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RESUMO

Araujo, C.H.M. Maturagdo in Vitro de Odcitos de Mulheres com Sindrome dos Ovarios
Policisticos: Comparacao entre dois Meios de Cultivo. 2007. 108p. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2007.
Objetivo: Comparar a eficacia dos meios de cultivo HTF (Human Tubal Fluid) e TCM 199
(Tissue Culture Medium) na maturagdo in vitro.

M étodos: Estudo experimental controlado e randomizado no qual foram avaliadas as taxas de
maturacao oocitaria, fertilizagdo, clivagem e produgdo de embrides de boa qualidade em 23
ciclos ndo estimulados de maturacao oocitaria, com 119 odcitos coletados, de 13 mulheres
com Sindrome dos Ovarios Policisticos. Os odécitos de cada paciente foram transferidos
randomicamente para cada um dos meios de cultivo sendo que, 61 (51%) foram colocados no
meio TCM 199 e 58 (49%) no meio HTF. Os dois meios de cultivo receberam suplementacao
hormonal.

Resultados: Diferengas significativas foram encontradas entre os meios de cultivo TCM 199
e HTF em relacdo a taxa de maturagdo oocitaria (82% vs. 56.9%, p = 0.005), taxa de
fertilizagao (70% vs. 39.4%, p = 0.007) e taxa de producao de embrides de boa qualidade
(81.3% vs. 41.7%, p= 0.023).

Conclusédo: O meio de cultivo HTF embora seja utilizado para manutengao de embrides em
técnicas de fertilizagdo assistida ¢ em procedimentos de maturagdo in vitro com ciclos
estimulados, ndo ¢ o meio mais apropriado para maturacdo de odcitos obtidos de mulheres
com Sindrome dos Ovarios policisticos em ciclos ndo estimulados.

Palavras Chave: Técnicas de Reproducdo Assistida, Maturagao in Vitro, Meios de Cultivo,
Injecdo Intra-Citoplasmatica de Espermatozoides; Sindrome dos Ovarios Policisticos e

Sindrome da Hiperestimulagao Ovariana.
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ABSTRACT

ARAUJO, C.H.M. Oocytes In Vitro Maturation of Women with Polycystic Ovarian
Syndrome: Comparison Between Two Culture Medium. 2007. 108p. Thesis (Doctoral) -
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2007.
Objective: Compare oocytes human culture in human tubal fluid (HTF) and Tissue Culture
Medium (TCM 199) in vitro maturation cycles.

Methods: Randomized controlled trial which oocyte maturation, fertilization, cleavage rates
and embryo quality in 23 in vitro maturation cycles no stimulation were evaluated, resulting
in 119 oocytes retrieved from 13 patients with polycystic ovarian syndrome. The oocytes
from each patient were assigned randomly to the two culture media, 61 (51%) to the TCM
199 and 58 (49%) to the HTF using the same hormonal supplementation.

Results: Significant differences were observed between TCM 199 and HTF regarding
maturation rate (82% vs. 56.9%, p = 0.005), fertilization rate (70% vs. 39.4%, p = 0.007) rates
and embryo quality (81.3% vs. 41.7%, p=0.023).

Conclusion: The HTF medium, although widely employed for oocyte fertilization and
embryo maintenance in IVF techniques, is not an appropriated medium to maturation oocytes
obtained from PCOS patients in non - stimulated cycles.

Keywords: assisted reproductive techniques; in vitro maturation; culture medium,
intracytoplasmatic sperm injection; polycystic ovary syndrome, ovarian hyperstimulation

syndrome.
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A gametogénese humana ¢ o fendmeno bioldgico de formacdo dos gametas femininos
e masculinos. Pode ser caracterizada por trés etapas distintas denominadas multiplicacao,
crescimento e maturacao, que se diferenciam em varios aspectos na gametogénese feminina e

masculina.

Oogénese

A gametogénese feminina ¢ denominada oogénese ou ovogénese € inicia-se no interior
dos foliculos ovarianos, que sdo as unidades funcionais e fundamentais dos ovarios. Tem
inicio ainda na vida intra-uterina, quando as células germinativas, derivadas do embrido
feminino, passam pela fase de multiplicag¢do até aproximadamente a 15* semana da vida fetal
(HOUILLON, 1972), sofrendo divisdes mitoticas dando origem as oogoOnias. As oogonias a
seguir passam por uma fase de crescimento dando origem aos oocitos primarios. Os odcitos
primarios passardo pelas fases de maturacdo que correspondem as divisdes meioticas. Nas
recém-nascidas, parte deste processo de maturacdo ja ocorreu, isto €, a primeira divisdo da
meiose ja se iniciou e o oocito primario encontra-se estacionado em proéfase I na subfase de
dipléteno (BUCCIONE, 1990).

Alguns estudos sugerem que o processo meiodtico fica inibido pela agdo de um fator
inibidor da maturacdo do odcito.

Além deste fator, também ¢é importante a agdo do fator promotor da matura¢ao (MPF),
que ¢ um complexo protéico formado por duas subunidades denominado Cdc (proteina
quinase) e ciclina, esta ultima proteina reguladora que controla a capacidade da Cdc fosforilar
proteinas - alvo (SCOTT e HODGEN, 1990).

A atividade do MPF ¢ controlada pelo padrdo ciclico de acumulo e degradacdo da

ciclina, que ¢ um de seus componentes. A montagem do dimero Cdc-ciclina, sua ativacio e
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posterior degradacdo sdo processos centrais que controlam o ciclo celular. A Figura 1 mostra
a variagdo do complexo MPF desde o estagio de diploteno até a metafase II, que sdo dois
estagios em que a meiose fica estacionada ao longo do processo de maturacdo oocitaria. A
continuidade do ciclo celular a partir do estagio estacionario do dipléteno da profase 1 €
dependente de a¢do hormonal, assim como do aumento da concentragdo do complexo MPF.
Ao final da primeira divisdo da meiose a concentragdo do MPF diminui novamente e a meiose
fica estacionada no estagio de metafase II. A continuidade do processo ocorrerd com a

fertilizagdo e um novo aumento da concentracdo do MPF.

DIPLOTENO METAFASE 1 METAFASE 11

(@

MPF

ESTIMULACAC CITOCINESE METAFASE IT
HORMONAL (estacionadsa)

Figura 1. Variacédo do acimulo intracelular do complexo M PF ao longo do processo de
matur acgao oocitaria.

No dipléteno da profase I, os cromossomos estdo duplicados e apresentam duas
cromatides. Nessa fase podem ser observados os quiasmas (pontos de cruzamentos entre
cromatides ndo - irmas), devido a ocorréncia do crossing - over.

O odcito neste estagio ¢ identificado morfologicamente pela visualizagdo da vesicula
germinativa, que possui nucleo bem desenvolvido, imaturo e em final de profase 1.

A quebra da vesicula germinativa marcara a continuidade da meiose e do processo de

maturacdo oocitaria (VEECK, 1999). Os od6citos ficam neste estagio de profase I (diploteno)
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até a mulher atingir a puberdade, sendo que o processo de maturagao podera se completar
apenas a partir da adolescéncia por influéncia das gonadotrofinas hipofisarias.

Os ovarios apresentam, nas mulheres recém — nascidas, uma média de um a dois milhdes
de foliculos primordiais (SALHA et al., 1998). Os foliculos primordiais sdo unidades formadas
por uma camada de células da granulosa achatadas que envolvem o odcito primario. A partir do
foliculo primordial formam-se o foliculo primario, o secundario e o pré - antral, este ultimo
caracterizado pela proliferagdo de células da granulosa, que ficam evolvidas pelas células da teca.

Com o crescimento folicular, entre as células da granulosa ¢ secretado um fluido que
se acumula no espaco intersticial promovendo a formagao da cavidade antral, caracterizando o
foliculo antral. Com a formagdo do antro, o 06cito primario passa a ocupar uma posi¢ao
deslocada para um dos lados do foliculo, ficando rodeado por véarias camadas de células,
formando o cumulus oophorus.

O fluido folicular acumulado na cavidade antral ¢ importante para a nutricdo das
células da granulosa e do od6cito.

Em ciclos naturais, o desenvolvimento dos foliculos antrais sofre influéncia do
Hormonio Foliculo Estimulante (FSH), secretado pela hipofise anterior. Nesta fase os
foliculos tornam-se gonadotrofina - dependentes para seu desenvolvimento.

Sob a a¢do das gonadotrofinas, o foliculo ovariano experimenta um crescimento
exponencial, passando da fase antral a fase pré - ovulatoria. Proxima a ovulagdo, o pico do
Hormonio Luteinizante (LH) induz a quebra da vesicula germinativa e o processo de meiose ¢
reiniciado (ADASHI, 1995).

O odcito primario que estava estacionado em diploteno, que € a fase mais longa da profase I,
podendo durar ao redor de 40 anos, entra em diacinese, finalizando a profase 1. Os cromossomos

passam para metafase I e telofase I, terminando a primeira divisdo da meiose com a extrusdo do

primeiro corpusculo polar e a formagdo do odcito secundario (MOORE e PERSAUD, 2000).
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A figura 2 mostra o comportamento dos cromossomos ¢ do nucléolo nas subfases da
profase I, que € subdividida em leptoteno, zigoteno, paquiteno, diploteno e diacinese.

No leptéteno, os cromossomos estdo duplicados e pouco condensados. No zigéteno, os
cromossomos homdlogos pareiam-se e ainda estdo pouco espiralizados. No paquiteno, os
cromossomos estao totalmente pareados, mais espiralizados ¢ pode ocorrer o fendmeno de
crossing-over, que ¢ uma importante fonte de variabilidade genética nas populagdes. No
dipléteno, os cromossomos estdo mais condensados e cada par de homdlogos aparece como
quatro cromatides (tétrades ou bivalentes).

A visualizagdo dos cromossomos ¢ maior, assim como dos quiasmas. Nesta fase,

observa-se a vesicula germinativa. Na diacinese, ocorre a terminalizagdo dos quiasmas.

e

/ < C?Qucléolo //"'
<

e,

RN
N

N

Y

. . - -
—~ —— . S

f §\\

Figura 2. Subfasesda proéfase | : Leptéteno, Zigéteno, Paquiteno, Dipl6teno e Diacinese.
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A seguir o odcito primario atinge a metafase I em que os pares de cromossomos
homologos duplicados e pareados, num grau de condensa¢ao maior se distribuem na placa
equatorial da célula.

A continuidade da maturagdo oocitaria ¢ caracterizada pela chegada do o6cito primario
na anafase I. Nesta fase os pares de cromossomos homologos que estdo pareados migram para
os polos opostos da célula. A orientacdo da disjun¢do dos cromossomos homoélogos para os
polos da célula ¢ realizada pelo encurtamento das fibras do fuso meidtico. Esta separacao dos
cromossomos homologos na anafase I caracteriza a meiose como um processo reducional em
que a ploidia da célula é reduzida a metade, de cromossomos 46 para 23 cromossomos, na
espécie humana.

A reducdo do nimero de cromossomos a metade da ploidia nos gametas ¢ fundamental
para a estabilidade do nimero de cromossomos da espécie. A ploidia é reconstituida no
momento da fecundagao.

Quando o oo6cito primario atinge a teloéfase I, estara terminada a primeira divisdo da
meiose sendo formado o odcito secundario e um corpusculo polar.

Além da agdo na reinicializacdo da meiose, o LH também ¢ importante para a
formagdo do corpo luteo a partir do foliculo ovulatorio (CHIAN et al., 2003) que sofre
degeneragdo se ndo ocorrer a fecundagdo. A figura 3 mostra os varios estagios do processo de
maturagdo folicular desde o foliculo primordial, o crescimento folicular, a formagdo da
cavidade antral (foliculo antral), o foliculo pré-ovulatdrio até a liberacdo do odcito secundario

no fendmeno da ovulagao.
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Primeiro Odcito
corpusculo Secundario Ovulagéo
polar

Foliculo
Pre-ovulatorio

Inicio da formagéo _
do Antro

Células / f
Foliculares —— o y Corpo Luteo

Foliculo |
Primordial

Corpo Luteo
degenerado

Figura 3. Processo de maturacéo folicular: Do foliculo primordial ao foliculo pré - ovulatério,
que em seguida passa pelo fenbmeno da ovulacdo com a liberacdo do odcito secundério.
Adaptado de Biology a Human Emphasis. 32 edicdo, p. 606. Cecie Starr.
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As figuras 4 e 5 mostram esquemas dos foliculos em diferentes estagios de maturagao,

assim como seus cortes histologicos.

Foliculo Primordial

Célula Folicular

Foliculo Antral

Cumulus
Oophorus

Figura 4. Diferentes estagios de maturacao folicular (foliculo primordial e foliculo antral) e os
cortes histol6gicos dos mesmos. Adaptado de Clinical Gynecology Endocrinology and Infertility.
52 edicdo, p. 185 L eon Speroff; Robert H. Glass;, Nathan Kase.

Foliculo Pré-Ovulatério

B,

r-nif-

oY,
= o MY
]

.
.

X

Figura 5. Foliculo pré - ovulatério e o corte histolégico do mesmo. Adaptado de Clinical
Gynecology Endocrinology and Infertility. 5% edi¢do, p. 185 Leon Speroff; Robert H. Glass;
Nathan Kase.
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No ciclo ovariano, muitos foliculos podem passar pelos processos de crescimento e
diferenciagdo, mas ¢ comum que apenas um deles chegue a ovulacdo na espécie humana,
ocorrendo o processo de atresia para os foliculos menores. Ao longo da vida da mulher, o
processo de atresia € responsavel pela redugdo de milhdes de foliculos. Uma mulher durante a
vida reprodutiva produz a partir da menarca um odcito secundario a cada ciclo de ovulagao,
que em média ocorre a cada 28 dias, assim, aproximadamente 400 foliculos vao efetivamente
liberar o odcito secundario no periodo entre a menarca ¢ a menopausa (SALHA et al., 1998).

