2002; Cooke et al., 2003; Rienzi et al., 2003). Por

Correlagdo entre a taxa de fertilizagdo - Petersen C. G., et al.

outro lado, o momento em que os odcitos sdo analisa-
dos também pode ser importante na visualizagdo do fuso.
Cohen et al (2004) mostraram que a porcentagem de
o6citos com um fuso é mais alta quando a avaliacdo era
executada pelo menos 38h apds da administragdo hCG
do que quando a avaliagao era feita mais precocemen-
te (81.5% contra 61.6%, respectivamente). Montag et
al (2006) mostraram que durante a transigdo de meta-
fase I a metdafase II, o fuso desaparece completamente
por aproximadamente 40-60 minutos. Este fato indica
que a auséncia do fuso, pelo menos em alguns od6citos
MII humanos, é provavelmente mais um indicador da
progressao fisioldgica através das etapas da meiose do
que uma perturbagdo celular. Assim, a taxa de fertilizagdo
mais baixa entre odcitos com a auséncia de um fuso pode
indicar simplesmente uma escolha incorreta do momento
para a realizagdo da ICSI

Ocasionalmente, os fusos ficam visiveis apenas depois
da rotacdo do odcito, quando a orientacdo dos microtu-
bulos torna favoravel a visualizagdo. Assim, diferengas
nesta técnica podem ser responsaveis pelo alto grau da
auséncia de fuso. Fazendo girar o o6citos com a micro-
pipeta de ICSI em volta do eixo que une o centro do
o06cito ao primeiro corpusculo polar, durante as tentati-
vas na visualizacdo de fuso, Cooke et al (2003) e Rienzi
et al (2003) observaram fuso em até 92.7% e 91% dos
oocitos examinados, respectivamente. Contudo, Cohen
et al. (2004), Rama Raju et al. (2007) e Madaschi et al.
(2008) relataram taxas mais baixas de visualizagdo de
fuso (76%, 78% and 62.8%, respectivamente) apesar
da rotacdo dos odcitos. Por outro lado, alguns autores
ndo mencionam a rotagcdo dos odcitos para determinar a
presenca ou a auséncia de fuso (Wang et al., 2001a,b;
Wang and Keefe, 2002; Moon et al., 2003).

A taxa de fertilizagdo mais baixa demonstrada em odci-
tos sem fuso pode ser atribuida a imaturidade celular.
Contudo, um numero consideravel desses odcitos foram
fertilizados - aproximadamente 61,5% (consideran-
do todos os estudos incluidos nesta meta-analise). As
explicagGes plausiveis para este nUmero incluem a ocor-
réncia de falhas técnicas durante a visualizagdo de fuso
(inexperiéncia do bidlogo, o momento da avaliacdo) ou
simplesmente a constatacdo de que a auséncia de fuso
ndo previne a fertilizagdo em todos os casos. Contudo, é
possivel que a falta do fuso meidtico possa ter um efeito
subsequente durante o desenvolvimento de embrido.
Para evitar dano no fuso durante o procedimento de ICSI,
os embriologistas giram o odcito, posicionado a pipeta
de acordo o a localizagdo do corpusculo polar. Contudo,
o movimento do corpusculo polar dentro do espago peri-
vitelinico (devido a possivel deslocagdo fisica durante a
denudagdo do odcito) e/ou a migracdao do fuso dentro
odcito pode alterar a relacdo entre essas duas estruturas,
levando ao risco da microinjecdo prejudicar o fuso (Silva
et al., 1999; Hardarson et al., 2000; Wang et al., 2001
a,b; Moon et al., 2003; Rienzi et al., 2003; Cohen et al.,
2004; Konc et al., 2004; Taylor et al., 2006; Rama Raju
etal., 2007). Geralmente, quando ha visualizagdo do fuso
meidtico, o espermatozdide é injetado no odcito tomando
cuidado especial para nao danificar esta estrutura. Rienzi
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e al (2003) relataram uma taxa de fertilizagdo normal
significativamente mais baixa e uma taxa mais alta da
fertilizagdo anormal, com desenvolvimento mais freqlien-
te de trés pronucleos, em odcitos com o mais alto grau
do desvio do primeiro corpo polar (>90°). Fang et al.
(2007) relataram taxa de fertilizagdo significativamente
mais alta em odcitos maturados in vivo com fusos abaixo
ou adjacentes ao primeiro corpUsculo polar (angulo de
0-5°) (93.3 %) do que em todos outros grupos de odcitos
com o maior desvio em relagdo primeiro copusculo polar
(6-45°, 46-90° e >90°). Contudo, Moon e al (2003) e
Rama Raju e al (2007) ndo mostraram os mesmos resul-
tados. Além disso, Taylor e al (2006) concluiram que o
angulo do desvio do fuso em relagdo ao corpusculo polar
ndo é um indicador confidvel da qualidade de embrido ou
de aneuploidia subsequente.

