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RESUMO

Gomes CM. Influéncia da diminuicdo da temperatura sobre o fuso meidtico de
odcitos de camundongas e de mulheres maturados in vitro [Tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2011. 94p.

Introducdo: O fuso meidtico dos oocitos de mamiferos pode se despolimerizar
quando exposto a pequenas variagdes de temperatura. Este fato ja estd bem
estabelecido e estudado em odcitos maduros em metafase 11 (MII). No entanto,
pouco se sabe a respeito da influéncia da diminuicdo da temperatura sobre o fuso
meidtico dos oo6citos imaturos. Desse modo, este estudo tem como objetivos:
1) avaliar a influéncia da diminuicdo da temperatura sobre o fuso meidtico de
odcitos de camundongas maturados in vitro e 2) avaliar o fuso mei6tico em od6citos
humanos maturados in vitro submetidos a criopreservacdo pela técnica de
congelagdo lenta ou por vitrificacdo quando em estagio de vesicula germinativa.
Métodos: Realizaram-se dois experimentos, denominados 1 e 2, sendo o primeiro
em odcitos de camundongas e o segundo em odcitos humanos. No experimento 1
odcitos imaturos de camundongas nos estagios de metafase | (Ml), tel6fase I(TI) e
MIl foram cultivados nas seguintes temperaturas: 37° C (controle), temperatura
ambiente (22°C) e 4° C por 0, 10, 30 e 60 minutos. Apds este periodo de tempo o fuso
meidtico oocitario foi avaliado por meio de microscopia de luz polarizada (MLP)
(LC-Polscope-Oosight™ image software) e imunocitoquimica (IC). No experimento
2 o0citos em estagio de vesicula germinativa (GV) coletados de pacientes
submetidas a inducdo da ovulacdo e fertilizacdo in vitro, foram divididos de forma
randémica em trés grupos: oocitos a fresco (A), odcitos congelados pela técnica
de congelacdo lenta (B) e odcitos congelados pela técnica de vitrificacdo (C).
Os od6citos a fresco, os descongelados e os aquecidos foram maturados in vitro
até estagio de (MII). A analise do fuso meidtico foi realizada por microscépio
invertido equipado com uma camera de video analdgica e um sistema de
imagens que combina luz polarizada em cristal liquido (ICSI Guard Octax™).
Resultados: Experimento 1: No tempo 0 e a 37° C, todos 0s o0citos apresentavam o
fuso meiético visivel tanto pela MLP quanto pela IC. A 4° C, o nimero de odcitos
em MI com fuso meiotico visivel por meio da MLP foi menor do que com a IC, e
descresceu com o tempo, fato que também ocorreu, em menor proporgdo, com 0S
oocitos em TI. No entanto, a 4° C, o reconhecimento do fuso meidtico dos odcitos
em TI foi semelhante tanto para MLP como para IC. Quando os oécitos MII foram
expostos a 4° C, a deteccdo do fuso meiotico teve descréscimo diretamente
proporcional ao tempo de cultura quando foi utilizada a MLP, sendo que 0 mesmo
ocorreu para a IC, porém de forma menos pronunciada. A temperatura ambiente
houve um pequeno descéscimo na visualizagdo do fuso meiotico tanto por MLP
quanto por IC, porém este ndo foi estatisticamente significativo para os odcitos em
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Tl. Experimento 2: A taxa de sobrevivéncia imediatamente ap6s o
descongelamento/ aquecimento foi de 44,6% para o grupo B e de 79% para o grupo
C. Apbés 24 horas em cultura , estas taxas passaram para 29,2% e 69%,
respectivamente. A mediana de tempo para maturacéo foi de 26 horas para 0s grupos
A e C, e de 27 horas para o grupo B. Ao final da maturagéo in vitro a porcentagem
de odcitos em MII foi menor no grupo B e semelhante nos grupos A e C. Assim
como para a deteccdo do fuso meidtico que foi menor no grupo B e similar nos
grupos A e C. Conclustes: Houve diferenca na porcentagem de despolimerizacdo
do fuso meidtico em resposta a baixa temperatura entre os oo6citos de camundongas
nos diferentes estdgios da divisdo meidtica, sendo menor nos odcitos em TI.
A porcentagem de despolimerizacdo do fuso meiético foi diretamente proporcional
ao tempo de cultivo, a excecdo dos oocitos em Tl a temperatura ambiente. Os o6citos
hmanos em GV vitrificados apresentaram melhores taxas de sobrevivéncia quando
comparados com odcitos humanos em GV criopreservados pelo congelamento lento.
Os odcitos humanos em GV vitrificados apresentaram taxas semelhantes de
maturacgdo in vitro e deteccdo do fuso meidtico polimerizado quando comparados a
oocitos a fresco.

Descritores: 1.06cito 2.Meiose 3.Criopreservacdo 4.Vitrificacdo 5.Microscopia
de luz polarizada 6.Imunocitoquimica
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SUMMARY

Gomes CM. Low temperature influence on meiotic oocyte spindle of mice and
humans after maturation in vitro [Thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo™; 2011. 94p.