O oocito secundario, agora com um conjunto hapléide de cromossomos inicia a
segunda divisdo da meiose passando pela profase I, atingindo a metafase II.

A segunda divisdo da meiose ¢ novamente bloqueada em metafase II e sera concluida
com a fertilizagao.

Ao longo da maturagdo oocitaria a formag¢ao do primeiro corpusculo polar ¢ um sinal
da finalizagdo da meiose I, e a formagdo do segundo corpusculo polar ¢ um indicativo da

fertilizagao do oocito.

Esper matogénese

A gametogénese masculina ¢ denominada espermatogénese e ocorre nos tibulos
seminiferos dos testiculos. E um processo continuo na vida do homem apés ser atingida a
puberdade. A maturagdo das células germinativas para formagao dos espermatozoides ocorre
at¢é o final da vida do individuo, em que cada espermatogénia dara origem a quatro
espermatozodides.

As espermatogonias que foram formadas durante a vida fetal e estavam dormentes nos
tubulos seminiferos, entram em fase de multiplicagdo na puberdade dando origem a muitas

espermatogonias por mitoses sucessivas (MOORE e PERSAUD, 2000).
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Apo6s a fase de multiplicacdo, cada espermatogonia formada entra na fase de
crescimento e da origem a dois espermatocitos primarios. Em seguida os espermatdcitos
primarios passam pela fase de maturagdo, que corresponde as divisdes de meiose.

Cada espermatdcito primdario ao sofrer a primeira divisdo da meiose da origem a dois
espermatocitos secundarios.

Esta primeira divisdo da meiose ¢ reducional, assim os espermatdcitos secundarios
passam a ter metade do nimero de cromossomos, isto ¢, cada espermatocito secundario ¢ uma
célula hapldide, ao contrario dos estdgios anteriores de espermatogdnias e espermatocitos
primarios que sdo dipldides.

A continuidade do processo de maturagdo ocorre com a segunda divisdo da meiose nos
espermatocitos secundarios que dardo origem as espermadtides, que também sdo células
haploides.

Cada espermatide passa pelo fenomeno da espermiogénese, que corresponde ao
processo de diferenciacdo celular para formagao dos gametas masculinos em sua forma final.

Durante a espermiogénese as espermatides ganham o acrossomo e¢ a cauda. O
acrossomo estd localizado na regido anterior da cabeca do espermatozodide e corresponde a
uma aglomeragao de vesiculas secretadas a partir do complexo de Golgi.

No acrossomo, estdo presentes varias enzimas, entre elas a hialuronidase que tém
papel fundamental no momento da fecundagdo, pois a atividade dessa enzima favorece a
entrada do espermatozodide através corona radiata e da zona pelucida durante o processo de
fertilizagao.

A cauda do espermatozoéide ¢ fundamental para a mobilidade do gameta masculino até
o local da fertilizacdo. Para a movimentagao da cauda do espermatozoéide, as mitocondrias da
cauda fornecem ATP (adenosina trifosfato), que ¢ fonte de energia para a locomog¢ao (OURA

e TOSHIMORI, 1990).
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A espermatogénese desde a origem das espermatogénias at¢ a formagdao dos
espermatozdides, passando pela espermiogénese, ocorre em aproximadamente dois meses
(MOORE e PERSAUD, 2000).

A figura 6 mostra o momento da fertilizagdo do o6cito secundario com a penetragido

do espermatozdide através das células foliculares.

Corpusculo Polar

Zona Pelicida — . .
Qdcito Secundario

Células Foliculares

Espermatozoides

Figura 6. Fertilizacdo do odcito secundario pelo espermatozdide. Adaptado de Biology a Human
Emphasis 32 edicdo p. 609. Cecie Starr.

A gametogénese masculina diferencia-se da feminina em varios aspectos como na
ocorréncia do processo ao longo da vida do individuo, no ntimero de gametas formados, nas
etapas de multiplicagdo, crescimento e maturagdo, assim como nas diferenciagdes e
maturagdes citoplasmaticas e nucleares dos gametas. Na oogénese, apds o 5° més de vida
intra-uterina ndo ocorre mais a fase de multiplicacdo nem ha formacdo de odcitos primarios,
em contraste com a formacdo de espermatdcitos primarios nos homens apos a puberdade
(MOORE e PERSAUD, 2000).

A figura 7 mostra o processo da gametogénese para uma célula germinativa diploide.

Podem-se notar diferengas na maturacdo (meiose I e meiose II) entre oogénese (a) e

espermatogénese (b), em relacdo ao nimero de gametas formados.
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(a): nogénese (b}): espermatogénese
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Figura 7. Esquema da gametogénese: (a) oogénese e (b) espermatogénese para células
germinativas dipldides. O segundo corpusculo polar (CP) sera formado se ocorrer fertilizacdo.
Baseado em A célula 2001, cap. 21, p.255. Shirlei M. Recco - Pimentel, Odair Aguiar Junior.

MIV e SOP

Nem sempre a gametogénese feminina ocorre como descrita anteriormente, pois
existem varios casos de infertilidade na espécie humana.

Erros na ovulagdo causam intimeros transtornos durante a vida reprodutiva da mulher,
desde ciclos menstruais irregulares, sangramentos uterinos anormais e infertilidade conjugal.

A anovulagdo cronica hiperandrogénica, também denominada Sindrome dos Ovarios
Policisticos (SOP) ¢ a endocrinopatia ginecoldgica mais freqiiente no menacne, atingindo de 6

a 10% das mulheres nesta fase da vida. (FRANKS, 1995; FUTTERWEIT ¢ MECHANICK
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1988; ASUNCION et al., 2000). A SOP representa 75% das causas de infertilidade por
anovulag¢do (Hull, 1987). Essa sindrome foi descrita inicialmente ha 70 anos por Stein e
Leventhal.

Em 1935, esses pesquisadores reconheceram e descreveram pela primeira vez a
associacdo entre ovarios policisticos bilaterais e o conjunto de sintomas constituidos por
amenorréia, hirsutismo e obesidade, como uma entidade clinica inica e a denominaram na
época de Sindrome de Stein e Leventhal (STEIN e LEVENTHAL, 1935). A SOP tem
inimeras conseqiiéncias clinicas entre as quais a infertilidade, alteracdes menstruais que
podem variar de amenorréia a sangramento uterino disfuncional, hirsutismo e acne.

Com o passar do tempo, esta sindrome pode aumentar os riscos de aparecimento de
doenca cardiovascular e diabetes mellitus tipo 2, principalmente em mulheres com
hiperinsulinemia e até mesmo risco elevado para o desenvolvimento de cancer de endométrio
¢ de mama (SPEROFF et al.,1994).

Na SOP, as mulheres apresentam uma resposta excessiva a estimulagdo ovariana
devido ao fato dos ovarios policisticos apresentarem varios foliculos parcialmente
desenvolvidos que estariam prontos para a estimulacdo propiciando uma tipica resposta
multifolicular. Os foliculos ovarianos seriam altamente sensiveis ao FSH o que favorece um
aumento dos receptores devido a alta concentracdo local de estrogenos e, como resultado
haveria um desenvolvimento multifolicular associado com uma alta concentracdo de
estrogenos circulante (BRINSDEN et al. 1995).

Mulheres quando submetidas a procedimentos de Reproducao Assistida que envolve
inducdo de ovulagdo com gonadotrofinas ¢ hCG correm o risco de manifestarem a Sindrome
da Hiperestimulagdo Ovariana (SHO). A SHO compreende um amplo espectro de sinais e
sintomas clinicos e achados laboratoriais. A incidéncia dessa sindrome ¢ bastante variavel e

podem ocorrer de forma leve com manifestacdes de distensdo abdominal e desconforto,
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nauseas, vomitos e diarréia, entre 8 a 23% das mulheres. As formas graves com manifestagoes
de ascite, comprometimento respiratdrio, hipovolemia, hemoconcentracio, distirbios de
coagula¢ao e insuficiéncia renal, sio menos freqlientes, entre 0,5 ¢ 2% das mulheres.

A SHO ¢ um achado freqiiente em mulheres com SOP que sdo submetidas a
superestimulagdo ovariana controlada em ciclos de FIV (REIS et al., 2004; COSTELLO et
al., 2006; JABARA et al., 2003; BALEN, 2000). Esse fenomeno é mediado por substancias
vaso ativas que provocam alteragdes no compartimento vascular.

O estimulo com hCG ¢ um dos principais responsaveis pelo aumento da
permeabilidade, levando a um extravasamento do liquido intravascular para o terceiro espago.

Dentre os mediadores responsaveis por essa rea¢do vascular em cascata destacam-se:
a concentragdo sérica de estradiol elevada, de prostaglandinas, de histaminas, do sistema
renina angiotensina sobre a esteroidogénese, das interleucinas (IL-6, IL-8, IL-2), das
alteragdoes do fator de crescimento endotelial vascular, da endotelina-1, da insulina sérica
elevada e do sistema ovariano cinina-calicreina.

Pelo fato das mulheres com SOP apresentarem alto risco de manifestarem a SHO
quando submetidas a indugdo da ovulagdo para os procedimentos tradicionais de Reprodugao
Assistida, como a Fertilizagdo in vitro (FIV), o desenvolvimento de técnicas e de meios de
cultivo para maturacgdo oocitaria in vitro (MIV) passaram a ser uma alternativa de tratamento
para essas mulheres.

Os procedimentos de MIV apresentam vantagens sobre os programas de FIV. Os
protocolos para MIV sdo mais simples para a paciente e para o médico, pois sdo reduzidos os
numeros de consultas, o periodo de tratamento, as intervengdes farmacologicas e os custos sao
menores para as mulheres do que os procedimentos tradicionais de Reproducao Assistida.

Pode-se realizar a captagdo de oocitos para a MIV sem o uso de drogas indutoras da

ovulacdo. No entanto, a administragdo de hCG previamente a aspiracdo dos o6citos tem
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proporcionado melhores resultados de maturacdo oocitaria. A aplicacdo do hCG favorece a
quebra da vesicula germinativa do odcito, isto é, a reinicializacdo da meiose e
consequentemente a maturagdo oocitaria. (CHIAN et al., 2000).

O hCG e o LH apresentam semelhancas estruturais € no mecanismo de a¢do na
esteroidogénese ovariana. Pelo fato do hCG apresentar um periodo de acdo maior do que o
LH, e interagir com receptores especificos de LH nas células da teca ¢ da granulosa, sua
utilizagdo tém a finalidade de favorecer a produgdo e ativagdo de enzimas que atuam no
processo de maturagdo oocitaria.

Foi demonstrado que em células do cumulus oophorus de foliculos antrais de bovinos
com menos de 5 mm de didmetro ocorre transcri¢do de RNA mensageiro para receptor de LH
e que as mesmas podem responder ao estimulo de hCG (JIN et al., 2005).

Esse achado d4 mais credibilidade para o mecanismo de que o hCG inicia o processo
de maturagdo de foliculos antrais pequenos in vivo e facilita a reinicializacdo da meiose in
vitro.

Muitas pesquisas sao realizadas com objetivos de melhorar a eficiéncia e o potencial

de maturagdo de oocitos in vitro.

Muitas informagdes sobre os procedimentos com oocitos humanos sao obtidas a partir
do tratamento de mulheres com problemas de infertilidade com drogas que provocam a
estimulagdo de muitos foliculos e a hiperovulagdo. (TROUNSON et al., 1994).

Desde 1939 com as pesquisas de Pincus e Saunders existem registros de maturagdo de
odcitos e em 1983 Veeck relata o nascimento do primeiro bebé gerado por meio de MIV de
odcitos humanos. No Brasil, Amaral et al. (2003) relataram gravidez com nascimento de um

bebé saudavel a partir de procedimentos de MIV em paciente com infertilidade tubaria.
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Hé diferentes meios para aspiragdo e para maturagdo de odcitos imaturos humanos
como relatados por Chian et al. 2000, Cekleniak et al., 2001, Lin et al., 2003, Cooke et al.,
2002, Jaroudi et al., 2001, Le Du A et al., 2005.

Os meios denominados de HAM F10, TCM-199, P1, HTF, entre outros apresentam
grande diversidade de fatores protéicos, energéticos, hormonais (progesterona, estrogénio,
gonadotrofinas hipofisarias, hCG), soros e fatores de crescimento, assim como aminoacidos,
vitaminas e sais minerais. E comum verificar que diferentes meios de cultivos utilizados para
a maturagao de odcitos sdo complementados com piruvato e antibidticos.

Pela grande diversidade dos meios de cultivo, ndo ha um consenso sobre quais 0s
melhores meios de cultivo ou sobre os nutrientes que devem ser adicionados a eles para
garantir competéncia  oocitaria assim como seu desenvolvimento in  vitro.

Considerando que o meio mais comumente utilizado para MIV ¢ o TCM 199 (LE DU,
2005) e que o meio HTF ¢ utilizado para a manutencdo de embrides e também em
procedimentos de FIV (JAROUDI et al., 1977, CHEN SU et al., 2000), o presente estudo
comparou a eficacia destes dois meios de cultivo para maturacdo oocitaria, fertilizagdo e
formagao de embrides de boa qualidade, obtidos em ciclos ndo estimulados de mulheres com

SOP.
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Os procedimentos de Reprodugdo Assistida exigem entre muitos requisitos o uso de
medicamentos para indu¢do da ovulagdo, que devido aos custos elevados, limitam o acesso de
muitos casais com problemas de fertilidade conjugal a estas técnicas.

A MIV de oocitos de mulheres com SOP sem medicamentos indutores da ovulagdo ¢é
uma das alternativas para diminuir os custos para as mulheres nos procedimentos de
Reproducdo Assistida.

Além da contribui¢do no aspecto socio - econdmico a utilizagdo da MIV de odcitos
humanos em ciclos sem estimulacdo, visa contribuir com a diminui¢do de uma série de
transtornos clinicos nas mulheres com SOP, como a Sindrome de Hiperestimulagdo Ovariana.
As mulheres nestes casos podem apresentar aumento dos ovarios e disturbios
hidroeletroliticos, tendo como uma das principais complica¢des a hemoconcentragdo vascular
e propensdo a fendmenos tromboembdlicos.