Em conclusdo, o resultado desta meta-analise indica que
a presenca do fuso meidtico em odcitos humanos pode
predizer uma taxa mais alta de fertilizacdo. Esta obser-
vagdo tem a relevancia clinica principalmente em paises
onde ha um limite legal quanto ao nimero de odcitos que
podem ser fertilizados. Estudos prospectivos adicionais
analisando uma populagdo ampla sdo necessarios para a
compreesdo da importancia da presenca do fuso e suas
caracteristicas sobre os resultados clinicos e laboratoriais.
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A summary for members of ASRM

Um resumo para os membros da ASRM

I am sure all of us have followed with interest and concern
the unfolding story of the Suleman octuplets in California.
I wanted to take a moment to share with you some of
what ASRM and SART have been doing in response.

Our Public Affairs office began taking calls (after business
hours on the East Coast) the evening the birth of the
octuplets was announced on Wednesday, January 28. In
these early days of the story we focused on reminding
the media that while the successful delivery of the
octuplets was novel, such a high order multiple birth
should not be considered a desirable medical outcome.

On Friday January 30th an interview with the children’s
grandmother made it appear that IVF treatment had
indeed been involved. That morning we released a
statement from ASRM President Dale McClure MD. That
statement emphasized that we did not have the facts
in this case, but that in recent years ASRM and SART
had been working very hard, and with a fair amount of
success, to reduce the number of high order multiple
births. (That statement, and all our press releases are
available at www.asrm.org.) By weeks end the Public
Affairs Office had responded to well over 100 calls, and
ASRM staff and leaders had done dozens of interviews.

Over the course of the next week, the volume of media
calls remained very, very high. However, since no new
information emerged, the media questions and coverage
became increasingly speculative in nature. Because
we did not feel it was responsible to engage in that
speculation, we began to curtail our responsiveness.
Meanwhile, SART sent a communication to its membership
seeking any information anyone had on the situation.

Asthe Today show began to airits interview with the mother
on February 6, she indicated all her children were the result

of IVF and all from the same physician, and subsequent
media reports named the physician. On Monday February
9, ASRM President McClure issued another statement,
again emphasizing the field’s success in reducing the
number of high order multiples, and indicating we were
interested in looking into the matter. On Tuesday, February
10th I sent a letter to the California Medical Board stating
our interest in this matter and our willingness to assist
them in their inquiry. SART President Elizabeth Ginsburg,
MD sent a letter to the physician named in media reports
to ask for information about the treatment of this patient.

Examining and learning from both successful and
unsuccessful cases is a vital component of medical
education and an important tool in improving clinical
practice. We are seeking information so that all of us
may better understand how to avoid additional extreme
high order multiple births. Moreover, we have all worked
too hard to improve care and reduce the number of
high order multiples to allow one unfortunate outcome
to taint the whole field. Both ASRM and SART have
membership standards and disciplinar y procedures and
should the facts warrant, those procedures will be used.

It is important to note that we do not have all the facts. At
present I would say we have very little information, and
most of what we think we know has come from sometimes
conflicting media reports. All of us need to be very cautious
before coming to any conclusions. We will keep you
informed as additional information becomes available.