Introduction: The meiotic spindle of most mammals is sensitive to cooling and
depolymerizes even after a slight reduction in temperature. This is well described
and studied on matured oocytes at metaphase Il (MII). However, little is known
about the influence of low temperatures under meiotic spindle of imature oocytes.
In this way, we sougth to evaluate: 1) the influence of low temperatures on mice
oocyte meiotic spindle matured in vitro e 2) the oocyte meiotic spindle from human
oocytes matured in vitro and cryopreserved by slow-rate freezing or vitrification at
GV stage. Methods: Two experiments were done: the first one on mice and the
second one on women.At experiment 1, immature mice oocytes at metaphase | (Ml),
telophase | (T1) and MII were cultured at 37° C (control), room temperature (22°C)
and 4° C for 0, 10, 30 and 60 minutes and then spindle analysis was made with
polarized light microscopy (PLM) (LC-Polscope-Oosight™ image software) or
immunocytochemistry (ICC). At experiment 2, GV oocytes retrieved from women
submitted to ovulation induction and in vitro fertilization were randomly divided in
three groups: fresh oocytes (A), cryopreserved by slow-freezing (B) and
cryopreserved by vitrification (C). Fresh, thawed and warmed oocytes were matured
in vitro to metaphase Il oocytes (MII). A meiotic spindle analysis was done by
polarized light microscopy (ICSI Guard Octax™). Results: Experiment 1: At time O
min and 37° C, all oocytes had polymerized spindles both at PLM or ICC. At 4° C,
the number of MI oocytes with detectable spindles at PLM was smaller than those
analysed by ICC, and it decreased with time, which had also occured with TI
oocytes at a smaller proportion. However, at 4° C, Tl meiotic spindle recognition
with polarized light microscopy and ICC was comparable. When MII oocytes were
cultured at 4° C, the spindle visualization decreased proportionally in correlation
with culture time at PLM, and the same happened with ICC in a less pronounced
manner. At room temperature there was a little descrease regarding visualization of
meiotic spindle, both at PLM and ICC, altought it was not significant for Tl oocytes.
Experiment 2: Oocyte survival immediately after thawing/warming were 44.6% for
group B and 79% for group C. After 24 hours of culture, oocyte survival was 29.2%
and 69%, respectively. The median time for maturation was 26 hours for groups A
and C, and 27 hours for group B. The percentage of MII after maturation in vitro
were smaller in group B and similar between groups A and C. The same oocured for
spindle visualization which were lower in group B and similar between groups A
and C. Conclusions: There was a difference on the percentages of meiotic spindle
depolymerization in response to cooling in mice oocytes at different stages of
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meiotic division. Spindle depolymerization was lower in TI. Also, meiotic spindle
depolimerization was proportional to culture time, except for Tl oocytes at room
temperature.Vitrified GV oocytes had a better survival when warmed, compared to
slow-rate frozen oocytes. Vitrified GV oocytes had similar maturation in vitro rates
and polymerized spindles detection when compared to fresh oocytes.

Descriptors: 1.0ocyte 2.Meiosis 3.Cryopreservation 4.Vitrification 5.Polarized
light microscopy 6.Immunocytochemistry






Introdugéo 1

1 INTRODUCAO

1.1 MATURACAO OOCITARIA

Os od6citos de mamiferos, incluindo os humanos, demonstram modificacdes
progressivas em sua estrutura durante o processo de oogénese e maturacao, 0S quais
somente findam com a ovulacdo e a fertilizagdo. Mudangas também ocorrem
concomitantemente na relacdo do odcitos com as ceélulas foliculares que o
circundam, as quais suportam e nutrem o odcito durante 0 seu crescimento e
maturacdo até a ovulacdo. Nos humanos, a maioria dos odcitos, aproximadamente
sete milhdes, é perdida e sofre atresia ao longo da vida da mulher desde o periodo
fetal até a maturidade sexual. Somente 400 a 500 o6citos ovulam desde a puberdade
até a menopausa (Sathananthan et al., 2006).

Nos ovarios, durante o periodo fetal, as oogonias sdo semelhantes
microscopicamente as células germinativas primordiais, as quais se originam da
parede dorsal do saco vitelinico, proximo ao alantoide, durante a terceira semana de
vida intra-Utero e entdo migram para a crista genital na quinta semana, onde irdo se
diferenciar em testiculos ou ovarios. Durante a nona semana (Motta et al., 2003) ao
oogonias comegam a se diferenciar e entdo iniciam a sua divisdo meidtica por volta
da décima terceira semana quando algumas oogonias se diferenciam em od6citos
(Gondos et al., 1986). Os od6citos primordiais iniciam a sua divisdo meiotica nesta

fase de vida fetal e permanecem no estagio de préfase | da primeira divisdo meidtica
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até receberem um estimulo hormonal que desencadeia 0 processo de maturacao e
diferenciacdo, fato que acontecerd no periodo do menacme e poderd demorar até
mais de 40 anos (Sathananthan et al., 2006).

Durante o desenvolvimento e o processo de maturacao in vivo ou in vitro, o
odcito humano passa do estagio de vesicula germinativa (GV) quando se encontra
em profase da primeira divisdo meidtica, para o estagio de metafase da meiose I(Ml),
sendo ambos considerados imaturos para fertilizacdo. Evolui entdo para estagio de
metafase da meiose 11(MII), ap6s a extrusdo do primeiro corpusculo polar, quando
s&o considerados maduros e completos para fertilizacdo. E somente ap6s a entrada do
espermatozéide no odcito que a meiose Il se encerra com a extrusdo do segundo

corpusculo polar (Cha & Chian, 1998) (Figura 1).
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Figura 1 — Desenho esquematico representando a divisdo meidtica dos odcitos humanos.
GV: vesicula germinativa; MI: metafase I; MII: metéfase Il; CP: corpusculo polar; 2n: célula

dipléide; n: célula haploide
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Os odcitos em GV respondem ao estimulo com gonadotrofinas de forma
diversa durante o processo de hiperestimulacdo hormonal para procedimentos de
reproducdo assistida. Quando os odcitos sdo aspirados para fertilizacdo in vitro
podem estar em diferentes estagios de maturacdo dependendo do tempo decorrente
do inicio de desencadeamento do pico hormonal ovulatério, neste caso com a
administracdo de gonadotrofina coriénica humana (hCG), e do potencial de
maturacdo de cada odcito. Entdo, ap6s a puncdo aspirativa folicular guiada por ultra-
som e a cultura in vitro do material aspirado de aproximadamente quatro a seis horas,
0s oocitos isolados deste material sdo analisados quanto ao seu grau de maturacao,
sendo os maduros (MII) fertilizados e os imaturos (Ml e GV) habitualmente
descartados (Cha & Chian, 1998).

Em média, 85% a 90% dos odcitos derivados de ciclos menstruais
hormonalmente estimulados sdo coletados em estagio de MII, porém 10 a 15% deles
permanecem imaturos. Visto que o procedimento de fertilizacdo in vitro tem alto
custo e provaveis efeitos colaterais decorrentes dos processos necessarios para a sua
realizacdo e da estimulacdo ovariana, a possivel utilizacdo clinica destes odcitos
imaturos, rotineiramente descartados, tem o potencial de beneficiar as mulheres na
medida em que melhora o custo-beneficio do tratamento (Cha & Chian, 1998). Para
tal uso, é necessario o procedimento de maturacao oocitaria in vitro que pode ocorrer
com o0citos coletados de ovarios hormonalmente hiperestimulados ou com odcitos

coletados de ovarios em ciclo hormonal natural (Figura 2).
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Figura 2 — Odcitos humanos em estagio de vesicula germinativa (GV) derivados de ovarios
estimulados (a) e ndo estimulados (b) por gonadotrofinas exdgenas. (Adaptado de Cha &
Chian, 1998)