Deste modo, com os procedimentos de MIV utilizando técnicas de cultivo oocitério
pretendemos contribuir para ampliar o acesso de casais inférteis aos procedimentos de
Reproducdo Assistida, com minimizacdo de possiveis sintomas clinicos advindos da

medicagdo para a inducao de ovulagdo em mulheres com SOP.
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Objetivo Geral:

e Comparar a eficacia dos meios de cultivo HTF e TCM199 para os procedimentos de

maturagao in vitro.

Objetivos Especificos:

Verificar se ha diferengas entre os meios de cultivo HTF ¢ TCM 199 em relagdo aos
seguintes parametros:

e taxa de maturacao dos odcitos

e taxa de fertiliza¢do dos odcitos.

e taxa de clivagem dos embrides

e qualidade dos embrides

e numero de embrides transferidos



CASUISTICA e METODOS
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Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo, no
processo numero 4060/2004 (Anexo 1) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) do Ministério da Satde no processo 25000.81061/2004-22 (Anexo 2). As mulheres
participantes deste estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido para

participarem deste estudo (Anexo 3).

Tipo de Estudo e Célculo Amostral

Trata-se de um estudo experimental, com avaliacdo de meios de cultivo para a
maturagdo oocitaria in vitro. O calculo do (n) amostral foi realizado utilizando uma taxa de
maturagdo de 84% com o meio TCM 199 (CHIAN et al., 2000), com alfa de 5% e um poder
de teste de 80%, isto é, consideramos satisfatoria uma taxa de maturagdo oocitaria de pelo
menos 64%. Para se detectar uma alteracdo de 20%, na taxa de maturagdo seriam necessarios

60 oocitos por grupo.

Caracterizacdo das Mulheres

No periodo de agosto de 2004 a dezembro de 2005, foram realizados 23 ciclos de MIV
de 13 mulheres, que apresentavam como causa de esterilidade a SOP. As mulheres

apresentavam idade entre 26 e 36 anos (média de 29,6 + 3.06) com indices de massa corporal

entre 21 e 32,5 kg/m” (média de 26,1 + 3,60).
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Em sete mulheres foi verificado resisténcia a insulina de acordo com indice QUICKI <
0,33 (CARMINA e LOBO, 2004).

As mulheres que participaram deste estudo foram selecionadas no Ambulatério de
Infertilidade Conjugal do Departamento de Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Os critérios de inclusdo e exclusao

das mulheres foram os seguintes:

Critérios de Inclusio

o Idade das mulheres: 18 a 38 anos.

e Historia clinica: Infertilidade conjugal em mulheres com SOP. O diagnostico de
SOP foi baseado nos critérios de Rotherdan 2004, com presenga de pelo menos 2 dos
seguintes critérios: oligo / amenorréia, hiperandrogenismo clinico e /ou laboratorial e

achados ultra-sonograficos.

e Auséncia de utilizagdo de drogas indutoras da ovulagdo para recrutamento folicular

no ciclo de obtengao de oodcitos para maturagao in vitro.

e Concordancia da paciente em participar do estudo, apds leitura e assinatura do termo

de consentimento livre e esclarecido.

Critérios de Exclusido

e Mulheres com outras doengas enddcrinas que interfiram no eixo hipotalamo -
hipofise - ovariano, como hiperprolactinemia, hiperplasia adrenal congénita de

manifestacdo tardia, Sindrome de Cushing.
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M onitorizacdo do Ciclo M enstrual

Para realizar a monitorizacdo do ciclo menstrual, as mulheres foram induzidas a
menstruar com a administragdo de acetato de medroxiprogesterona na dose de 10 mg/dia via
oral por um periodo de 5 a 10 dias.

Entre o primeiro e o terceiro dia do ciclo menstrual as mulheres foram submetidas a
ultra-sonografia transvaginal para verificar a presenca ou ndo de cistos ovarianos. Novo
exame de ultra-sonografia foi realizado no oitavo dia do ciclo para excluir um possivel
foliculo dominante, na presenca desse o ciclo seria suspenso. Nos 23 ciclos realizados nao foi
detectado nenhum foliculo dominante nas 13 mulheres que participaram desse estudo. A
captagdo dos odcitos sempre ocorreu entre o 10° e 14° dia do ciclo menstrual, quando era
identificado ao exame ultra-sonografico pelo menos dois foliculos entre 8 a 10 mm de
diametro médio. Foi realizado a administragdo de gonadotrofina coridnica recombinante (r-

hCG) - Ovidrel® (Serono) na dose de 250 g, 36 horas antes da captagdo oocitaria.

Suplementacdo Hor monal e Preparacdo do Endométrio

As mulheres receberam suplementagdo hormonal de estrogénio (valerato de estradiol)
na dose de 2 mg/dia nos 4 primeiros dias do ciclo menstrual, 4 mg/dia nos 4 proximos dias do
ciclo e 6 mg/dia até o dia da captagdo oocitaria.

No dia da aspiracdo dos odcitos se o endométrio tivesse espessura menor do que 8
mm, a dosagem de estrogénio aumentava para 10 mg/dia e se fosse maior que 8§ mm a
dosagem permanecia 6 mg/dia. A utilizacdo do estrogénio desde o primeiro dia do ciclo teve
como objetivo melhorar a espessura do endométrio para a transferéncia embrionaria, de

acordo com estudo prévio com ciclos simulados para MIV com a utilizagdo de diferentes
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doses de estrogénio (MARTINS et al., 2006). A suplementagdo hormonal de progesterona foi
realizada com diidrogesterona (Duphaston — Solvay Pharmaceuticals - Holanda) a partir da
realizacdo da ICSI, na dose de 30 mg/dia. O diagnoéstico de gravidez foi realizado por meio do

teste B-hCG quantitativo 14 dias ap0s a transferéncia dos embrides.

Coleta e Cultivo dos O6citos

No momento da coleta os foliculos apresentavam entre 8 ¢ 10 mm de didmetro médio.
A captagdo dos odcitos foi realizada com ultra-sonografia transvaginal com pressdo negativa
artificial constante de 80 mm Hg, por meio de uma bomba de suc¢do com controle eletronico
(Craft™ Suction Pump, Rocket Medical, England), com agulha de calibre 16, lamen duplo
(Cook). O material aspirado foi coletado em tubos conicos estéreis de polipropileno.

Os oocitos captados foram lavados com o meio de cultivo HTF Hepes (HTF-h) —
(Irvine Scientific) para remog¢ao de sangue e debris. No momento da captagdo os oocitos
foram classificados em relag@o ao estagio de maturagdo de acordo com a expansao das células
do cumulus oophorus.

A seguir, foram distribuidos randomicamente em placas “nunc” com 1 mL dos meios
de cultura TCM 199 e HTF e levados a uma incubadora com mistura gasosa de CO, a 5%, a
37 °C por um periodo de 24 a 48 horas para maturagdo. Foram geradas tabelas para
distribuicdo aleatéria dos odcitos, baseadas no numero de oocitos captados. Para tal, foi
utilizado o programa GraphPad StatMate,versao 1.01 (GraphPad Software, San Diego,
California, USA).

Apds 24h de maturagdo, todos os odcitos foram desnudados com solugdo de
hialuronidase (H 4272 tipo IV-S, Sigma) na diluicdo de 80 Ul/ml no tempo maximo de 30

segundos em seguida lavados com HTF suplementado com soro sintético substituto (SSS) a
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10%. Os odcitos maduros foram caracterizados pela presenca do primeiro corpusculo polar.
Os oocitos desnudados que se apresentavam imaturos, identificados pela presenca da vesicula
germinativa, foram colocados no mesmo meio de cultivo por mais 24 até 48 horas. Apds 48
horas de cultivo, os odcitos que permaneciam imaturos foram considerados como falha de
maturagdo. Os odcitos foram submetidos a inje¢do intracitoplasmatica de espermatozodides
(ICSI), utilizando-se o meio HTF com HEPES (Modified HTF medium HEPES Irvine
Scientific) (PALERMO et al., 1995; VAN STEIRTEGHEM et al., 1995).

Os espermatozoides para a ICSI foram obtidos do ejaculado por masturbacio e
preparados pelo gradiente descontinuo de PureSperm (PureSperm Nidacon - International
AB), utilizando-se duas concentracdes de 45 e 90%.

O critério de normalidade foi o estabelecido pela Organizacdo Mundial de Saude
(WHO - 1992), com exce¢do da morfologia que foi avaliada pelos critérios de Kruger.
(KRUGER et al., 1986).

Apds a ICSI, os odcitos injetados foram transferidos para uma placa de cultivo
contendo microgotas de 25 uLL de HTF suplementado com SSS a 10%. De 18 a 24 horas ap6s
a ICSI, era observada a ocorréncia da fertilizagdo. A fertilizagdo é considerada normal com a
identificacdo de dois pronucleos.

De acordo com a classificagdo de Scott et al., 2000, os embrides no dia da fertilizacdo
foram classificados quanto a morfologia dos prontcleos (tamanho e justaposi¢ao) e disposi¢ao
dos nucléolos sendo classificados como Z1, Z2, Z3 ou Z4. Os tipos Z1 ¢ Z2 apresentam 0s
prontcleos de mesmo tamanho e justapostos. O tipo Z1 apresenta os nucléolos de mesmo
tamanho e alinhados e o tipo Z2 apresenta os nucléolos de mesmo tamanho e dispersos. As
caracteristicas dos tipos Z1 e Z2 indicam embrides de boa qualidade. No tipo Z3 os

pronucleos aparecem de mesmo tamanho e justapostos, mas com nucléolos de tamanhos
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diferentes podendo estar alinhados ou ndo. No tipo Z4 os pronucleos aparecem com tamanhos
iguais nao justapostos ou de tamanhos diferentes e justapostos com nucléolos dispersos.

A figura 8 mostra a classificagdo dos embrides (SCOTT et al., 2000).

Figura 8. Classificacdo dos embrides de acordo com Scott et al., 2000. Nessa figura, os circulos
maior es representam os pronucleos e 0s menor es os nucléol os.

Foram transferidos preferencialmente os embrides classificados como Z1 ou Z2.
Eventualmente, devido ao niimero escasso de embrides formados, também foram transferidos

embrides Z3 e Z4.
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O protocolo para os procedimentos de MIV foi estabelecido de acordo com a figura 9.

US: ultra—som
CO: captagdo dos odécitos

ICSI: injegdo intracitoplamatica de espermatozéides
TE: transferéncia embrionaria I\/l I V
24h-48h 48h-72h
| vl '
US US hCG CoO ICSI TE

1o 3 8° 10° ﬁ 14 ° ﬁ ﬁ
M!HHHHHTHTIHT

ESTROGENIO
N AN NN NN NS NN NSNS NN NSNS EEEESEEEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEENEENEEEEEEEEEEEEEEEESE .E --------------------------- >

: PROGESTERONA
Valerato de estradiol Sessssssescssssessssnscsnse >

6 mg/dia —endométrio > 8 mm
. . HTF TCM 199

10 mg/dia —endométrio <8 mm

Diidrogesterona RANDOMIZAGCAO

30 mg/dia GraphPad StatMate,vers&o 1.01
(GraphPad Software, San Diego,

*hCG 36 h antes da CO Califérnia, USA)

Figura 9. Protocolo dos procedimentos de Maturacéo in Vitro.

M eios de Cultivo

O meio de cultivo deve oferecer o suporte bioquimico para a maturagdo oocitaria com
0s nutrientes necessarios para os odcitos adquirirem a competéncia para seu desenvolvimento.
Em ciclos naturais a agdo do FSH promove o desenvolvimento folicular desde o estagio de
foliculo secundario até a formagdo do foliculo pré-ovulatorio. Com a a¢do do LH, ocorre a
quebra da vesicula germinativa e consequentemente 0os cromossomos atingem a metéafase I.
Baseado na agdo das gonadotrofinas in vivo, os dois meios de cultivo em nossos

procedimentos receberam suplementa¢dao de 0,075 Ul/mL de FSH recombinante - Gonal®

(Serono) e 0,5 UI/mL hCG - Ovidrel® (Serono).
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Os dois meios também receberam suplementacdo de SSS a 10%, os antibidticos

estreptomicina e penicilina na concentragdo de 0,06 mg/mL. O meio de cultivo TCM 199 foi

suplementado também com piruvato na concentracdo 22 pg/mL, que ¢ um importante

suplemento energético da via glicolitica para produc¢ao de ATP.

A tabela 1 mostra a composigdo dos nutrientes presentes nos dois meios de cultivo

para maturacdo oocitdria, assim como as complementagdes de piruvato, antibidticos,

hormoénios e SSS. Os meios diferem-se quanto a natureza e concentragao dos nutrientes como

sais minerais, nucleotideos energéticos, aminoacidos, vitaminas, colesterol, monossacarideos

estruturais e energéticos, antibioticos e bases nitrogenadas.