Robert W. Rebar, M.D.
Executive Director
American Society for Reproductive Medicine
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O impacto da adenomiose na infertilidade

The adenomyosis impact on infertility
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RESUMO

A adenomiose é uma doenca relacionada a presenca de
glandulas e estroma endometrial na musculatura uteri-
na, em profundidade e extensédo varidveis. Sua incidéncia
é estimada em torno de 20% a 30%. O diagndstico de
adenomiose tem como padrdo-ouro o estudo histopatolé-
gico do Utero pds-histerectomia. Dentre os métodos ndo-
invasivos, a ressonancia nuclear magnética apresenta a
melhor acuracia. Dismenorréia e menorragia sdo os prin-
cipais sintomas relacionados a adenomiose. Ha evidéncias
que a adenomiose possa atuar como um fator gerador de
infertilidade feminina, associada ou ndo a presenga de
endometriose. Os mecanismos atribuidos a adenomio-
se e relacionados a infertilidade sdo pouco esclarecidos.
Segundo a literatura consultada, o principal fator envol-
vido é a interferéncia da disperistalse ou hiperperistalse
uterina no transporte espermatico. Fatores imunoldgicos
e falha na implantacdo embrionaria sdo citados, apesar
de estudos recentes sugerirem que as taxas de implanta-
cao em ciclos de fertilizagao in vitro nao sdo modificadas
na presenga de adenomiose.

Palavras-chave: adenomiose, infertilidade, endometrio-
se, fisiopatologia.

ABSTRACT

Results: Adenomyosis is a disease in which endometrial
glands and stroma are present within the myometrium,
with different degrees and extension. The incidence of
adenomyosis is around 20 - 30%. The gold standard
diagnosis is the histological examination of the uterus
obtained by hysterectomy. Among the non-invasive
methods, the magnetic resonance imaging has the
best accuracy. The major symptoms of adenomyosis
are dysmenorrhea and menorrhagia. There are also
evidences that adenomyosis acts as a cause of infertility
with or without endometriosis association. Adenomyosis
infertility causing factors are still unknown. The major
factor related in literature is the impaired sperm transport
caused by uterine dysperistalsis or hyperperistalsis.
Immunological factors and impaired embryo implantation
are mentioned but recent studies suggest that the
implantation rates in in vitro fertilization cycles are the
same in adenomyosis patients.

Key words: adenomyosis;
physiopathology

infertility, endometriosis;
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INTRODUGAO

A adenomiose é afeccdo ginecoldgica freqliente, de etiolo-
gia desconhecida, primariamente descrita por Rokitansky
em 1860. E caracterizada pela presenca de estroma e
glandulas endometriais no miométrio que formam lesdes
localizadas ou difusas. O tecido endometrial ectdpico
induz a hipertrofia e hiperplasia do miométrio adjacente e
interfere nos movimentos peristalticos uterinos. As mani-
festagOes clinicas parecem ser proporcionais a extensdo
da doenga e a profundidade da invasdo miometrial.

A incidéncia de adenomiose é estimada em torno de 20 a
30% em Uteros provenientes de histerectomia e em torno
de 1% na populagdo feminina geral (Azzi&, 1989, Kim e
Strawn, 2000). A incidéncia é maior na quarta e quinta
décadas de vida. Multiparas sdo mais acometidas,apesar
de haver um numero crescente de estudos que citam a
adenomiose como fator causador de infertilidade.

Um tergo das pacientes é assintomatica. Menorragia e
dismenorréia acometem, respectivamente, 60 e 25%
das pacientes portadoras de adenomiose. Sintomas
como dispareunia e metrorragia sdo menos freqlentes.
A incidéncia de casos de infertilidade feminina atribuida
a adenomiose ndo é conhecida, uma vez que seu diag-
nostico é extremamente dificil e freqlientemente esta
associado a outras doencas ginecoldgicas, em especial a
endometriose. Kunz et al (2005) descrevem a presencga
de adenomiose em cerca de 90% das pacientes inférteis
portadoras de endometriose, diagnosticadas por resso-
nancia nuclear magnética (RNM).

Diagnéstico de adenomiose na

paciente infértil

Acredita-se que o avancar da idade das mulheres interessa-
das em gestar levara os centros de infertilidade a diagnos-
ticar um numero cada vez maior de casos de adenomiose.
Uma grande parcela das pacientes inférteis encontra-se
acima da faixa de trinta anos de idade, quando a adeno-
miose é mais prevalente. Estas pacientes sdo submetidas

Recebido em: 20/10/2008
Aceito em 10/11/2008

31

Copyright - Todos os direitos reservados a
SBRA - Sociedade Brasileira de Reproducéo Assistida



32

Artigo de Atualizagdo

a uma propedéutica exaustiva, na qual a investigagdo dire-
cionada de adenomiose ndo é usual, mas tornou-se mais
freqliente com a evolucdo dos métodos de imagem.