No entanto, apesar de haver relatos de gestacdes obtidas com odcitos
imaturos maturados in vitro provenientes de ovarios estimulados (Nagy et al., 1996;
Liu et al.,, 1997; Jaroudi et al., 1997; Cha & Chian, 1998) e ndo estimulados
(Chian et al., 2004; Piquette et al., 2006) a eficiéncia do processo em termos de taxa de
fertilizacdo e principalmente implantacdo embrionaria e gestacdo é bastante inferior
qguando comparada com a de odcitos maturados in vivo, sendo estes até o dia de hoje
preferencialmente utilizados para o processo de fertilizacdo in vitro. A principal
justificativa para tal fato € a dificuldade de mimetizar com precisédo o ambiente folicular
em laboratdrio (Piquette et al., 2006). Para a maturacéo oocitéria de boa qualidade s&o
necessarios além hormonios, também fatores de crescimento e angiogénicos dentro
outras citocinas presentes no fluido folicular. Todas estas substancias devem agir em
sincronia para que tanto a maturagdo oocitaria nuclear como a citoplasmatica ocorra de
forma correta. Pois, caso 0 ambiente de maturacao oocitaria ndo seja apropriado, podem
ocorrer alteragbes tanto nucleares quanto citoplasmaticas que resultam em
anormalidades de organelas responsaveis pela divisdo celular e arranjo cromossémico

levando a falha de fertilizacdo, falta de desenvolvimento embrionario e insucesso na
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obtencdo de gestacdo (Piquette et al., 2006). Desta forma, a ocorréncia de anormalidades
de fuso meidtico em odcitos maturados in vitro é debatida e controversa na literatura e

serd mais detalhadamente exposta no decorrer deste texto.

1.2 O FUSO MEIOTICO DOS OOCITOS

O fuso meidtico € uma estrutura temporéria que se constitui de microtdbulos
contendo tubulina associada a proteinas estruturais. O fuso meiético dos odcitos
humanos é simétrico e possui formato em barril, sendo que o p6lo adjacente a membrana
citoplasmética € menor do que o que se direciona para o centro da célula. A sua
localizagdo é periférica e radialmente orientada em dire¢cdo & membrana citoplasmatica
(Figura 3). O tamanho do fuso meiético de o6citos humanos € diversamente descrito na
literatura variando de 11 a 21um(Mandelbaum et al., 2004; Bromfield et al., 2009). J& o
fuso meidtico dos camundongos apesar de localizagdo celular e formato semelhante ao
dos humanos, possui tamanho superior, cerca de 32 pm ( Gomes et al., 2008).

Os microtubulos que constituem o fuso meidtico sdo resultantes da
polimerizac¢do de dimeros de tubulina o e tubulina § compostos de 13 protofilamentos
que se dispdes lado a lado para constituir um formato cilindrico. Originalmente a
tubulina encontra-se dispersa no citoplasma. Os microtibulos podem fisiologicamente
se polimerizar e despolimerizar durante os varios estagios de crescimento e divisao
celular (Li et al., 2006; Chen et al., 2009). Dois tipos de microtbulos sdo observados:
0s que se estendem de um pdlo ao outro do fuso meidtico e que passam entre 0s
cromossomos e aqueles ligados aos cinetocoros dos cromossomos (Chen et al., 2004;

Mandelbaum et al., 2004). Existem também proteinas que se associam aos microtubulos,
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para regular a sua formacdo e desintegragdo (polimerizacdo e despolimerizacao
respectivamente) e que também participam das interacGes entre os microtabulos e
outros componentes celulares, dentre as principais estdo a actina e aurora quinase
(Sun et al., 2006; Bezanilla et al., 2008; Swain et al., 2008). Estas proteinas também
podem se fixar aos cinetcoros dos cromossomos e participar do controle e checagem
de erros de condensacéo ou divisdo cromossdémica que potencialmente possam ocorrer
(Steuerwald et al., 2005). A tubulina polimerizada encontra-se habitualmente em
equilibrio com a tubulina livre presente no ooplasma. No entanto, os microtdbulos séo
extremamente sensiveis a qualquer mudanca fisica (alteracdo de temperatura e pH ou
exposicdo a crioprotetores) ou fisioldgica (idade do o6cito), que pode causar a sua
despolimerizacao e consequente desarranjo ( Chen et al., 2003).

No estagio do paquiteno da préfase | da primeira divisdo mei6tica do odcito, 0s
centriolos, organelas citoplasmaticas que participam do processo de divisdo celular,
desaparecem e em seu lugar restam filamentos de material pericentriolar que contém
0s centros organizadores de microtibulos (MTOCs). As principais proteinas
formadoras dos MTOCs incluem a y-tubulina e a pericentrina (Combelles et al., 2001).
Quando a meiose do odcito € reiniciada, a polimerizacdo de tubulina se inicia ja apos
a primeira quebra da membrana nuclear dos odcitos em GV. Ap6s a completa
desintegracdo da membrana nuclear dos odcitos em GV, microtdbulos sdo
produzidos a partir dos MTOCs e destes saem para se unir aos cinetocoros dos
cromossomos condensados. Conforme os microtubulos véo sendo polimerizados, 0s
MTOCs migram para formar os polos do fuso meiotico, sendo este deslocamento
responsavel pela arquitetura do fuso meidtico. O comportamento detalhado dos
MTOCs durante a anafase |, teléfase | e inicio da préfase Il ndo é ainda bem
compreendido, mas eles estdo presentes em ambos os polos do fuso meidtico da

segunda divisdo meidtica. Ja, em odcitos maduros que se encontram em estagio de
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metafase da segunda divisdo meidtica (MIl), o fuso meidtico é bem definido e
estabelecido, localizado adjacente ao cortex celular e a sua rede de microfilamentos
subcorticais e com 0s cromossomos a ele acoplados equatorialmente. Os microtubulos
podem alongar-se e encurtar-se, quando subunidades de tubulina sdo acrescentadas

ou subtraidas respectivamente. (Breed et al., 1994; Swain et al., 2008).