Tabela 1: Composicdo quimica dosmeiosde cultivoHTF e TCM 199

Composi¢do Quimica HTF (g/L) Suplementagdo TCM 199 (g/L) Suplementagio
Acetato de sddio - 0.05

Adenosina monofosfato 2 Na - 0.00024

Adenosina trifosfato 2 Na - 0.01

Aminoécidos - 20 types

Bicarbonato de sédio 2.100 2.200

Cloreto de calcio 2 H,O 0.3 0.265

Cloreto de potassio 0.36 0.4

Cloreto de sodio 5.900 0.68

Colesterol - 0.0002

Desoxirribose - 0.0005

Estreptomicina - SO, 0.05 -

Vermelho de fenol 0.005 0.0213

Fosfato de potassio 0.05 -

Fosfato de sodio - 0.122

Glicose 0.5 1.0

Glutationa reduzida - 0.00005

Guanina HCI - 0. 0003

Hipoxantina - 0.0003

L-glutamina - 0.1

Lactato de sodio 2.400 -

Nitrato férrico - 0.00072

Penicillina 0.06 - 0.06
Piruvato de sddio 0.036 - 0.022
Polioxietilenosorbitol - 0.02

Ribose - 0.0005

Adenina sulfato - 0.01

Sulfato de magnésio 0.024 0.9767

Timina - 0.0003

Uracila - 0.0003

Vitaminas - 17 types

Soro Sintético Substituto - 100 ml/L - 100 ml/L
rFSH - 0.075 TU/mL - 0.075 IU/mL
rHCG - 0.5 IU/mL - 0.5 IU/mL
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Andlise Estatistica

As variaveis taxa de maturagdo oocitaria, taxa de fertilizagdo, taxa de clivagem, taxa
de embrides de boa qualidade (Z1 + Z2) e numero de embrides transferidos foram
comparados entre os dois meios de cultivo e analisadas de acordo com o teste exato de Fisher
(GraphPad Prism 4, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA), sendo considerado
significativo p < 0.05.

A taxa de maturacdo foi definida pela relagdo entre os odcitos que atingiram o estagio
de metafase II e o total de o6citos captados. A taxa de fertilizagdo € a relagdo entre os odcitos
fertilizados e aqueles que atingiram o estagio de metafase II. A taxa de clivagem ¢ definida
como a relacdo entre os embrides formados e os odcitos que foram fertilizados. A taxa de

embrides de boa qualidade foi definida de acordo com os critérios de Scott et al., 2000.



RESULTADOS
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Dos 23 ciclos de MIV realizados com 13 mulheres que apresentam SOP, foram
analisados 119 odcitos em estagio de vesicula germinativa ou em metafase I. Os odcitos
captados foram randomicamente distribuidos nos meios de cultivo HTF ¢ TCM 199. O meio
de cultivo HTF recebeu um total de 58 odcitos e o meio de cultivo TCM 199 recebeu 61
oocitos (tabela 2).

Houve melhor maturagdo oocitaria no meio TCM199 em relagdo ao meio HTF (p =
0,0048). No meio HTF a taxa de maturagdo foi de 56,9 % com 33 odcitos atingindo o estagio
de metafase II, sendo que 16 atingiram a maturagdo em 24h e 17 em 48h. No meio TCM 199
a taxa de maturacgdo foi de 82% com 50 odcitos atingindo o estagio de metafase II, sendo 24
em 24h e 26 em 48h (tabela 2 e gréfico 1).

A taxa de fertilizagdo dos oocitos foi maior no meio TCM199 em relagdo ao meio
HTF (p = 0,0071). No meio HTF a taxa de fertilizacdo foi de 39,4 %, com 13 odcitos
fertilizados e no meio TCM 199 foi de 70%, com 35 odcitos fertilizados (tabela 2 e grafico
1).

A taxa de clivagem nao apresentou diferenca entre os dois meios de cultivo. No meio
HTF a taxa de clivagem foi de 92,3% com 12 embrides formados e no meio TCM 199 a taxa

de clivagem foi de 91,4%, com 32 embrides formados. (tabela 2).

Tabela 2: Compar acdo entre os meios de cultivo para taxa de maturacao, fertilizaco e clivagem.
Valor dep obtido pelo teste exato de Fisher.

HTF TCM 199 p
N=58 N=6l
Taxa de Maturagao (N) 56,9% (33) 82% (50) 0,005
Taxa de Fertilizagao (N) 39,4% (13) 70% (35) 0,007

Taxa de Clivagem (N) 92,3% (12) 91,4% (32) 1,000
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A tabela 3 mostra a distribui¢ao dos embrides de acordo com a classificagdo de Scott
et al (2000), assim como o total de embrides formados e transferidos.

O meio de cultivo HTF forneceu 5 embrides Z1, que foram transferidos, nao forneceu
embrido do tipo Z2, 2 embrides do tipo Z3, que foram transferidos e 5 embrides do tipo Z4,
dos quais foram transferidos apenas 4 deles. O meio de cultivo TCM 199 forneceu 24
embrides Z1 e 2 embrides do tipo Z2, sendo todos foram transferidos, 2 embrides do tipo Z3,
sendo apenas 1 deles transferido ¢ 4 embrides do tipo Z4, dos quais apenas 1 deles foi

transferido.

Tabela 3: Comparacéo entre a qualidade dos embrides* provenientes de odcitos maturados nos
doismeios de cultivo. * = Scott et al., 2000.

HTF TCM-199
Formados Transferidos Formados Transferidos
Z1 5 5 24 24
72 0 0 2 2
73 2 2 2 1
Z4 5 4 4 1
Total 12 11 32 28

Notamos formacao de mais embrides de boa qualidade no meio de cultivo TCM 199
em relagdo ao meio HTF (p = 0,0226). No meio HTF dos 12 embrides formados, 5 deles
foram classificados em Z1 ou Z2, com uma taxa de 41,7% de embrides de boa qualidade. Dos
32 embrides obtidos no meio de cultivo TCM 199, 26 deles foram classificados em Z1 ou Z2,
isto ¢, 81,3 % de embrides de boa qualidade (tabela 4 e grafico 1).

Verificamos que nao houve diferenga no nimero de embrides transferidos entre os

dois meios de cultivo. Dos 12 embrides do meio HTF, 11 (91,6%) deles foram transferidos.
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Dos 32 embrides do meio TCM 199, 28 (87,5%) deles foram transferidos (tabela 4 e grafico

).

Tabela 4: Compar acfes entre a taxa de formacdo de embrides de boa qualidade e de transferéncia
de embrides. * = Scott et al., 2000. Valor de p obtido pelo teste exato de Fisher

HTF TCM 199 p
N=12 N=32
Embrides Z1 ou Z2 * (N) 41,7% (5) 81,3% (26) 0,023
Embrides transferidos (N) 91,6% (11) 87,5% (28) 1,000

Graficol: Comparacdo entre os diferentes parametros analisados nos procedimentos de
Maturacéo in Vitro para os meiosde cultivoHTF e TCM 199.
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O avanco da MIV depende do conhecimento das condigdes naturais do ambiente
folicular onde o oo6cito cresce e se desenvolve, assim como do aperfeicoamento das
tecnologias utilizadas nos laboratorios de Reproducao Assistida.

Sabe-se que desde 1934, com os trabalhos de Pincus e Enzmann, que os oocitos
quando estdo livres do ambiente folicular inibitorio reiniciam o processo de meiose, mas isto
ndo garante o sucesso do desenvolvimento embriondrio apdés a fertilizagdo (PINCUS e
ENZMANN, 1934).

A maturagdo oocitaria em condigdes naturais ocorre apds um periodo de crescimento e
desenvolvimento no interior do foliculo. Neste periodo o odcito precisa adquirir a
competéncia para garantir o desenvolvimento embriondrio apds a fertilizagdo. A aquisicao da
competéncia oocitaria estd intimamente ligada ao fendmeno da foliculogénese.

Os procedimentos de MIV procuram imitar as condigdes naturais do ambiente
folicular. Dentro do foliculo antral, numerosos eventos como as interagdes entre o0cito ¢ as
células do cumulus oophorus, a composi¢ao quimica do fluido folicular, a temperatura ¢ a
vascularizagdo do ambiente folicular afetam a maturagdo do oocito e a aquisi¢do da
competéncia para o seu desenvolvimento e do futuro embrido. Muitos destes fatores sofrem
alteracdes de acordo com o tamanho folicular e com o crescimento do o6cito.

Em condigdes naturais a a¢do das gonadotrofinas sobre o foliculo antral influencia a
maturagdo oocitaria (SUTTON et al., 2003). Moléculas reguladoras como cAMP e purinas
passam das células da granulosa para o odcito por meio das gap-junctions, mantendo o o6cito
estacionado em diploteno da profase 1. E nessa fase que os odcitos sio obtidos nos
procedimentos de MIV.

Varias publicagdes tém descrito o uso da MIV em mulheres com SOP. (GE et al.,
2007, LIM et al., 2007, JUREMA e NOGUEIRA, 2006, LIN et al., 2006, DAL CANTO,

2006, CHIAN, 2004).



51

As razdes para a escolha de mulheres com SOP para as técnicas de MIV ¢ que elas
possuem um grande nimero de foliculos antrais nos ovarios, facilitando a obtencdo de o6citos
imaturos, além do fato de essas mulheres serem as que mais se beneficiam com a MIV por
desenvolverem mais frequentemente SHO quando submetidas a indu¢ao da ovulagao.

No entanto, ¢ dificil extrapolar os resultados encontrados em mulheres com SOP para
mulheres com ciclos ovulatorios. E possivel que as alteragdes hormonais cronicas, como o
hiperandrogenismo e a hiperinsulinemia, que os ovarios de mulheres com SOP sdo expostos
antes da aspirag@o oocitaria tornem os odcitos maturados in vitro mais propensos a problemas
cromossomicos ou com os microtubulos quando comparados com o06citos maturados in vivo
antes da aspiragdo (PIQUETTE, 20006).

Como para a realizagdo da MIV os odcitos sdo captados imaturos rodeados pelas
células do cumulus oophorus a partir de foliculos de didmetro reduzido e ndo sofrem a agdo
das gonadotrofinas naturais, ¢ fundamental a aquisi¢do de nutrientes pelos odcitos para a
ocorréncia de sua maturagdo. Neste estudo suplementamos os meios de cultivo com
gonadotrofinas exdgenas para favorecer a matura¢ao oocitaria.

Por outro lado as condigdes de cultura para MIV com meios de cultivo de composicao
quimica complexa ou com a utilizacdo de suplementos com macromoléculas protéicas nem
sempre refletem a composicao fidedigna do ambiente folicular. Da mesma forma, mesmo os
suplementos metabdlicos como glicose, piruvato, aminoacidos podem atuar influenciando
adversamente o processo de maturagdo oocitaria (SUTTON et al., 2003).

A maturagdo oocitaria passa pela maturacdo nuclear e maturagdo citoplasmatica. A
maturagdo nuclear refere-se a propria reinicializagdo da meiose desde o estagio de profase |
até o estdgio de metafase II, e a maturacido citoplasmatica refere-se a preparacdo do

citoplasma para fertilizagdo e desenvolvimento embriondrio. Para sincronia destes fenomenos
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sdo fundamentais as interagdes das células do cumulus oophorus com o odcito (CHA e
CHIAN, 1998).

E verificado que durante o processo de maturagdo oocitiria em ratos, os odcitos
envolvidos pelas células do cumulus oophorus sofrem quebra da vesicula germinativa
reinicializando o processo de meiose em meio contendo glicose como Unica fonte de energia.
Isto sugere interagdo metabolica entre odcitos e células do cumulus oophorus.

As comunicagdes paracrinas e pelas gap-junctions sdo necessarias para o
desenvolvimento do odcito ¢ do foliculo. Estas intera¢des incluem fluido folicular, fatores
esteroides ativadores da meiose, CAMP, purinas, pirimidinas, aminoacidos ¢ fatores de
crescimento (SUTTON et al., 2003).

A estimulagdo das células do cumulus oophorus com FSH aumenta o uso de glicose e
a producdo de piruvato, além disso, a maturagdo oocitaria parece necessitar muito de piruvato
nos estagios de profase I ou metafase II.

E provavel que as células do cumulus oophorus metabolizem a glicose até piruvato ou
ATP, que podem ser utilizados pelo odcito, sendo transferidos para os mesmos pelas gap-
junctions (DOWNS et al., 2002).

Durante a MIV ¢ importante que os meios de cultivo fornecam aos odcitos os
metabolitos energéticos da via glicolitica como o piruvato ¢ o ATP, dai a importancia da
suplementagdo do piruvato que realizamos no meio TCM 199.

A suplementag¢do dos meios com SSS a 10% contribui com fontes de proteinas além
de evitar a transmissdo de agentes contaminantes, que pode ocorrer com a utilizagdo de soro
humano ou bovino. Ha relato de que a suplementagdo com SSS a 10%, para ciclos
estimulados contribui para melhor taxa de maturagdo e fertilizagdo na MIV (CHIAN e TAN,

2002).
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Em nossos procedimentos, na comparacao da eficacia dos dois meios de cultivo, o
meio TCM 199 mostrou-se mais eficiente para maturagdo oocitaria, fertilizagdo, assim como
na formagao de embrides de boa qualidade do que o meio de cultivo HTF.

Uma justificativa para esses achados ¢ o fato de que meio TCM 199 apresenta maior
riqueza de nutrientes sendo melhor para maturagdo, fertilizagdo e producdo de melhores
embrides em relagdo ao HTF.

O meio TCM 199 apresenta sais minerais como acetato de sodio, fosfato de sodio e
nitrato férrico, nucleotideo energético como adenosina trifosfato (ATP), 20 tipos de
aminoacidos, 17 tipos de vitaminas, desoxirribose e ribose, hipoxantina, timina, uracil e
carboidratos energéticos como sorbitol e glicose que estdo ausentes ou em menor quantidade
no meio HTF.

A procedéncia dos oocitos em relagdo aos meios de cultivo para maturagdo oocitaria
ndo interferiu na taxa de clivagem dos embrides, visto que nao houve diferenga entre eles.

Foram transferidos os embrides de melhor qualidade independentemente da origem do
meio de cultivo que os odcitos foram maturados, priorizando sempre o interesse da paciente.
Embora nao tivéssemos encontrado diferenga no numero de embrides transferidos entre os
dois meios, verificamos que o meio TCM 199 forneceu mais embrides de boa qualidade do
que o meio HTF.

Apesar do objetivo principal deste estudo ndo ter sido a verificagdo da taxa de
gravidez, foram obtidas uma gravidez bioquimica e uma gravidez ectopica. Como a origem
dos embrides transferidos nesses dois casos era dos dois meios de cultivo (HTF e TCM 199),
ndo foi possivel identificar com exatiddo qual meio de cultivo forneceu o embrido de cada
tipo de gravidez. A falta de informagdo precisa da origem dos embrides foi devido ao pequeno

numero de embrides obtidos nestes dois casos.
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A tabela 5 mostra de modo comparativo os resultados de diversos trabalhos de MIV de
ciclos ndo estimulados com andlises de diferentes parametros como numero de odcitos
captados, taxa de maturacdo, taxa de fertilizacdo, gravidez ¢ meios de cultivos utilizados no

periodo de 1994 a 2006, incluindo o nosso estudo.