O diagndstico definitivo de adenomiose € a analise histo-
patoldgica do Utero obtido por histerectomia. Nos casos
de infertilidade em que ha suspeita de adenomiose, o uso
de métodos ndo-invasivos faz-se necessario. A ultra-sono-
grafia transvaginal, a histerossalpingografia (HSG), a video-
histeroscopia e a ressonancia nuclear magnética (RNM) sao
exames complementares capazes de sugerir a presencga de
adenomiose, com acuracias bastante variaveis.

A ultra-sonografia transvaginal e a histerossalpingografia
sdo métodos utilizados como rotina nos centros de inferti-
lidade. Ocasionalmente, podem estabelecer o diagndstico
ndo-invasivo da adenomiose, porém com especificidade
e sensibilidade insatisfatorias. A imagem caracteristica a
histerossalpingografia constitui o raro aspecto em “favo
de mel”, com multiplas e pequenas saculaces que pene-
tram no miométrio.

A ultra-sonografia transvaginal apresenta sensibilidade
que varia de 46 a 100% para o diagnostico da adeno-
miose, segundo revisao da literatura realizada por Levgur
(2007). Sua especificidade varia de 50 a 100% (Wéry
et al, 2005). Diversas alteracdes a ultra-sonografia sao
descritas como sugestivas de adenomiose. Eco miome-
trial difusamente heterogéneo, forma uterina globosa e
cistos miometriais sao alguns dos achados mais relacio-
nados a adenomiose. A distingdo de adenomioma e fibro-
ma uterino pela ultra-sonografia é extremamente dificil e
constitui uma limitacdo do método. Os critérios diagnds-
ticos de adenomiose a ultra-sonografia sdo variaveis, ha
significativa variagdo interobservador e a experiéncia do
examinador é fundamental. Ha, portanto, a tendéncia de
complementar a investigagdo de adenomiose com outros
métodos, em especial a ressonancia nuclear magnética
(RNM), antes de definir a conduta clinica ou cirurgica.

A video-histeroscopia também ¢é utilizada com frequ-
éncia na propedéutica da infertilidade ou pré-ciclos de
fertilizacdo in vitro (FIV). E mandatéria nas pacientes
sintomaticas, com sangramento uterino anormal, pela
importancia de diagnosticar ou afastar outras causas de
sangramento. As alteracGes perceptiveis a histeroscopia
ndo sdo patognomonicas mas podem sugerir o diagnos-
tico de adenomiose. S&o elas: superficie endometrial
irregular, vascularizacdo atipica, lesGes cisticas hemor-
ragicas e orificios diverticulares. A bidpsia endometrial,
mesmo quando dirigida pela video-histeroscopia, ndo
define o diagndstico de adenomiose, uma vez que suas
alteragBes caracteristicas encontram-se no miométrio e
ndo na superficie endometrial. A bidpsia miometrial pode
ser obtida com ressectoscopio pela video-histeroscopia
cirlrgica, através de agulha transcervical ou obtida por
video-laparoscopia. Apresenta sensibilidade de apenas
8 a 18% (Molinas et al, 2006). Em pacientes com sinais
sugestivos de adenomiose a ultra-sonografia transvagi-
nal, a bidpsia miometrial com ressectoscépio apresenta
sensibilidade satisfatoria de 82% (Pace, 2000). Apesar de
constituir ferramenta diagndstica promissora, a bidpsia
miometrial pode? causar dano miometrial indesejavel as
pacientes inférteis e parece ndo acrescentar sensibilidade

aos métodos ndo-invasivos, especialmente a ressonancia
nuclear magnética.