Figura 3 — Figura esquematica demonstrando os eventos da maturagdo odcitaria relacionados
ao fuso meidtico. No estdgio de quebra da vesicula germinativa (GVBD) e reinicio da meiose
(representado na primeira linha), os microttbulos (em verde) estdo polimerizados radialmente
ao redor da massa de cromossomos (circulo menor ao centro em azul) e se organizam
progressivamente na estrutura bipolar do fuso meiético. No final da metafase | (MI) (segunda
linha) o fuso meidtico bipolar migra em dire¢do ao cortex oocitario. A migragdo do fuso
mei6tico induz a uma reorganizacdo local do cértex oocitario (em rosa e vermelho). O primeiro
corpusculo polar é extruido seguindo o eixo do fuso meidtico. Durante a evolucdo para
metafase (MII) (terceira linha) o fuso mei6tico metafisario encontra-se ancorado a membrana
plasmética. A reorganizacdo do cortex € mantida préxima ao fuso meidtico. A fertilizagdo ou
ativacdo experimental do odcito desencadeia a rotagéo de 90° do fuso meidtico e a extrusdo do

segundo corpusculo polar. (Adaptado de Brunet & Maro, 2005)
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O fuso meiotico participa da coordenacdo da citocinese e da cariocinese, eventos
celulares da divisdo e maturacdo oocitaria que sédo fundamentais para a segregacdo
cromossdmica normal. JA € bem estabelecido que a organizacdo adequada dos
microtUbulos do fuso meidtico é essencial para o correto alinhamento cromossémico.
Ha relatos demonstrando que a exposicdo oocitaria ao frio (Aman et al., 1994;
Pickering et al., 1988; Liu et al., 2003), a crioprotetores (Pickering et al., 1988;
Vincent et al., 1989) ou ao processo de criopreservacdo (Aigner et al., 1992;
Gomes et al., 2008) por si s6 podem causar a despolimerizacédo e desorganizacdo dos
microtUbulos do fuso meiotico, promovendo desprendimento cromossémico da placa
metafisaria com conseqliente desenvolvimento de aneuploidia. Além disso, a
presenca de fuso meidtico morfologicamente normal em odcitos humanos ja foi
positivamente correlacionada com taxas de fertilizacdo, de desenvolvimento e
qualidade embrionaria, assim como de implantacdo e gestacdo (Madashi et al., 2008).
No entanto, estes achados ainda sdo motivos de controvérsia. A auséncia do fuso
meidtico, atribuida a incapacidade oocitaria em atingir a maturidade, pode ser
conferida a disturbios de substancias sinalizadoras e controladoras da diviséo celular,
falta de complexos protéicos que auxiliam na formacdo do fuso meiotico e baixo
suplemento energético celular (Cohen et al., 2004).

Igualmente, a participacdo do fuso meidtico em eventos pos-fertilizacéo ja é
bem demonstrada podendo-se citar a rotacdo do fuso meiotico, a formagdo do
corpusculo polar, a migracdo dos pro-nlcleos e a citocinese ou clivagem inicial
(Fabbri et al., 2006). Portanto, é evidente pensar que qualquer injuria que cause
desorganizacao do fuso meidtico possa acarretar em Ultima anélise em anormalidades

cromossdmicas, alem de falha de fertilizacdo e clivagem embrionaria.
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1.2.1 METODOS PARA ESTUDO DO FUSO MEIOTICO

Muitos dos conhecimentos a respeito da estrutura do fuso meidtico foram
obtidos por meio da analise de odcitos fixados em imagens seriadas de cortes
celulares classicamente corados (Figura 4), por imunocitoquimica ou por
microscopia confocal apds imunocorantes de tubulina e cromatina. Porém, essas
técnicas possibilitam imagens estaticas que ndo permitem o estudo do

comportamento dindmico do fuso meiotico de odcitos (Wang et al., 2001).

Figura 4 — Corte seriado de um o6cito humano criopreservado em estagio de GV e maturado in
vitro corado com hematoxicilina — eosina. A configuragdo do fuso meidtico e dos cromossomos

encontra-se completamente preservada (modificado de Mandelbaum et al., 2004)

A criacdo de um microscopio de luz polarizada possibilitou a visualizacéo
ndo invasiva da densidade e arquitetura do fuso meiético por meio da birrefringéncia

dos microtubulos em de odcitos vivos (Figura 5) (Wang et al., 2001).
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Figura 5 — Imagens representativas da visualizacdo do fuso meiético (destaque no quadro
menor presente na porg¢do inferior das figuras) de o6citos humanos por meio de microscopia
confocal e imunocitoquimica (A) e por meio de microscopio com luz polarizada (B)
(Modificado de Coticchio et al., 2009)

Desde 1937, a microscopia com luz polarizada vem sendo utilizada para a
analise do fuso tanto durante a meiose quanto durante a mitose de diversos tipos
celulares (Wang et al.,, 2001).. Recentemente, esta tecnologia tem sido aplicada
especificamente para odcitos de mamiferos, principalmente apds o desenvolvimento
de uma versdo comercialmente disponivel deste tipo de microscopia Em 2001, Wang
e colaboradores (2001) publicaram o primeiro estudo com o uso da microscopia de
luz polarizada para avaliagdo de odcitos humanos e nesta época ja relataram
associagdo positiva entre a presenca do fuso meiodtico e a taxa de fertilizagdo
oocitaria apds a ICSI. Concomitantemente, 0 mesmo grupo realizou um outro estudo
sugerindo que odcitos cujos fusos meiodticos eram visualizados com microscopia de
luz polarizada apresentavam maior tendéncia de formar embriGes com
desenvolvimento in vitro até mérula e blastocisto (Wang et al., 2001). Entdo, ap6s
estes resultados, que apontavam para a relevante participa¢do do fuso meidético na

correta maturacgdo oocitaria, fertilizagdo e clivagem embrionéria, a presenca do fuso



Introducéo 11

meidtico passou a ser considerada como um marcador de qualidade celular e, portanto
a utilizacdo do microscopio de luz polarizada passaria a ter fundamental importancia
na selecdo dos odcitos para o tratamento de fertilizacéo in vitro (Wang et al., 2002;
Frang et al., 2007; Braga et al., 2008).

No entanto, com a realizacao de estudos posteriores, verificou-se que somente a
presenca do fuso meidtico apresentava na realidade valor preditivo positivo baixo para
qualidade oocitaria de odcitos frescos, pois 90% deles possuem fuso meidtico quando
visualizados por meio da microscopia de luz polarizada (Coticchio et al., 2009).
E entdo, a sua importancia clinica nesta particular situacdo passou a ser questionada.
Porém, a possibilidade da observacdo repetitiva do fuso meio6tico permitindo desta
forma a analise em tempo real da despolimerizacdo e repolimerizacdo dos
microtubulos durante a micromanipulacao in vitro dos odcitos vivos, fez com que este
tipo de microscopia tivesse entdo relevante aplicabilidade cientifica para estudo das
potenciais alteracdes ocorridas no fuso meidtico de odcitos criopreservados, que de
certa forma poderiam prever a habilidade de desenvolvimento do odcito
(Mandelbaum et al., 2004; Coticchio et al., 2009).