Tabela 5: Resultados obtidos em diferentes estudos avaliando ciclos nao estimulados de M1V em
mulher es com SOP.

Autor Ano  Odcitos Odcitos Odcitos Gravidez Meio de

Captados  Maturados Fertilizados cultivo

N (%) N (%)

Trounson et al. 1994 308 169 (60,4) 69 (40,8) 1 EMEM
Barnes et al. 1996 165 102 (61,8) 27 (26,5) - TCM 199
Cha e Chian 1998 832 499 (60,0) 364 (72,9) 16 TCM 199
Chian et al. 2000 183 142 (77,6) 125 (88,0) 8 TCM 199
Chaetal. 2000 1139 708 (62,2) 481 (67,9) 23 TCM 199
Mikkelsen etal. 2001 81 36 (44,4) 25(69.4) 7 TCM 199
Chian et al. 2001 63 22 (34,9) 15 (68,2) - TCM 199
Abdul-Jaliletal. 2001 12 6 (50) 4 (66,7) - TCM 199
Child et al. 2002 1102 834 (75,7) 652 (78,1) 28 TCM 199
Nagele et al. 2002 16 11 (68,8) 7 (63,6) 1 Medi-Cult
Son €t al. 2002 ol 40 (65,6) 38(95,0) 2 YSM
Lin et al. 2003 762 548 (71,9) 383(69,5) 12 TCM 199
Le Duetal. 2005 509 321 (62,9) 225(70,1) 11 SMI
Aratijo et al. 2006 61 50 (81,9) 35 (70,0) ; TCM 199
Aratijo et al. 2006 58 33(56,9) 13 (39,4) ; HTF
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Observamos que em nossos procedimentos o meio TCM 199 apresentou taxa de
maturagdo oocitaria e de fertilizagdo maior do que os outros estudos citados na tabela e que no
meio HTF ficou abaixo da maioria deles.

Por outro lado, verificamos nesta andlise comparativa entre os diferentes estudos que o
nimero de odcitos obtidos em nossos procedimentos ficou abaixo da maioria deles. Este fato
pode ser um indicativo que novos protocolos devem ser elaborados para aumentar a eficacia
da captacdo de odcitos.

Embora tenham sido obtidas taxas de maturacdo e fertilizacdo satisfatorias neste
estudo, ndo relacionamos estes parametros com a disposicao das fibras do fuso meidtico que €
um dos indicativos da maturacdo citoplasmatica. A analise deste parametro tem sido motivo
de recentes investigacdes nos procedimentos de MIV de mulheres com SOP, verificando-se
aumento de anormalidades no padrao de disposi¢do das fibras do fuso meidtico em odcitos
imaturos. Estas anormalidades poderiam provocar erros no padrdo morfolégico, de
condensacdo e de distribui¢ao cromossdmica durante a anafase (LI et al., 2006).

A sincronia da maturagdo nuclear e citoplasmatica é importante no processo de
maturagdo oocitaria e esta sincronia pode ser obtida com o controle da maturagdo nuclear,
logo apds a captacdo dos o6citos com a utilizagdo de inibidores como a fosfodiesterase - 3,
que em cultura aumenta a taxa de maturagdo em relacdo aos odcitos que nao receberam o
mesmo tratamento (NOGUEIRA et al., 2006).

Nossos resultados mostram que a MIV para mulheres com SOP ¢ exeqiiivel para
maturagdo dos odcitos, fertilizagao, clivagem e formacao de embrides de boa qualidade sem a
utilizagdo de medicamentos indutores da ovulagdo, podendo assim evitar a SHO.

O protocolo utilizado implica menor nimero de visitas das mulheres ao servigo para
monitorizagdo do ciclo, assim como menores custos para as mulheres quando comparados

com procedimentos tradicionais de Reproducdo Assistida.
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Outros protocolos devem ser elaborados para melhorar a média do numero de odcitos
captados por ciclo de MIV, assim como obtencdo de gravidezes com o objetivo de implantar
os procedimentos de MIV na rotina de nosso laboratério.

Novas tecnologias para a avaliagdo dos pardmetros de maturagdo nuclear e
citoplasmatica visando melhorar a sele¢ao de oodcitos e embrides com competéncia para o seu
desenvolvimento sdo fundamentais, pois o recrutamento de oodcitos imaturos para MIV
apresenta alta propor¢do de odcitos que sofreriam degeneragdo ou atresia € que ndo seriam
selecionados naturalmente para maturagdo in vivo (TROUNSON, 2006).

Procedimentos de MIV com o uso da tecnologia de ICSI Guard para analise das fibras
do fuso ou mecanismos que melhorem a sincronia entre maturacdo nuclear e citoplasmatica
ou protocolos com indu¢do de ovulagdo com menor quantidade de gonadotrofinas exogenas
podem trazer melhores resultados na selecdo de odcitos imaturos ou na obtencdo de maior
numero de odcitos para nossos procedimentos.

A MIV também pode ser uma opg¢ao para procedimentos em ciclos induzidos de FIV
ou ICSI para obtengao de oocitos com competéncia para fertilizacdo e desenvolvimento
embrionario em procedimentos tradicionais de Reprodugdo Assistida, principalmente para os
casos de mulheres com ma ou hiper respostas a indugao de ovulagao.

A MIV pode gerar embrides com potencial de desenvolvimento apds a transferéncia
embriondria. Estima-se que aproximadamente 400 criancas tenham nascido com essa
tecnologia (JUREMA e NOGUEIRA, 2006).

No entanto, somente um estudo foi elaborado para acompanhar o desenvolvimento

neurologico das criangas nascidas apos MIV (SUIKKARI et al., 2005).



CONCLUSOES
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e Na comparagdo da eficicia dos dois meios de cultivo, 0 meio TCM 199 mostrou-se
mais eficiente para maturagdo oocitaria, fertilizacdo e produgao de embrides de boa

qualidade do que o meio de cultivo HTF.

e Os meios de cultivo HTF ¢ TCM 199 nido interferiram na taxa de clivagem dos

embrides.

e Nossos resultados mostram que a MIV para mulheres com SOP ¢ exeqiiivel para
maturacdo dos oocitos, fertilizagcdo, clivagem e formacdo de embrides de boa
qualidade sem a utilizacdo de medicamentos indutores da ovulagdo, evitando assim a

SHO.

e Qutros protocolos devem ser elaborados para melhorar a média do nimero de odcitos
captados por ciclo de MIV, assim como obtengdo de gravidezes com o objetivo de

implantar os procedimentos de MIV na rotina do nosso laboratdrio.
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ANEXO 1

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

CEP. 14048-900
RIBEIRAQO PRETO - S.P. ’ CAMPUS UNIVERSITARIO - MONTE ALEGRE
BRASIL FONE: 602-1000 - FAX (016) 633-1144

Ribeirdo Preto, 26 de maio de 2004

Oficio n°® 1530/2004
CEP/SPC

Senhora Professora:

- O trabalho intitulado “MATURACAO IN
VITRO (MIV) DE OOCITOS CAPTADOS DE PACIENTES COM
SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS (SOP)”, foi analisado pelo
Comité de Btica em Pesquisa em sua 180® Reunido Ordinaria realizada

em 24/05/2004, ¢ enquadrado na categoria;: APROVADOS, bem como o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com o
Processo HCRP n° 4060/2004. Lembramos que devem ser encaminhados
a este CEP relatorios semestrais e relatorio final da pesquisa.

Entretanto, deve-se aguardar = a
manifestacio da CONEP, pois o projeto sera encaminhado para
apreciac@o e aprovagao.

Aproveito a oportunidade para apresentar a

Vossa Senhoria protestos de estima e considgracao.
4

K 0\ /\ I R
llustrissima Senhora (( '

PROF® DR* ROSANA MARIA DOS REIS Y
CARLOS HENRIQUE MEDEIROS DE ARAUJO (Orientando)

Depto. de Ginecologia € Obstetricia '

Em maos
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ANEXO 2 7

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA

DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO
Campus Universitario Monte Alegre - 'onc: 602-1000 - Fax: 633-1144
CEP 14048-900 RIBEIRAO PRETO - SAO PAULO

Mem. n°® 145/2004
GS-3/LHBS \
Ribeirao Preto, 08 de outubro de 2004

lustrissima Senhora

Prof? Dr* ROSANA MARIA DOS REIS(Orientadora)
CARLOS HENRIQUE MEDEIROS DE ARAUJO(Orientando)
Ginecologia e Obstetricia

Em méos

Senhora Professora:

Atendendo solicitagdo do Coordenador do Comité de Etica em
Pesquisa, Prof. Dr. Sérgio Pereira da Cunha, encaminho a Vossa Senhoria Parecer n°
2074/2004 — CONEP, referente ao Projeto de Pesquisa intitulado “MATURAGAO IN VITRO
(MIV) DE OOCITOS CAPTADOS DE PACIENTES COM SINDROME DOS OVARIOS
POLICISTICOS (SOP)”, de acordo com o Processo HCRP n° 4060/2004.

O parecer informa que seu projeto encontra-se APROVADO.

Aproveito a oportunidade para renovar os protestos de estima e
consideragao.

Atenciosamente.

AQo S UT) flina
LAIS HELENA BORGES DA SILVEIRA
Diretora do Servico de Comunicagdes
Administrativas
R.F.n° 1373 ok

HC.90.8N
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/ - n
iy
) MINISTERIC DA SAUDE
Consalha Nacional de Sadde
Comissdo Nacional de Etica om Pasquisa - CONEP
PARECER N° 2071/2004
Registm CONEP: 10399 (Este n® deve scr vitado nas correspondénciag referantas u este projeto)
CAAE- 0076.0.004.000-04 Processo n° 25000.81061/2004-22
. | Projeto de Pesquisa: " Maturagdo in vitro (MIY) de odcitos captados de pacientes
-+ 1} com sinarome dos ovérios policisticos (SOP).”
. | Pesquisador Rasponsével: Dra Rosana Mana dos Reis .
w ¢ | Instituigéo: Hospital das Clinicas da Facuidade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP
| Area Temética Especial: Reprodugio humana
Ao se proceder a andlise das respostas ao parecer CONEP n® 1662/2004, relativo
ao projeto em questdon. considerou-se que:
aj foram atendidas as solicitagdes do referido paracer
b} O projeto preenche os requisitos fundamentais das Rasolugdes CNS
196/86 | 251/87 o 292/99 |, scbre Diretnizes e Normas Regulamentadoras de
Posquisas Envolvendo Seres Humanos:
c) O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesqusa da
instituigac supracitada
Diante do exposto, a Comissio Nacional de Etica em Pesquisa
-COMEP, de acordo com as atribuicdes definidas na Resoltrcéo CNS 198/88,
manifesta-se pela aprovagaoc do projeto de pesquisa proposto. .
Situacdo: Projeto aprovado.
Brasilia, 6 de Outubro de 2004
oo/ 568l D
WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador ga CONEP/CNS/MS _
oy,

~ sl v 2 = sor3aTT A =T irf  emEOTsONn AT
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ANEXO 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A senhora esta sendo convidada a fazer parte de um estudo proposto para mulheres
que apresentam Sindrome dos Ovdrios Policisticos como causa de esterilidade conjugal.

A Sindrome dos Ovérios Policisticos caracteriza-se pela auséncia ovulagdes normais,
com intervalos menstruais irregulares que podem variar de 45 dias a meses, at¢é mesmo
sangramento menstrual excessivo, que levam a infertilidade. O aumento de pélos (hirsutismo),
acne, pele oleosa, queda de cabelos e obesidade geralmente acompanham esta doenga,

Muitos estudos mostram que mulheres com Sindrome dos Ovarios Policisticos correm
o risco de apresentar uma resposta exagerada dos ovarios quando submetidas a tratamento
com medicamentos para estimular a ovulagao, denominada Sindrome da Hiperestimulagao
Ovariana. Esta sindrome ¢ caracterizada pela formagdo de muitos cistos ovarianos, distensao
abdominal, nauseas, vomitos e diarréias.

Com a participagdo neste projeto de pesquisa a senhora ndo serd submetida aos
medicamentos tradicionalmente utilizados nos procedimentos de Fertilizagdo Assistida para
inducdo da ovulagdo, evitando assim as complicacdes clinicas da Sindrome de
Hiperestimulagdo Ovariana, além de nao ter custos com estes medicamentos.

Entdo com a participag@o nesta pesquisa a senhora ndo tera riscos para sua satude, pois
sua ovulagdo ndo sera induzida com medicamentos. Além disso, a senhora sera beneficiada
pela reducdo do nimero de visitas ao hospital, assim como pelo menor numero de
procedimentos médicos, em relagdo a outras técnicas de Fertilizagdo Assistida. A senhora
estard sendo beneficiada pelo uso de poucos medicamentos e pela redu¢do dos custos dos
procedimentos normalmente utilizados neste Laboratorio.

No entanto ndo podemos garantir o sucesso desta técnica para sua gravidez nem o
sucesso do desenvolvimento de um possivel embrido, apesar de ndo existir registros na
pesquisa cientifica de anomalias de embrides resultantes das técnicas de maturagao de oocitos.

Ao invés do uso de medicamentos para induzir sua ovulagdo, a senhora sera submetida
ao procedimento de coleta de odcitos ainda imaturos (células reprodutivas femininas), que
estdo presentes em seus Ovarios.

Como os oocitos da senhora ndo amadurecem normalmente em seus ovarios, antes da
coleta destas células a senhora deverd tomar uma inje¢cao do horménio r-hCG para estimular o
inicio deste amadurecimento e sua continuidade depois nos meios de cultivo.