Atualmente, a RNM é considerada o método ndo-invasivo
de melhor acuracia no diagnostico da adenomiose. As
imagens ponderadas em T2 sdo especialmente eficazes na
diferenciacdo dos tecidos. As imagens sdo reprodutiveis
e ndo sdo tdo dependentes do executor do método. As
lesGes adenomidticas tém baixa intensidade de sinal nas
imagens ponderadas em T2. A medida espessada da zona
juncional (ZJ), referente ao miométrio subendometrial, é
o principal critério utilizado no diagndstico de adenomiose.
A espessura minima ou “ponto de corte” da zona juncional
considerada alterada é variavel segundo revisdo de Kissler
et al (2007). Medidas iguais ou maiores que 12 mm corres-
pondem a uma acuracia bastante elevada. Medidas entre
8 mm e 12 mm de espessura devem ser acompanhadas de
lesbes secundarias para diagndstico de adenomiose com
boa acuracia. Medidas da espessura da ZJ menores que 8
mm sao consideradas normais. Lesdes miometriais secun-
darias e adenomiomas também sdo critérios utilizados no
diagndstico de adenomiose pela RNM.

Adenomiose associada a endometriose

A associacdo de endometriose e infertilidade é ampla-
mente estudada. A distorcdo da arquitetura pélvica, o
fator tubo-peritoneal e a qualidade oocitaria sdao alguns
pontos de efeito da endometriose aparentemente capa-
zes de interferir no resultado reprodutivo. Kunz et
al. (2000), demonstraram a presenga de adenomio-
se em cerca de 90% das pacientes inférteis portado-
ras de endometriose. Barrier et al. (2004), em estudo
com babuinos, associaram a presenca de adenomiose
a infertilidade primaria de longa data, mesmo quando
excluidos os casos de endometriose concomitante. Estes
dados sugerem um efeito préprio da adenomiose na
fertilidade, muitas vezes presente e nao diagnosticada
nos casos de endometriose.

Mecanismos da infertilidade

atribuida a adenomiose

Estudos recentes apontam um real impacto da adeno-
miose na infertilidade. Sua dimensao e os fatores envol-
vidos nesta relacdo ndo sdo esclarecidos. A adenomiose
tem repercussdes na fungdo miometrial, imunoldgica e
hormonal uterina. O estudo individual de cada funcdo é
extremamente dificil, assim como a dissociacdo da adeno-
miose e endometriose nas pacientes inférteis.

A adenomiose acomete especialmente o miométrio suben-
dometrial e, por vezes, camadas mais profundas do miomé-
trio. A interface endométrio-miometrial € a juncdo do endo-
métrio basal e miométrio subendometrial, ambos originarios
dos ductos paramesonéfricos. Sua integridade é considerada
essencial no transporte espermatico, implantagdo embriona-
ria, implantagdo placentaria e na menstruagdo.

A zona juncional miometrial ou miométrio subendome-
trial € composta de feixes longitudinais de fibras muscu-
lares lisas paralelas ao endométrio, com cerca de 5 mm
de espessura. A expressdo ciclica de receptores de estro-
génio e progesterona é exclusiva desta porgdo do miomé-
trio. A contratilidade do miométrio subendometrial pode
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ser anterdégrada ou retrograda, conforme a fase do
ciclo menstrual. Este movimento peristaltico teria papel
fundamental na eliminagdo do fluxo na fase menstrual,
no transporte espermatico na fase pré-ovulatéria, e no
momento da implantagdo embrionaria.

1) O transporte Gtero-tubario

Leyendecker et al. 1996, conduziram um estudo com
pacientes inférteis portadoras e ndo-portadoras de endo-
metriose. Os movimentos uterinos foram registrados em
diferentes fases do ciclo por histerossalpingocintigrafia e
por sonografia vaginal da peristalse uterina. O achado foi
sugestivo de alteragdes significativas da peristalse uteri-
na nas pacientes com endometriose. Estas alterages de
motilidade foram denominadas disperistalse e hiperperis-
talse. O movimento uterino fisiolégico descrito consiste
em contragdes fundo-cervicais na fase menstrual, a fim
de eliminar os residuos, e cérvico-fundicas ritmadas na
fase folicular tardia, dirigidas a tuba ipsilateral do foliculo
dominante. A disperistalse e a hiperperistalse poderiam
estar relacionadas a infertilidade ao impedir o transporte
passivo dos espermatozdides nesta fase.