Contudo, h& algumas limitacdes técnicas da microscopia de luz polarizada.
Por exemplo, devido a qualidade de imagem proporcionada, propriedades relevantes
que sdo associadas ao fuso meidtico, como posicionamento cromossémico, nao
podem ser detectadas, colocando em ddvida o real valor diagndstico e prognostico
desta técnica (Chen et al., 2004). Por outro lado, a microscopia confocal associada a
imunocitoquimica possibilita excelentes imagens do alinhamento cromossdmico
associado ao fuso meidtico, mas a sua aplicabilidade clinica é nula devido a

necessidade de fixacdo dos odcitos para sua observacao (Coticchio et al., 2009).
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1.3 INFLUENCIA DA TEMPERATURA SOBRE O FUSO

MEIOTICO OOCITARIO

A despolimerizagdo dos microtubulos do fuso meidtico devido a fatores
promotores de dano celular como alteragbes de temperatura e pH, ocorrida
habitualmente no procedimento de micromanipulacdo de gametas em laboratério e
durante o processo criopreservagdo , tem o potencial de dificultar a correta separagdo
das crométides que estdo presas aos microtdbulos da placa metafisaria durante o
processo de maturacado celular e fertilizagdo (Wang et al., 2002). Dessa forma, poderiam
ocorrer aneuploidias ou poliploidias apds a fertilizacdo oocitaria. Se o desarranjo do fuso
meiGtico for completo, sem a extrusdo do segundo corpusculo polar apds a fertilizacéo,
poderd haver a formacdo de um embrido polipl6ide na presenca de um pro-nicleo
feminino e outro masculino. Além disso, a digenia com dois pré-ntcleos femininos e um
masculino indica que provavelmente existiu alguma segregacdo cromossémica materna,
que, porém ndo foi completa possivelmente devido a alteracdo do fuso meidtico. Além
disso, danos menores aos microtibulos do fuso meidtico podem acarretar em
aneuploidias ou formacdo de micronucleo. Portanto, minimizar a injdria ao fuso
meiotico parece ser de grande relevancia para os resultados obtidos com as técnicas de
reproducdo assistida e criopreservacdo de odcitos (Chen et al., 2003).

O odcito maduro apresenta grande fragilidade quando exposto a baixa
temperatura sendo que os microtubulos que compde o fuso meidtico oocitario podem
sofrer rapida despolimerizacdo até mesmo quando exposto & temperatura poucos
graus abaixo da fisiologica (Wang et al., 2002; Chen et al., 2003; Rienzi et al., 2004;

Larman et al., 2007; Ciotti et al., 2009). Os primeiros autores a descreverem a
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despolimerizacdo do fuso meiotico de odcitos maduros de camundongos devido ao
resfriamento de 37°C para 4°C foram Pickering e Johnson em 1987. Desde entdo ha
estudos demonstrando a influéncia da temperatura sobre o fuso meiético oocitario
(Aigner et al., 1992; Aman et al., 1994; Gomes et al., 2008).

Além dessas evidéncias, em experimentos enfocando a criopreservacao de
odcitos em MII de diversas espécies de mamiferos, incluindo humanos, as taxas de
fertilizacdo e gestacdo foram inferiores quando comparadas com técnicas que utilizaram
odcitos a fresco ou embriGes congelados. A primeira descricdo de gestacdo obtida a
partir de odcito humano congelado em MII ocorreu em 1986 (Chen et al., 1986).
Porém, devido a baixa eficicia e inconsisténcia do metodo, esta técnica foi
temporariamente abandonada. No final da década de 90, as taxas de gestacdo eram tao
baixas quanto 1-2% (Tao et al., 2009). Portanto, estudos experimentais, na sua maioria
em camundongas, analisando alteracbes microestruturais e moleculares decorrentes da
criopreservacao foram sendo realizados, buscando um melhor entendimento da baixa
eficiéncia da congelacdo de odcitos. Esses estudos constataram que potenciais defeitos
decorrentes da criopreservacdo podem envolver a zona pellcida, granulos corticais,
fuso meidtico e demais organelas citoplasmaticas, assim como induzir o oécito ao
fendmeno de partenogénese (Liebermann et al., 2002; Tucker et al., 2004).

Entre os principais receios a respeito da criopreservagdo de odcitos estd o
desarranjo da arquitetura do fuso meidtico, fato que pode ocasionar anormalidades
cromossdmicas e da citocinese e justificar a menor eficiéncia do método quando
comparado com a criopreservacdo de embrides e espermatozdides. Dessa forma,
estudos a respeito da influéncia do processo de criopreservagdo especificamente

sobre o fuso meidtico vém sendo realizados.
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Gook e colaboradores (1993) estudaram od6citos humanos maduros
criopreservados pela técnica de congelacdo lenta com propanediol (PROH) como
crioprotetor, e demonstraram que a configuracdo do fuso meidtico e dos
cromossomos a ele atrelados era normal em 60% dos o0citos que sobreviviam ao
processo de descongelacdo. Ja em outros relatos, oocitos maduros analisados
imediatamente ap0s o0 seu descongelamento ou agquecimento mostraram severa
desorganizacdo ou desaparecimento do fuso meidtico utilizando tanto a técnica de
congelacdo lenta quanto a de vitrificacdo (Chen et al., 2009). A incubacdo destes
odcitos por uma a trés horas a temperatura de 37°C, resultou em recuperacéo do fuso
meiotico em diversos niveis dependendo do intervalo de tempo entre o congelamento
e 0 descongelamento (Chen et al., 2009), achado este concordante com estudos
experimentais em camundongas (Chen et al., 2004, Gomes et al., 2008). Importante
observar que 0s odcitos humanos maduros ndo apresentaram qualquer alteracdo de
fuso meidtico quando analisados em tempo real por microscopio de luz polarizada
durante toda a etapa de resfriamento da congelacdo lenta, em estudo realizado por
Rienzi e colaboradores (Rienzi et al., 2004). Neste estudo, imediatamente apds o
descongelamento, os fusos meidticos foram visiveis em 35,7% dos odcitos, sendo
que esta porcentagem foi nula durante os passos da descongelacdo realizados
subsequentemente. Apds trés horas em incubacdo em temperatura de 37°C, os fusos
meidticos foram novamente visualizados em 100% dos od6citos.