Estes oocitos depois de coletados pelo médico serdo colocados para amadurecer em
recipientes com meios de cultivos em condi¢gdes Otimas de nutrigdo (substancias nutritivas
como vitaminas, sais minerais, hormdnios, antibidticos entre outras) e temperatura
controladas no Laboratdrio de Reproducdo Humana deste hospital.

O amadurecimento de suas células reprodutivas corresponde as transformagdes que
elas vao sofrer no laboratdrio (nos meios de cultivo) para ficarem prontas para serem
fertilizadas pelo espermatozoide de seu marido.

Depois do amadurecimento dos seus odcitos no laboratério (de 24 a 48 horas), serd
feita a coleta dos espermatozodides de seu marido para a realizacdo dos procedimentos de
fertilizacdo, que corresponde a injecdao dos espermatozoides dentro do odcito com a utilizagao
de uma agulha especial. Esta técnica de injecdo dos espermatozdides dentro de seus oocitos e
conhecida com o nome de ICSI.
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Depois de fertilizado, o seu oodcito forma um embrido, que sera transferido pelo
médico para o interior de seu Utero, apos 48 a 72 horas da ICSI.

E comum que por meio desta técnica, que a senhora esta sendo submetida, tenhamos
um nimero reduzido de odcitos e posteriormente um numero reduzido de embrides para
serem transferidos para seu tutero. Serdo transferidos no maximo trés (3) embrides para a
senhora para garantir a sua salde e de seus embrides. Os embrides que excederem este
numero serdo guardados congelados neste laboratério para possiveis futuros procedimentos.

Com a participagdo nesta pesquisa a senhora estard colaborando com estudos de
técnicas alternativas de fertilizagdo assistida para mulheres que apresentam a Sindrome dos
Ovarios Policisticos.

Os esclarecimentos de eventuais duvidas sobre o andamento da pesquisa e sobre sua
participagdo serdo feitos pelos pesquisadores, Dra Rosana Maria dos Reis e Carlos Henrique
Medeiros de Araujo, que a acompanhardo durante os procedimentos, podendo ser contatados
pelo telefone (16) 602 2815.

Em qualquer momento da pesquisa as mulheres poderdo se recusar a continuar ¢ se
isto ocorrer, ndo havera qualquer restrigdo em relacdo aos seus futuros atendimentos neste
hospital.

Ribeirdo Preto, / /
Eu, estou inteiramente de acordo com
0 exposto acima.

paciente marido
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Human tubal fluid is not an appropriate medium to be used during oocyte maturation
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The HTF medium is worse than the TCM199 medium concerning oocyte maturation,

fertilization rates and embryo quality.
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Abstract

Objective: To compare oocyte maturation, fertilization, cleavage rates and embryo quality
after culture of human oocytes in human tubal fluid (HTF) or TCM 199 culture medium
during in vitro maturation cycles.

Sudy design: Randomized controlled trial in which 23 in vitro maturation cycles were
evaluated, resulting in 119 oocytes retrieved from 13 patients with polycystic ovary syndrome
(PCOS). The oocytes from each patient were assigned at random to the two culture media, 61
(51%) to TCM 199 and 58 (49%) to HTF, using the same hormonal supplementation.

Results: Significant differences were observed between TCM 199 and HTF regarding
maturation rate (82% vs. 56.9%, p = 0.005), fertilization rate (70% vs. 39.4%, p = 0.007) and
embryo quality (81.3% vs. 41.7%, p=0.023).

Concluson: HTF medium, although widely employed for embryo fertilization and
maintenance in IVF techniques, is not an appropriate medium for the maturation of oocytes
obtained from PCOS patients in non-stimulated cycles.

Keywords: Assisted reproductive techniques; In vitro maturation; Intracytoplasmic sperm

injection; Polycystic Ovary Syndrome; Ovarian hyperstimulation syndrome.
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1. Introduction

In vitro fertilization (IVF) and subsequent embryo transfer are an established and
successful form of infertility treatment, with continuously improving cumulative pregnancy
rates [1]. However, high success rates with IVF are achieved at the risk of two major
complications, namely, multiple pregnancy and ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS).
All assisted conception techniques are associated with an increase in the rate of multiple
pregnancies because several embryos are generally transferred to achieve higher pregnancy
rates. Moreover, to have several embryos available for transfer, controlled ovarian
hyperstimulation is required, placing the patient at risk for the development of OHSS, which
is a iatrogenic and potentially life-threatening condition mainly related to the administration
of exogenous gonadotropins [2]. Although there are many strategies to prevent and predict
OHSS, none is universally successful. The only reliable way to prevent OHSS would be to
avoid stimulating the ovaries. The technique of in vitro maturation (IVM) of oocytes has been
developed [3] after the successful in vitro maturation of human follicular oocytes incubated in
follicular fluid [4]. Since stimulation of the ovaries is not necessary for this technique, it has
received increased attention in recent years [5].

During IVM treatment, immature oocytes are retrieved transvaginally from
unstimulated ovaries, matured in vitro for 2448 h and then fertilized. Normally one to four
embryos are transferred into the uterus 2—-3 days later [6]. The absence of ovarian stimulation
in IVM treatment has a number of advantages, such as reduction of the risk of OHSS,
reduction of costs and drugs, and fewer ultrasound scans and medical visits. The majority of
IVM pregnancies have been reported in women with polycystic ovary syndrome (PCOS),
who have a higher risk of developing OHSS [2].

However, the rate of maturation of immature oocytes retrieved from women with
PCOS is lower than that of normo-ovulatory women [7].

The crucial part of this technique is the maturation process itself, and the choice of the
base medium for human IVM is considered particularly difficult [8]. Considering that the
most commonly used culture medium for IVM is TCM199 [5] and that human tubal fluid
(HTF) medium is used for both embryo maintenance and IVF procedures, the objective of the
present study was to compare the efficacy of these two culture media during oocyte
maturation and to evaluate the maturation and fertilization rates as well as the quality of the

embryos obtained from PCOS patients in non-stimulated cycles.
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2. Methods
2.1. Patients

The research protocol was elaborated in accordance with the guidelines of the
Declaration of Helsinki [9] and was approved by the Research Ethics Committee of the
University Hospital, Faculty of Medicine of Ribeirdao Preto, University of Sao Paulo. and by
the National Research Ethics Committee. Written informed consent was obtained from all
selected subjects. From August 2004 to December 2005, 23 IVM cycles were performed in
our hospital for 13 infertile women with a previous diagnosis of PCOS, according to the 2003
Rotterdam consensus. The patients were 26 to 36 years old (mean and standard deviation:
29.6 + 3.1 years) and their body mass index ranged from 21 to 32.5 kg/m” (mean and standard
deviation: 26.1 + 3.6 kg/m?).

2.2. Monitoring

In order to monitor the menstrual cycle, menstruation was induced by the
administration of medroxyprogesterone acetate, 10 mg per day, for 5 to 10 days. Between the
first and third day after vaginal bleeding had started, the patients were submitted to the first
transvaginal ultrasound (US) scan to determine the presence of ovarian cysts. Eight days after
menstruation had started a second US examination was performed to exclude the development
of a dominant follicle. Next, normally 4 to 6 days after the second US scan, 250 pug of
recombinant hCG (r-hCG), Ovidrel® (Serono, Inc., Rockland, MA, USA), were administered
aiming to facilitate oocyte maturation [6] and about 36 h later, oocyte retrieval was
performed. Oocyte collection was guided by transvaginal US and executed with a constant
artificial negative pressure of 80 mmHg produced by the Craft'™ suction pump with
electronic control (Zander Medical Supplies, Inc., Vero Beach, FL, USA), with a 16 gauge
double-lumen needle (Cook Medical Inc., Bloomington, IN, USA).

2.3. Endometrial preparation
On the first day of the cycle the patients started estrogen supplementation with 2

mg/day for 4 days, 4 mg/day for an additional 4 days and then 6 mg/day until the day of

oocyte retrieval. On this day, endometrial thickness was assessed and when it was thinner
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than 8 mm the estradiol valerate dosage was increased to 10 mg/day; if it was thicker than 8
mm the dose of 6 mg/day was maintained.

This endometrial preparation schedule is performed in our service because it has been
shown to increase endometrial thickness and to prevent most women from using the higher
estrogen dose of 10 mg/day [10].

After embryo transfer, the luteal phase was supplemented with 30 mg/day of
dydrogesterone (Duphaston, Solvay Pharmaceuticals, Pymble, New South Wales, Australia).

The protocol for the IVM procedures established in our laboratory is presented

schematically in Fig. 1.

2.4. Maturation, fertilization and embryo culture

The oocytes were washed with HTF-HEPES (Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA)
to remove blood and debris. Thereafter, immature oocytes were randomly assigned to be
cultured in Nunc plates containing 1 ml of either TCM 199 (Tissue Culture Medium 199 -
Sigma - M 4530, St. Louis, MO, USA) or HTF (Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA)
medium. For this purpose, tables were constructed for each patient for random oocyte
distribution based on the number of oocytes retrieved using the GraphPad StatMate software,
version 1.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The two media were identified only
by numbers in order to blind the researchers. Both media were supplemented with 10%
synthetic substitutive serum (SSS, Irvine Scientific), 0.075 IU/ml of recombinant FSH
(Gonal®, Serono) and 0.5 IU/mL hCG (Ovidrel®, Serono). The TCM 199 medium was also
supplemented with 22 pg/ml pyruvate, 0.06 mg/ml streptomycin and 0.06 mg/ml penicillin.

Dishes were then incubated in a humidified atmosphere of 5% CO; at 37°C. After 24 h
of maturation, all the cumulus—oocyte complexes were decoronated with hyaluronidase
solution (H 4272 type IV-S, Sigma) at a dilution of 80 IU/ml for a maximum of 30 seconds
and then washed with HTF supplemented with 10% SSS. The mature oocytes were
determined by the presence of a first polar body extrusion. Nude immature oocytes with a
germinal vesicle or germinal vesicle breakdown were transferred for an additional 24 h of
maturation in the same medium. Oocytes that were still immature after 48 h of maturation
were considered to be maturation failure. The mature oocytes were submitted to
intracytoplasmic sperm injection (ICSI) using modified HTF-HEPES medium (Irvine
Scientific) [11,12]. The sperm for ICSI was obtained by fresh ejaculation prepared with a
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discontinuous PureSperm gradient (Nidacon - International AB, Moélndal, Sweden) at two
concentrations, i.e., 45 and 90%.

After ICSI, the oocytes were cultured singly in 25 ul HTF supplemented with 10%
SSS and checked 18 to 24 h after ICSI. Fertilization was considered normal when two
pronuclei were identified. Two days after fertilization, the embryos were classified into four
categories (Z1 to Z4) according to their morphology [13]. We did not intend to evaluate the
pregnancy rate, since the best quality embryos from both media were transferred, and

therefore an eventual pregnancy could not be attributed to a specific culture medium.

2.5. Statistical analysis

Data were analyzed using the GraphPad Prism version 4.0 for Windows (GraphPad
Software).

The maturation and fertilization rates, the rate of viable embryos on the second day
after fertilization and the rate of good quality embryos (Z1+Z2) were compared between the

two media by the exact Fisher test. A p value < 0.05 was considered to be significant.

3. Results

The results obtained in the 23 IVM cycles with the two culture media are presented in
Table 1. The rates of matured and fertilized oocytes were both significantly lower for those
cultured in HTF than in the TCM199 medium. In HTF medium the maturation rate was
56.9%, with 33 oocytes reaching metaphase II, 16 of them within 24 h and 17 within 48 h. In
TCM 199 medium the maturation rate was 82%, with 50 oocytes reaching metaphase II, 24 of
them within 24 h and 26 within 48 h.

We also observed that, although there was no significant difference in the rate of
viable embryos observed on the second day after fertilization, a lower rate of good quality
embryos (Z1 or Z2) was obtained from those which were matured in HTF medium compared
to those matured in TCM199. Two patients obtained a positive B-hCG serum two weeks after

embryo transfer (1 ectopic pregnancy and 1 biochemical pregnancy).
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4. Discussion

Under natural conditions, oocyte maturation occurs after a period of growth and
development inside the follicle. During this period the oocyte must acquire competence in
order to guarantee embryo development after fertilization. The acquisition of oocyte
competence is closely linked to the phenomenon of folliculogenesis.

IVM procedures attempt to imitate the natural conditions of the follicular environment.
Inside the antral follicle, many events affect oocyte maturation and acquisition of competence
for its own development and the development of the future embryo, such as interactions
between oocyte and cumulus cells, the chemical composition of follicular fluid, and the
temperature and vascularization of the follicular environment. Many of these factors undergo
changes according to follicle size and oocyte growth.

Under natural conditions the action of gonadotrophins on the antral follicle influences
oocyte maturation [8]. Regulatory molecules such as cAMP and purines pass from the
granulosa cells to the oocytes by means of gap-junctions, keeping the oocytes stationed at
diplotene of prophase I. It is during this phase that the oocytes are obtained in IVM
procedures. Since the oocytes are retrieved when immature, surrounded by cumulus cells
from follicles of reduced diameter and do not suffer the action of natural gonadotrophins, the
acquisition of nutrients by the oocytes is fundamental for the occurrence of their maturation.
In the present study we supplemented the culture media with exogenous gonadotrophins in
order to favor oocyte maturation.

Many studies [3, 5, 6, 18, 22, 23] have shown that IVM is a viable phenomenon and
that oocytes matured and fertilized in vitro can generate embryos with the potential for
development after embryo transfer. On the other hand, IVM using culture media of complex
composition or supplements containing protein macromolecules does not always reflect the
composition of the follicular environment in a reliable manner. Also, metabolic supplements
such as glucose, pyruvate, and amino acids, among others, can influence the process of oocyte
maturation [8].