A adenomiose foi associada a estes achados por diver-
sos outros autores. Kissler et al. 2007 estudaram sepa-
radamente os casos de endometriose, adenomiose focal
e difusa e um grupo controle. O transporte Utero-tubario
foi avaliado por histerossalpingocintigrafia com 99-Tc.
O padrdo fisiolégico observado foi o direcionamento
dos marcadores a tuba ipsilateral do foliculo dominante
ou o transporte bilateral, apresentados por 70-80% do
grupo controle. O transporte contralateral - relacionado a
hiperperistalse, e a faléncia do transporte - relacionado a
disperistalse foram considerados patoldgicos. As pacientes
com adenomiose focal e difusa apresentaram, respectiva-
mente, um transporte Utero-tubario patoldgico em 54% e
78,5% dos casos. As pacientes com endometriose apre-
sentaram um padrdo alterado em 33% dos casos.
Acredita-se que a degeneragdo do miométrio subendo-
metrial e o maior nimero de receptores de estrogénio no
tecido adenomidtico tenham algum papel nas alteracdes
da peristalse uterina.

Menores taxas de gravidez espontanea, em ciclos progra-
mados e em inseminacgdo intra-uterina foram observadas
nas pacientes portadoras de adenomiose ou endome-
triose com parametros patoldgicos de peristalse uterina.
(Kissler et al, 2005). Estes estudos sugerem que a ferti-
lizagdo in vitro seria a melhor opgdo terapéutica para a
infertilidade associada a adenomiose.

2) Implantacdo embrionaria

Teoricamente, a implantagdo embrionaria nas pacientes
com adenomiose seria prejudicada pela peristalse uterina
incoordenada. No entanto, estudos em ciclos de trans-
feréncia de embrides ndo demonstraram diferengas nas
taxas de gravidez das pacientes com diagndstico ultra-
sonografico de adenomiose (Camargo et al, 2001).

3) Fatores quimicos e imunolégicos
Ha evidéncias de uma maior expressdo da enzima dxido
nitrico sintetase endometrial nas pacientes com adeno-
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miose. O oéxido nitrico tem acgdo vasodilatadora e, em
niveis elevados, parece afetar a fungdo espermatica e a
implantagdo embrionaria (Matalliotakis et al., 2005).

Os parametros imunoldgicos endometriais parecem ser
alterados na adenomiose e estimulam respostas atipi-
cas. Uma producdo persistente e aumentada de 6xido
nitrico por macréfagos ou células endometriais cria um
ambiente endometrial hostil a fertilizacdo e a implantagédo
e pode ser associado também a incidéncia de abortamen-
to precoce.

Consideracgoes finais

Os centros de reprodugdo humana recebem um ndmero
crescente de pacientes com idade em torno de 30 a 40
anos, quando a adenomiose é mais frequente. O diagnds-
tico ndo-invasivo da adenomiose evoluiu drasticamente
com a RNM, o que contribuiu para estabelecer uma asso-
ciagao entre adenomiose e infertilidade cada vez mais
clara. Os diversos mecanismos capazes de interferir na
fertilidade das mulheres portadoras de adenomiose sdo
relacionados ao transporte espermatico Utero-tubario,
prejudicado pelos movimentos peristalticos uterinos
patoldgicos, e aos fatores quimicos e imunoldgicos que
parecem ser alterados.

A investigacao rotineira de adenomiose nas pacientes
inférteis com RNM é proposta por alguns autores, mas
seu real beneficio ndo é bem esclarecido. Acredita-se
que, nas pacientes inférteis com adenomiose, os ciclos
de coito programado ou inseminagdo intra-uterina ndo
seriam bem indicados, mesmo em vista de tubas paten-
tes, uma vez que o transporte espermatico Utero-tuba-
rio é patolégico. A fertilizagdo in vitro seria, em tese, a
melhor opgao para este grupo de pacientes. Estas afir-
magdes carecem de um maior nimero de estudos na
medida em que impdem um relevante aumento de custo
na propedéutica e tratamento da infertilidade.

Enderego para correspondéncia:

Av das Américas 4666, sala 312/313. Barra da Tijuca.
CEP: 22649-900. Rio de Janeiro, R]. Tel: 55-21-24309060.
e-mail: haydeecns@gmail.com; g&obarra@cmb.com.br
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