Esses dados corroboram com os achados de Ciotti e colaboradores (2009) que
acompanharam toda a despolimerizacéo e repolimerizacdo do fuso mei6tico de odcitos
humanos em estagio de MII submetidos a criopreservagdo pela técnica de congelagao

lenta e de vitrificacdo. Esses autores concluiram que durante a etapa de resfriamento
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tanto da congelacdo lenta quanto da vitrificagdo o fuso meidtico foi detectado em todos
0s odcitos, enquanto que a despolimerizacdo dos microtubulos foi verificada em ambos
0s grupos durante o processo de descongelacéo e aquecimento. Observaram ainda que 0s
oocitos vitrificados tiveram repolimerizacdo mais rapida do que os congelados pela
técnica lenta, apesar de apds 24 horas em cultura os oocitos de ambos 0s grupos
apresentarem a visualiza¢do do fuso meidtico em 100% dos casos (Figura 6). Portanto,
este estudo sugere que é o processo de descongelacdo ou aquecimento que
potencialmente afeta a polimerizacéo do fuso meidtico e ndo a sua exposi¢do inicial ao
frio. No entanto, ndo temos acesso ao estudo do fuso meidtico quando os obcitos se
encontram dentro dos dispositivos de armazenamento ja em programa de congelacéo ou
diretamente em nitrogénio liquido, e, assim sendo esta também poderia ser uma etapa

com potencial de dano ao fuso mei6tico durante o procedimento de criopreservacao.

Figura 6 — Imagens obtidas por meio de microscopio de luz polarizada (Polscope) durante
vitrificacdo de odcitos humanos em magnificacdo de 200 X. Visualizagdo do fuso meidtico
durante a incubag&o dos o6citos nas solucdes de vitrificagdo (WS: solucdo de lavagem; ES1,
ES2, ES3: solugdes de equilibrio 1,2 e 3; VS: solucdo de vitrificacdo) ( Modificado de Ciotti
et al., 2009)
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De maneira semelhante, Bromfield e colaboradores (2009) em estudo com
odcitos humanos maduros criopreservados pela técnica de congelagéo lenta mostraram
que a ocorréncia de fuso meidtico normal ¢ maxima (85,7%) apds uma hora do
processo de descongelacdo. Porém, os autores salientam que apesar da capacidade de
repolimerizacdo dos microtUbulos, estes podem apresentar alteracdo da sua
conformacdo apos a repolimerizacdo tornando assim o fuso mei6tico mais alongado e
com diminuicdo da quantidade de tubulina, com conseqiente enfraquecimento e
possibilidade de despreendimento cromossémico da placa metafisaria (Figura 7).
Uma provavel explicacdo para casos nos quais a despolimerizacdo do fuso meidtico é
permanente apds a criopreservacao é a de que este processo consumiria toda a energia
disponivel para o metabolismo celular. Para embasamento desta teoria, ha relato
de perda da integridade das mitocdndrias associada a defeitos do metabolismo do
calcio em odcitos de camundongas e mulheres apOs processo de criopreservacao

(Bromfield et al., 2009).

Figura 7 — Fotomicrografias do fuso meidtico oocitario apds processo de criopreservagao
obtidas por meio de microscopia confocal. O fuso meidtico é representado em verde e 0s
cromossomos em vermelho. A: fuso meiético normal com os cromossomos alinhados na
placa equatorial; B: fuso mei6tico alongado com cromossomos desalinhados; C: desarranjo
do fuso meidtico com alinhamento dos cromossomos; D: completo desarranjo tanto do fuso
meidtico quanto dos cromossomos; D(i): fuso meidtico com aparéncia semelhante ao D,

porém com minima quantidade de microtibulos (modificado de Bromfield et al., 2009)
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Contudo, € interessante observar também que ha referéncias na literatura a
respeito da exposicdo isolada dos odcitos a crioprotetores em diferentes
concentragdes podendo resultar em despolimerizagdo dos microtubulos do fuso
meiotico (Chen et al., 2003). Com o intuito de estudar nédo so o efeito da temperatura,
mas também o efeito independente dos crioprotetores sobre o fuso meidtico
oocitario, Gomes e colaboradores (2008) avaliaram as modificacdes do fuso meidtico
de odcitos maduros de camundongas quando submetidos a vitrificacdo e quando
expostos somente as solucdes crioprotetoras. As técnicas para avaliacdo do fuso
meidtico foram a imunocitoquimica e o0 microscépio com luz polarizada.
Imediatamente apds o aquecimento, o grupo de odcitos vitrificados demonstrou
menor numero de fusos meioticos detectados pela analise imunocitoquimica quando
comparado com o grupo de odcitos somente expostos as solucdes crioprotetoras.
Apos duas horas de incubacgdo a temperatura de 37°C, a presenca, morfologia e
tamanho do fuso meidtico, assim como a incidéncia de alinhamento cromossémico
aberrante ndo diferiu entre os grupos (Figura 8). Os achados do estudo
imunocitoquimico foram completamente validados pela avaliacdo em tempo real de
odcitos vivos possibilitada pela microscopia com luz polarizada. Portanto, estes
dados sugerem que as solucgdes crioprotetoras per si ndo causam dano ao fuso
meidtico. Deste modo estes relatos sugerem que parece ser a variacdo de
temperatura, a qual pode ocorrer durante o processo de micromanipulagdo
laboratorial de gametas, congelamento e vitrificagdo , assim como durante o
descongelamento e aquecimento dos odcitos, a responsavel pela alteracdo do fuso

meidtico oocitério quando estes se encontram em estagio de MII da meiose.