It has been observed that during the process of rat oocyte maturation the oocytes
enveloped by the cumulus cells undergo a break of the germinative vesicle, re-initialing the
process of meiosis in medium containing glucose as the only energy source. This suggests a
metabolic interaction between oocytes and cumulus cells. Paracrine communications and

communications through the gap-junctions are necessary for the development of oocyte and
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follicle. These interactions include follicular fluid, meiosis-activating steroid factors, cAMP,
purines, pyrimidines, amino acids, and growth factors [8].

Stimulation of cumulus cells with FSH increases the use of glucose and the production
of pyruvate. In addition, oocyte maturation seems to strongly require pyruvate during the
stages of prophase I or metaphase II. Cumulus cells probably metabolize glucose to pyruvate
or to adenosine triphosphate (ATP), which can be transferred to the oocyte through the gap-
junctions for utilization [24].

During IVM it is important that the culture media provide the oocytes with the energy
metabolites of the glycolytic pathway such as pyruvate and ATP. On this basis, the pyruvate
supplementation we performed for the TCM 199 medium was very important.

Supplementation of the media with 10% SSS contributed growth factors and also
prevented the transmission of contaminants that might occur with the use of human or bovine
serum. It has been reported that supplementation with 10% SSS for stimulated cycles
contributes to a better rate of maturation and fertilization in IVM [25].

When we compared the efficacy of the two culture media, HTF proved to be less
efficient for oocyte maturation and fertilization, as well as for the formation of good quality
embryos, than TCM 199. An explanation of these findings is that TCM 199 has a greater
wealth of nutrients, thus being better for maturation, fertilization and production of better
embryos than HTF. TCM 199 contains mineral salts such as sodium acetate, sodium
phosphate and ferric nitrate, energy nucleotides such as ATP, 20 types of amino acids, 17
types of vitamins, deoxyribose and ribose, hypoxanthine, thymine and uracil, and energy
carbohydrates such as sorbitol and glucose, which are absent or present in smaller amount in
HTF.

The origin of the oocytes regarding the culture media for oocyte maturation did not
interfere with the rate of embryo cleavage, since they did not differ from one another. The
embryos of best quality were transferred regardless of the origin of the culture medium in
which the oocytes were matured, with priority always given to the interest of the patient.
Although we did not detect a difference in the number of embryos transferred between the
two media, we observed that the TCM 199 medium provided more good quality embryos than
the HTF medium.

Although the determination of the pregnancy rate was not the main objective of the
present study, a biochemical pregnancy and an ectopic pregnancy were obtained.

Since the embryos transferred in these two cases were from both culture media (HTF

and TCM 199), it was not possible to identify exactly which culture medium provided the
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embryo for each type of pregnancy. The lack of precise information about the origin of these
embryos was due to the small number of embryos obtained in these two cases.

Table 2 shows a comparison of the results of various studies on [IVM of unstimulated
cycles with the analysis of different parameters such as number of oocytes retrieved,
maturation, fertilization and pregnancy rates, and culture media used during the period from
1994 to 2006, including our study. We observed that in our procedure the TCM 199 medium
presented a higher oocyte maturation and fertilization rate than the other studies listed in the
table and that the HTF medium produced results inferior to those of most of the cited studies.

On the other hand, in this comparative analysis of different studies we observed that
the number of oocytes obtained with our procedures was smaller than those obtained in most
of the other studies. This fact may indicate that new protocols should be elaborated to increase
the efficacy of oocyte retrieval.

Although satisfactory maturation and fertilization rates were obtained in the present
study, we did not relate these parameters to the arrangement of the fibers of the meiotic
spindle, which is one of the indicators of cytoplasmic maturation. Analysis of this parameter
has been the subject of recent investigations of IVM procedures, which have revealed
increased abnormalities in the pattern of arrangement of meiotic spindle fibers in immature
oocytes. These abnormalities may cause errors in the pattern of chromosome morphology,
condensation and distribution during anaphase [26].

The present results show that IVM for patients with PCOS is feasible for oocyte
maturation, fertilization and cleavage and for the formation of good quality embryos without
the use of ovulation-inducing medications, thus avoiding the ovarian hyperstimulation
syndrome. The protocol used involves a smaller number of patient visits to the service for
cycle monitoring, as well as lower costs compared to traditional assisted reproduction
procedures.

New technologies for the evaluation of parameters of nuclear and cytoplasmic
maturation aiming at an improved selection of oocytes and embryos with competence for
development are fundamental since the retrieval of immature oocytes for IVM involves a high
proportion of oocytes they would undergo degeneration or atresia and that would not be
selected naturally for in vivo maturation [27].

IVM may also be an option for procedures in induced IVF or ICSI cycles used to
obtain oocytes with competence for fertilization and embryo development in traditional

procedures of assisted reproduction.
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Fig. 1 Schematic representation of the VM cycle protocol used in the present study.

IVM
24h — 48h 48h — 72h
I ' '
Oocyte Retrieval ICSI Embryo Transfer

90

1 3 8 10 l 14 l l
rtttttttrtrrrtrtttt
l Estrogen
Estrogen: Progesterone ’
Estradiol valerate (oral) +
2mg/day — first 4 days
amgicay — 4 cavs HTF TCM199 Progesterone:

6mg/day — until oocyte retrieval

After Oocyte Retrieval

Dydrogesterone (oral)
30mg/day after ICSI

6mg/day — endometrial thickness > 8 mm
10mg/day — endometrial thickness < 8mm



91

Table 1 Comparison of maturation, fertilization, cleavage and good quality embryos

rates obtained with the HTF and TCM 199 culture media.

HTF TCM 199 p value
(n=58) (n=61)
Number of PB matured oocytes (%) 33 (56.9) 50 (82.0) 0.005
Number of fertilized oocytes (%) 13 (39.4) 35 (70.0) 0.007
Number of embryos (%) 12 (92.3) 32(91.4) 1,000
Number of Z1 and Z2 embryos (%) 5(41.7) 26 (81.3) 0.023

p value obtained by Fisher’s exact test.

NS = not significant.
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Table 2 Number of oocytes retrieved, matured and fertilized and medium used in

different studies evaluating unstimulated VM cyclesin PCOS patients.

Authors Year Retrieved Matured (%) Fertilized (%) Medium
Trounson et al.(3) 1994 308 169 (60.4) 69 (40.8) TCM199
Barnes et al. (21) 1996 165 102 (61.8) 27 (26.5) TCM199
Cha & Chian (17) 1998 832 499 (60.0) 364 (72.9) TCM199
Chian et al. (6) 2000 183 142 (77.6) 125 (88.0) TCM199
Chaetal. (14) 2000 1139 708 (62.2) 481 (67.9) TCM199
Mikkelsen et al. 2001 81 36 (44.4) 25(69.4) TCM199
(20)

Chian et al. (18) 2001 63 22 (34.9) 15 (68.2) TCM199
Abdul-Jalil et al. 2001 12 6 (50) 4 (66.7) TCM199
(19)

Child et al. (15) 2002 1102 834 (75.7) 652 (78.1) TCM199
Lin et al. (16) 2003 762 548 (71.9) 383 (69.5) TCM199
Le Du et al. (5) 2005 509 321 (62.9) 225 (70.1) IVM-Medium
Present study 2006 61 50 (81.9) 35(70.0) TCM 199
Present study 2006 58 33 (56.9) 13 (39.4) HTF
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Resumo

A reprodugdo ¢ o mecanismo essencial para perpetuagdo e diversidade das espécies, assim
como para a continuidade da vida. Os gametas sdo os veiculos de transferéncia dos genes para
as proximas geragdes. A gametogénese pode ser caracterizada por trés etapas distintas
denominadas multiplicacdo (mitose), crescimento ¢ maturagdo (meiose), que se diferenciam
em varios aspectos na espermatogénese e na oogénese. A oogénese diferencia-se da
espermatogénese na ocorréncia do processo ao longo da vida do individuo, no numero de
gametas formados, nas etapas de multiplicagdo, crescimento e maturagdo, assim como nas
diferenciagdes e maturagdes citoplasmaticas e nucleares dos gametas masculinos e femininos.
O processo da oogénese em relacdo & maturagdo oocitaria ainda merece mais estudos, pois 0s
aspectos bioquimicos e genéticos deste processo precisam ser mais bem esclarecidos. Por
meio da gametogénese masculina e feminina a natureza proporcionou a fertilidade e a
capacidade de gerar filhos a casais de diferentes espécies que se reproduzem sexuadamente
incluindo a espécie humana. Quando existem falhas neste mecanismo por diferentes motivos
como oligospermia, teratozoospermia, astenoospermia, azoospermia, ou disturbios da
ovulacdo, endometriose, fatores tubdrios, esterilidade sem causa aparente, casais podem
recorrer as tecnologias de Reprodugdo Assistida como inseminagdo intra-uterina, fertilizagao
in vitro, injegdo intra - citoplasmatica de espermatozoéides, e de maturagdo oocitaria in vitro
para chegarem a plenitude da reproducao.

Palavras-chave: gametogénese, maturagdo in vitro de odcitos, meiose, técnicas de

reprodugado assistida.
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Abstract.

The reproduction is the essential mechanism for perpetuation and diversity of the species, as
well as for the continuity of the life. The gametes are the vehicles of transfer of the genes for
the next generations. The gametogenesis can be characterized by three stages denominated
different multiplication (mitosis), growth and maturation (meiosis), which differ in several
aspects in the spermatogenesis and in the oogenesis. The oogenesis differs of the
spermatogenesis in several aspects as in the occurrence of the process along the individual's
life such as in the number of formed gametes, in the multiplication stages, growth and
maturation, as well as in the differentiations and cytoplasmtic and nuclear maturations of the
masculine and feminine gametes. The process of the oogenesis in relation to the oocyte
maturation still deserve many studies, because the biochemical and genetic aspects of this
process need to be better explained. Through the masculine and feminine gametogenesis the
nature provided the fertility and the capacity of generating children to you marry of different
species that sexually reproduce including the human species. When flaws exist in this
mechanism for different reasons as oligospermy, teratozoospermy, astenoospermy,
azoospermy or ovulation disturbs, endometriosis, tubal factors, or unexplained infertility
couples can fall back upon the technologies of Assisted Reproduction as in vitro fertilization,
intracytoplasmic sperm injections, artificial insemination, in vitro maturation of oocytes to
reach the fullness of the reproduction.

Keywords. gametogenesis, in vitro maturation of oocytes, meiosis, assisted reproduction

techniques.
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Introducao

A reproducdo ¢ o mecanismo essencial para perpetuacdo e diversidade das espécies,
assim como para a continuidade da vida. As diferentes espécies possuem grande variedade de
mecanismos de propagac¢do nos diferentes ambientes que se encontram como 0S mecanismos
de reproducao sexuada, reproducao assexuada, partenogénese, entre outros.

Os gametas sdo os veiculos de transferéncia dos genes para as proximas geracdes.
Apesar das dificuldades de estudos das células germinativas em seus micro-ambientes como
as estruturas foliculares dos ovarios e da maturacdo de odcitos in Vitro muitos avangos
cientificos e tecnologicos ja foram conseguidos na obtengdo de bebes saudaveis na espécie
humana por técnicas de reprodugdo assistida'.

A gametogénese humana ¢ o fendmeno bioldgico de formagdo dos o6citos secundarios
e espermatozoides. A gametogénese pode ser caracterizada por trés etapas distintas
denominadas multiplicacdo (mitose), crescimento e maturagao (meiose), que se diferenciam

em varios aspectos na espermatogénese € na oogénese.

Oogénese

A gametogénese feminina ¢ denominada oogénese ou ovogénese € inicia-se no interior
dos foliculos ovarianos, que sdo as unidades funcionais e fundamentais dos ovarios. Tem
inicio ainda na vida intra-uterina, quando as células germinativas, derivadas do embrido
feminino, passam pela fase de multiplicacio até aproximadamente a 15* semana da vida fetal’,
sofrendo divisdes mitdticas dando origem as oogonias.

As oogonias a seguir passam por uma fase de crescimento dando origem aos odcitos
primarios.

Os odcitos primdrios passarao pelas fases de maturacao que correspondem as divisdes
meidticas. Nas recém-nascidas, parte deste processo de maturagdo ja ocorreu, isto €, a
primeira divisdo da meiose j& se iniciou e o ooOcito primario encontra-se estacionado em
profase I na subfase de diploteno’.

Alguns estudos sugerem que o processo meiotico fica inibido pela agdo de um fator
inibidor da maturagdo do oocito (OMI). Além deste fator ¢ importante também a acao do fator
promotor da maturagdo (MPF), que ¢ um dimero, complexo protéico formado por duas
subunidades denominadas Cdc (proteina quinase) e a ciclina, que é uma proteina reguladora,

que controla a capacidade da Cdc fosforilar proteinas — alvo adequadas”.
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A atividade do MPF ¢ controlada pelo padrao ciclico de acimulo e degradacao da
ciclina, que ¢ um de seus componentes. A montagem do dimero Cdc-ciclina, sua ativagao e
posterior degradacdo sdo processos centrais que controlam o ciclo celular. A figura 1 mostra a
variagdo do complexo MPF desde o estagio de diploteno até a metafase II, que sdo dois
estagios em que a meiose fica estacionada ao longo do processo de maturagao.

No diploteno da préfase I os cromossomos estdo duplicados e apresentam duas
cromatides. Nessa fase podem ser observados os quiasmas (pontos de cruzamentos entre
cromatides ndo irmas), devido a ocorréncia do Crossing - over.

O o6cito neste estagio ¢ identificado morfologicamente pela visualizagdo da vesicula
germinativa, que caracteriza o oocito com nucleo bem desenvolvido, imaturo e em final de
profase 1.

A quebra da vesicula germinativa marcara a continuidade da meiose e do processo de
maturacdo oocitaria’.

Os odcitos ficam neste estdgio de profase I (diploteno) até a mulher atingir a
puberdade e o processo se completard apenas na adolescéncia por influéncia das
gonadotrofinas hipofisarias.