18 Introdugdo

Sol. Exp./ TOh} Vitr./ TOh }Sol. Exp./T2h} Vitr./T2h

PB

Figura 8 — Imagens obtidas de microscépio fluorescente Leica DMR com magnificacdo de
400 X. Os odcitos foram fixados e foi realizada analise do fuso meidtico por imunocitoquimica.
Com duas horas ap6s aquecimento ndo houve diferenca quanto as caracteristicas do fuso
meidtico entre o grupo vitrificado (Vitr) e o grupo exposto isoladamente aos crioprotetores

(Sol. Exp). PB: corpusculo polar (Modificado de Gomes et al., 2008)

Também, as modificagdes do fuso meidtico ocorridas durante o processo de
criopreservacao estdo potencialmente relacionadas ndo so6 a fatores ambientais como
temperatura e meio de cultura, mas tambeém aos aspectos funcionais do oécito, como
o tempo ideal disponivel para a fertilizacdo. Apds a fertilizacdo, com a entrada do
espermatozéide dentro do odcito, ocorre aumento do contetdo de calcio intracelular
e diminuicdo de fatores citostaticos. O odcito completa a segunda divisdo meidtica e
a extrusdo do segundo corpusculo polar. O o6cito maduro deve ser fertilizado dentro
de um intervalo de tempo adequado, caso contrério se inicia um processo de
apoptose. O atraso na fertilizacdo de od6citos maduros pode resultar em
comprometimento da qualidade embrionaria. Eroglu e colaboradores (1998)
observaram que odécitos maduros de camundongas criopreservados pela técnica de
congelacdo lenta inseminados imediatamente apds o descongelamento exibiram
disfuncdo da rotacdo do fuso meiético, da formacdo do segundo corplsculo polar e
aumento nas taxas de disgenia. Ainda, Chen e colaboradores (2009) demonstraram
que a porcentagem de fertilizagdo e formac&o de blastocistos em od6citos maduros de

camundongas que foram vitrificados e inseminados imediatamente ou uma hora apos
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0 aquecimento foi menor do que a encontrada para odcitos frescos, e melhorou
quando os odocitos foram incubados por duas a trés horas apds o aquecimento e SO
entdo inseminados, tempo este necessario para a repolimerizacdo dos microtubulos
do fuso meiotico apds o aquecimento oocitario, conforme ja exposto anteriormente.
Portanto, para a escolha do tempo ideal de fertilizacdo e consequentemente para
obtencdo de resultados satisfatorios na criopreservacdo de odcitos, deve-se
considerar os aspectos de repolimerizacdo do fuso meidtico.

Além disso, a idade do odcito esta diretamente correlacionada com a presenca
de anormalidades do fuso mei6tico. A ocorréncia de aneuploidia consequente a ndo
disjuncdo cromossomica € mais frequente em mulheres com mais de 35 anos
(Mandelbaum et al., 2004; Frang et al., 2007; Bromfield et al. 2009; Coticchio et al. 2009).
Battaglia e colaboradores (1996) referem que, frequentemente, o fuso meidtico de
mulheres entre 40 e 45 anos encontra-se alterado. Em seu estudo, 79% dos odcitos de
mulheres nesta faixa etaria, exibiram conformacdes anormais de tubulina e
cromossomos dispersos no citoplasma. Por outro lado, 83% dos odcitos de mulheres
entre 20 e 25 anos apresentaram fuso mei6tico normal com completo alinhamento
cromossémico.

Por conseguinte, os distarbios da integridade do fuso meidtico de odcitos
maduros com possivel repercussdo sobre a normalidade dos cromossomos a ele
atrelados, podem ocorrer como conseqiéncia da variacdo de temperatura,
composicdo e concentragdo dos meios de cultura e propriedades biologicas
individuais de cada célula. Assim sendo, dentre os principais fatores promotores de
dano ao fuso meiotico esta a exposicao a baixas temperaturas, fenbmeno relevante
durante o processo de criopreservacdo do gameta feminino que possui ampla

aplicabilidade na pratica clinica em medicina reprodutiva.
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1.4 CRIOPRESERVACAO DE OOCITOS

A possibilidade da congelacdo de odcitos de forma rotineira traz beneficios
para a pratica clinica em Medicina Reprodutiva. Os o6citos criopreservados podem
ser utilizados com varios propositos: aumentar a eficacia da fertilizacdo in vitro;
como alternativa a criopreservacdo de embrides principalmente para casais com
restricdes éticas ou religiosas a esse método; programa de doacdo com banco de
odcitos e principalmente para preservacdo da fertilidade em mulheres com
necessidade de ooforectomia, radioterapia ou quimioterapia ou naquelas que desejam
postergar a maternidade. Portanto, a criopreservacao de odcitos tem o potencial de se
constituir em importante ferramenta de auxilio as técnicas de reproducdo assistida
(Borini et al., 2008; Porcu et al., 2008; Grifo & Noyes, 2010).

Porém, apesar da criopreservacdo de embriGes e sémen ser técnica bem
fundamentada na prética clinica dos centros de reproducdo assistida, a eficacia da
criopreservacdo de odcitos humanos no que se diz respeito as chances de
implantacdo embriondria e gestacdo evolutiva ainda ndo estd inteiramente
fundamentada (Ciotti et al., 2009; Porcu et al., 2009; Tao et al., 2009). Fatores
morfol6gicos e biofisicos particulares de cada tipo celular e de cada técnica
empregada para criopreservagdo séo relacionados com a sobrevivéncia e qualidade
oocitarias apds esse processo. Entre os fatores morfoldgicos particularmente
importantes estao caracteristicas do o6cito como qualidade, tamanho celular e estagio
de maturidade (Fabbri et al., 2006; Borini et al., 2008; Tao et al., 2009).

A influéncia da qualidade do material biolégico no prognéstico de um

procedimento médico ou bioldgico é de extrema relevancia. Como exemplo, para a
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escolha do embrido a ser congelado, leva-se em consideracéo a sua qualidade por meio
de avaliacdo morfologica de numero e simetria celular, além da velocidade de
clivagem, sendo estas caracteristicas correlacionadas com chance de implantacédo e
gestacdo. Em relacdo a criopreservacdo de odcitos, critérios de selecdo para avaliar
qual material deve ser criopreservado sdo mais dificeis de serem estabelecidos
(Cohen et al., 2004; Madashi et al., 2008). Também € importante enfatizar que,
habitualmente os odcitos de melhor qualidade sdo utilizados a fresco e os excedentes,
frequentemente de pior qualidade séo congelados (Fabbri et al., 2006; Tao et al., 2009).
Ainda, os odcitos humanos demonstram grande variabilidade na distribuicdo e
organizacdo de organelas citoplasmaticas, assim como na permeabilidade da
membrana celular , fato que pode afetar a qualidade do odcito e influenciar o resultado
da criopreservacao. Além de manifestacbes grosseiras como o dismorfismo, critérios
de heterogeneidades morfoldgicas oocitarias ndo sdo bem definidos e estabelecidos, e
tdo pouco possuem associacdo definitiva com seu potencial de desenvolvimento.
A hipotese de que algumas variacBes morfolégicas como espessamento da zona
pellcida, nivel de granularidade citoplasmatica, volume do espaco perivitelinico e
fragmentacdo do corpusculo polar possam predizer a habilidade de desenvolvimento
oocitario, ainda permanece controversa (Borini et al., 2008). A Unica caracteristica
morfolégica que parece prenunciar o comprometimento de desempenho do odcito é a
presenca de um corpusculo polar gigante, mas a sua ocorréncia é tdo rara que nao
possui muita importancia na pratica clinica. Portanto, a inabilidade de se aplicar
alguma forma efetiva de selecdo de odcitos tanto para utilizagdo a fresco como para
congelacéo, leva ao desequilibrio quando comparamos a eficacia da criopreservacéo de