Os ovarios apresentam nas mulheres recém - nascidas uma média de um a dois
milhdes de foliculos primordiais®. Os foliculos primordiais sdo unidades formadas por uma
camada de células achatadas que envolvem o odcito primario. A partir do foliculo primordial
forma-se o foliculo secundario e em seguida o foliculo pré - antral, caracterizado pela
proliferacdo de células da granulosa, que ficam evolvidas pelas células da teca.

Entre as células da granulosa ¢ secretado o fluido folicular que se acumula no espaco
intersticial promovendo a formagdo da cavidade antral, caracterizando o foliculo antral. Com
a formag¢do do antro, o odcito primario passa a ocupar uma posi¢cdo deslocada para um dos
lados do foliculo ficando rodeado por varias camadas de células denominadas de cumulus
oophorus. O fluido folicular acumulado na cavidade antral é importante na nutrigdo das
células da granulosa e do odcito.

Em ciclos naturais, o desenvolvimento folicular desde a fase de foliculo secundario,
quando o foliculo atinge 2 a 5 mm, até a fase antral sofre influéncia do Hormoénio Foliculo
Estimulante (FSH) secretado pela hipdfise anterior. Nesta fase os foliculos tornam-se
gonadotrofina — dependentes para seu desenvolvimento.

Sob a agdo do FSH, ocorre o crescimento ¢ o desenvolvimento folicular e o foliculo
antral chega a fase de foliculo pré - ovulatorio’. Proxima & ovulagdo, o pico do Horménio

Luteinizante (LH) induz a quebra da vesicula germinativa e o processo de meiose € reiniciado.
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O oocito primario que estava estacionado em dipléteno, que ¢ a fase mais longa da
profase I, podendo durar ao redor de 40 anos, entra em diacinese, finalizando a profase I. A
seguir o oocito | atinge a metafase I em que os pares de cromossomos homologos duplicados,
pareados e num grau de condensagdo maior distribuem-se na placa equatorial da célula.

A continuidade da maturagdo oocitaria ¢ caracterizada pela chegada do odcito I a
anafase I. Nesta fase os pares de cromossomos homologos que estdo pareados migram para os
polos opostos da célula. A orientacdo da disjuncdo dos cromossomos homodlogos para os
polos da célula ¢ realizada pelo encurtamento das fibras do fuso meidtico. Esta separacao dos
cromossomos homologos na anafase I caracteriza a meiose como um processo reducional em
que a ploidia da célula ¢ reduzida a metade, isto ¢, o nimero de cromossomos 2N = 46
cromossomos passa para N = 23 cromossomos.

A redug@o do nimero de cromossomos a metade da ploidia nos gametas ¢ fundamental
para a estabilidade do nimero de cromossomos da espécie. A ploidia é reconstituida no
momento da fecundagao.

Quando o oodcito I atinge a telofase I, estara terminada a primeira divisdo da meiose
sendo formado o odcito secundario (N) e um corpusculo polar (N). O odcito secundario € o
verdadeiro gameta feminino que ¢ liberado com o rompimento do foliculo ovulatdrio.

A acdo do LH ¢ importante para a formacdo do corpo luteo a partir do foliculo
ovulatorio®, que sofre degeneragio se ndo ocorrer a fecundagio. A figura 2 mostra os varios
estagios do processo de maturacdo folicular desde o estdgio de foliculo primordial até a
liberagdo do o6cito secundario no fenémeno da ovulagao.

No ciclo ovulatério muitos foliculos podem passar pelos processos de crescimento e
diferencia¢do, mas ¢ comum que apenas um deles chegue a ovulacdo ocorrendo o processo de
atresia para os foliculos menores. Ao longo da vida da mulher o processo de atresia ¢
responsavel pela reducdo de milhdes de foliculos. Uma mulher durante a vida reprodutiva
produz a partir da puberdade um odcito secundério a cada ciclo de ovulagdo, que em média
ocorre a cada 28 dias, assim aproximadamente 400 foliculos ¢ que efetivamente vao liberar o
odcito secundario a partir da menarca até a menopausa’.

O odcito secundario, agora com um conjunto haploide (N) de cromossomos inicia a
segunda divisdo da meiose passando pela profase II, atingindo a metafase II. A segunda
divisdo da meiose ¢ novamente bloqueada em metafase Il e serd concluida se ocorrer a

fertilizacao.
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Ao longo da maturagdo oocitaria a formagao do primeiro corptsculo polar ¢ um sinal
da finalizagdo da meiose I, e a formag¢dao do segundo corpusculo polar ¢ um indicativo da

fertilizagcdo do odcito.

Esper matogénese

A gametogénese masculina ¢ denominada espermatogénese e ocorre nos tibulos
seminiferos dos testiculos. E um processo continuo na vida do homem apés ser atingida a
puberdade. A maturagdo das células germinativas para formag¢ao dos espermatozoides ocorre
at¢ o final da vida do individuo, em que cada espermatogdénia dard origem a quatro
espermatozodides.

As espermatogonias que foram formadas durante a vida fetal e estavam dormentes nos
tubulos seminiferos, entram em fase de multiplicagdo na puberdade dando origem a muitas
espermatogdnias por mitoses sucessivas'’.

Apo6s a fase de multiplicacdo, cada espermatogdnia formada entra na fase de
crescimento e da origem a dois espermatocitos primarios. Em seguida os espermatocitos
primarios passam pela fase de maturagdo, que corresponde as divisdes de meiose.

Cada espermatdcito primdrio ao sofrer a primeira divisdo da meiose da origem a dois
espermatocitos secundarios. Esta primeira divisdo da meiose ¢ reducional, assim os
espermatocitos secunddrios passam a ter metade do niimero de cromossomos, isto ¢, cada
espermatocito secundario ¢ uma célula hapldoide (N), ao contrario dos estagios anteriores de
espermatogonias e espermatdcitos primarios que sao dipléides (2N).

A continuidade do processo de maturagdo ocorre com a segunda divisdo da meiose nos
espermatocitos secundarios que dardo origem as espermatides, que também sdo células
haploides. Cada espermatide passa pelo fenomeno da espermiogénese, que corresponde ao
processo de diferenciagdo celular para formacao dos verdadeiros gametas masculinos.
Durante a espermiogénese as espermatides ganham o acrossomo e a cauda (flagelo). O
acrossomo estd localizado na regido anterior da cabeca do espermatozodide e corresponde a
uma aglomeragao de vesiculas secretadas a partir do complexo de Golgi.

No acrossomo estdo presentes varias enzimas, entre elas a hialuronidase que tém papel
fundamental no momento da fecundacdo, pois as atividades destas enzimas favorecem a
entrada do espermatozoide através da corona radiata e da zona pelicida durante o processo de

fertilizagao.
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A cauda do espermatozoéide ¢ fundamental para a mobilidade do gameta masculino até
o local da fertilizacdo. Para ocorrer o movimento de chicoteamento da cauda do
espermatozodide, as mitocondrias da cauda fornecem ATP (adenosina trifosfato), que ¢ fonte
de energia para a locomogao' .

A espermatogénese desde a origem das espermatogdnias até a formacdo dos
espermatozoides, passando pela espermiogénese, ocorre em aproximadamente dois meses'’.

A figura 3 mostra 0 momento da penetracdo do espermatozdide através das células
foliculares para atingir o odcito secundario. O oocito fertilizado sofrera clivagens originando

o embrido, que se desenvolvera no interior do iitero materno.

A gametogénese feminina diferencia-se da masculina em varios aspectos como na
ocorréncia do processo ao longo da vida do individuo, no ntimero de gametas formados, nas
etapas de multiplicacdo, crescimento e maturagdo, assim como nas diferenciagdes e
maturacdes citoplasmaticas e nucleares dos gametas masculinos e femininos. A tabela 1

mostra as principais diferengas na gametogénese humana.

Acao das gonadotrofinas e fatores de inibi¢éo ou de promocao da meiose.

Para ocorréncia da maturacdo oocitaria, além da acdo das gonadotrofinas deve ocorrer
a reducdo dos fatores de inibi¢do da maturagdo oocitaria, além da presenca de nutrientes
estruturais e energéticos especificos necessarios ao metabolismo da maturagdo. As
gonadotrofinas induzem a quebra da vesicula germinativa de oocitos crescidos do foliculo
antral ou de odcitos isolados e envolvidos por células do cumulus in vivo ou em modelos
experimentais in vitro.

As gonadotrofinas ndo apresentam o mesmo efeito em odcitos pobres em células
somaticas do cumulus. Neste mecanismo podem estar envolvidos estimulos positivos gerados
pelas células foliculares e/ou falta de fatores que determinam 4 inibigio da meiose'.

As gonadotrofinas estimulam aumento de adenosina monofosfato ciclico (cAMP) e
ativam os niveis de proteina quinase ativadora da meiose nas células da granulosa. Ocorre
passagem de sinais indutores da meiose pelas células da granulosa que estdo em comunicagao
com o odcitos pelas gap-junctions. Esta ativacao ocorre por meio da ativagdo das proteinas
quinases ¢ fatores promotores da meiose (MPF). Quando as gap-junctions entre células da

granulosa e odcitos sdo desfeitas, termina a transmissdo de fatores que estacionam a meiose

do oécito” . O nimero de moléculas de proteinas quinases reguladas pelas ciclinas (Cdc -
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cilina B), que formam o MPF, aumenta muito quando o odcito adquire competéncia para
sofrer a quebra da vesicula germinativa e reinicializar a meiose'*.

No inicio do periodo Gl da interfase ocorre a formacdo dos complexos de pré-
replicagdo de DNA, a desativagdo do complexo promotor da anafase (APC) e ativagdo dos
componentes protéicos do periodo S da interfase, que atuardo na duplicagdo do DNA. Entre
os periodos G2 da interfase e profase os complexos protéicos MPF ativam a condensagao dos
cromossomos, o rompimento da carioteca e a formacao das fibras do fuso de divisdo. Durante
a metafase este complexo MPF ativa o complexo promotor da anafase (APC), a partir da
fosforilagdo do APC inativo.

O APC degrada o inibidor da anafase sendo possivel entdo a migragdo dos
cromossomos ou das cromadtides para os polos da célula caracterizando respectivamente a
anafase I e anafase Il da meiose. A atividade do MPF ¢ dependente da proteina ciclina B, que
¢ sintetizada entre o final do periodo G2 da interfase e inicio da profase'.

Por meio da acdo do APC ¢ degradado o inibidor da anafase e logo em seguida ocorre
também a degradacdo da unidade ciclina B do complexo MPF. Na telofase os niveis de ciclina
B diminuem e a atividade do MPF ¢ baixa. A partir dai a célula entra novamente em interfase
(G1). A figura 4 mostra o mecanismo de regulacdo do ciclo celular por meio da agio do MPF
e do APC.

Muitos aspectos da oogénese em relacdo a maturacdo oocitaria ainda merecem mais
estudos, pois os aspectos bioquimicos e genéticos deste processo precisam ser mais estudados.
Também existem muitas davidas sobre os mecanismos de pareamento € recombinagdo de
cromossomos homologos durante a préfase I da meiose. Embora muitas moléculas
fundamentais para o controle do inicio e da parada da meiose ja sejam conhecidas, muitas
questdes a respeito de suas origens e fungdes ainda devem ser esclarecidas. Outra duvida
ainda € sobre a natureza dos substratos de muitas enzimas. Além disso, a identidade de
ligantes das células da granulosa envolvidos na geragao de cAMP nos od6citos ou sinalizadores
da reinicializagdo da meiose (maturagdo nuclear) ainda ndo sdo conhecidos. No aspecto
genético, genes de efeito materno ainda devem ser descobertos no processo de maturagdo

oocitaria.
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Consider ages finais

Por meio da gametogénese masculina e feminina a natureza proporcionou a fertilidade
e a capacidade de gerar filhos a casais de diferentes espécies que se reproduzem
sexuadamente incluindo a espécie humana. Quando existem falhas neste mecanismo por
diferentes motivos como oligospermia, teratozoospermia, astenoospermia, azoospermia ou
mesmo anovulagdo cronica, endometriose, fatores tubarios ou esterilidade sem causa aparente,
casais podem recorrer as tecnologias de Reproducdo Assistida como inseminagdo intra-
uterina, fertilizagdo in vitro, injegdo intra-citoplasmatica de espermatozoides, e de maturagdo

oocitaria in vitro para chegarem a plenitude da reprodugéo.
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FIGURAS

Figura 1: Variagao do complexo MPF ao longo do processo de maturacao oocitaria.
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Figura 2: A figura mostra o processo de maturacao folicular desde o foliculo primordial até o
foliculo pré - ovulatorio, que em seguida passa pelo fendmeno da ovulacdo com a liberagdo
do odcito secundario. Adaptado de Biology a Human Emphasis’
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Figura 3: O esquema mostra o momento da penetragdo do espermatozdide no odcito
secundario. Adaptado de Biology a Human Emphasis’.
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Figura 4 - Mecanismo de regulacdo do ciclo celular por meio da a¢do do fator promotor da
meiose (MPF) e do complexo promotor da anafase (APC). G1 e G2 (interfase), P (profase), M
(metafase), A (anafase), T (telofase).
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Tabela 1: Parametros que diferenciam a oogénese da espermatogénese.

Gametogénese feminina

Gametogénese masculina

Duragao

Gametas
formados
Etapa de

multiplicagdo
Etapa de

maturagao

Diferenciagao

citoplasmatica

Inicia-se na vida embrionaria e ¢é
retomada no periodo menacne -
menopausa.

1 odcito para cada oogdnia

Ocorre na vida intra-uterina (até o
3° més do desenvolvimento
embrionario).

Meiose I - odcito Il e 1 corpusculo
polar

Meiose Il - pré - embrido e 2
corpusculos polares

Divisao desigual com formacao de

corpusculos polares.

Inicia-se na puberdade e pode ocorrer

durante toda vida.

4 espermatozoides por espermatogonia

Ocorre ao longo da vida a partir da

puberdade.

Meiose I - 2 espermatdcitos 11

Meiose II - 4 espermatozoides

Formacgao de acrossomo e flagelo.