odcitos com a de embrides em clivagem ou blastocistos (Borini et al., 2008).
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Outro fator que influencia o processo de criopreservacao é a razao da area de
superficie com o volume celular, ou simplesmente o tamanho da célula. Quanto
maior € a célula, mais sensivel a temperatura. Um o6cito humano com 130um de
didmetro requer um longo tempo para atingir o equilibrio osmético com os
crioprotetores, ao contrario do espermatozéide que possui 1: 80 do tamanho do
o6cito e demanda um periodo de tempo menor com consequentes melhores
resultados de sobrevivéncia a criopreservacgéo (Fabbri et al., 2006).

Ainda, o estagio de maturacao oocitaria pode também interferir sobre as taxas
de sobrevivéncia celular apds o processo de criopreservacdo. Atualmente, o estagio
de maturacdo oocitario de escolha e tido como padrdo para criopreservacao € o de
metafase Il. Sabe-se, porém, que a sensibilidade diferenciada ao processo de
congelacdo € relacionada a fase da divisdo meidtica na qual o odcito se encontra
(Tao et al., 2009). Os MIl sdo extremamente frageis devido ao grande tamanho
celular, componente aquoso abundante e arranjo cromossdmico caracteristico.
Nos o6citos maduros, os cromossomos metafisarios estdo alinhados pelo fuso
meidtico ao longo de uma placa ou linha equatorial. O aumento de aberracGes
cromossémicas descritas em odcitos maduros observado durante a criopreservacao é
atribuido a anormalidades do fuso meidtico. Ja é bem documentado que o fuso
meidtico pode ser lesado pela formacdo de cristais de gelo no ooplasma a qual ocorre
tanto durante a congelacédo, quanto durante a descongelacdo (Tao et al., 2009).

Atualmente, apos algumas das constatacfes acima descritas e consequentes
modificagcdes da tecnica original, a congelacdo de oocitos humanos ressurgiu como
técnica promissora devido a melhora dos resultados clinicos apresentada nos Gltimos
trés anos. Apesar disso, sua reprodutibilidade ainda permanecer duvidosa para definir
Seu emprego como pratica rotineira em técnicas de reproducéo assistida (Jain et al.,

2006; Lornage et al., 2007; Porcu et al., 2009).
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Os principios de uma criopreservacdo eficiente incluem evitar a formagéo
intracelular de cristais de gelo, reduzir os efeitos de troca de altas concentracfes de
eletrolitos e impedir o chogue osmoético que pode decorrer do aquecimento
(Kuleshova et al., 2002). Todas as técnicas de criopreservagdo empregam crioprotetores.
Os crioprotetores diminuem o ponto de congelagdo celular devido ao seu efeito
osmatico transmembrana que lentamente causa a substituicdo do conteludo de &gua
intracelular pelos crioprotetores. Existe entdo um balanco fino entre a taxa de saida de
liquido da célula e a formacdo de cristais de gelo extracelular, a qual ndo repercute em
lesdo celular. Pois, caso ocorra excessiva desidratacdo celular, as concentragdes
intracitoplasmaticas de crioprotetores podem aumentar a nivel citotxico. J&, se a
desidratacdo ndo for satisfatoria havera a formacdo de cristais de gelo intracelulares
sabidamente danosos ao odcito (Loutradi et al., 2007). Os crioprotetores podem ser
divididos em dois grupos: os permedveis que atravessam a membrana plasmaética
(PROH), dimetil-sulfoxido (DMSO), glicerol e etileno-glicol (EG)) e o0s nao
permeaveis gue ndo atravessam a membrana citoplasmatica (sucrose, glicose, amido e
proteinas). A sua acdo protetora é complexa e atuante por diversos mecanismos.
Os crioprotetores permeaveis agem baixando o ponto de congelamento da solucéo,
interagindo com modificacdes da membrana plasmatica durante a passagem do seu
estado fluido para sélido e prevenindo a exposi¢do oocitaria a grandes concentracdes
de eletrolitos dentro e fora da célula, pois se ligam aos eletrdlitos substituindo
parcialmente a agua. Ja, 0s crioprotetores ndo permeaveis sdo representados por
moléculas grandes que ndo atravessam a membrana celular e criam um gradiente
osmético extracelular que auxilia para desidratacdo oocitéria durante a congelacéo,
diminuindo a formacao intracelular de cristais de gelo (Loutradi et al., 2007).

Os metodos atualmente utilizados para a criopreservacao sdo o de congelacéo

lenta e o de vitrificacdo (Loutradi et al., 2007; Borini et al., 2008; Porcu et al., 2008).
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1.5 METODOS DE CRIOPRESERVACAO

1.5.1 CONGELACAO LENTA

1.5.1.1 CONCEITO

A técnica de congelacdo lenta utiliza um sistema de resfriamento que age de
forma gradual e constante por periodo aproximado de trés horas para atingir a
temperatura de congelagdo do nitrogénio liquido (-196 °C). Este processo necessita
de baixas concentragcbes de crioprotetores, as quais estdo associadas a menor
toxicidade celular. A -6 °C de temperatura, cristais de gelo intracitoplasmaticos
comecam gradualmente a se desenvolver. A temperatura entdo é reduzida
gradualmente para -196 °C dentro de um dispositivo especifico que controla a
velocidade de resfriamento. Durante o processo de aquecimento, a transicdo rapida
de temperatura é ideal para prevenir a recristalizacdo da agua e dessa forma evitar

dano celular (Porcu et al., 2009).

1.5.1.2 HISTORICO

Em 1986, Chen e colaboradores (1986) relataram a primeira gestacdo apds a
criopreservagdo de oodcitos humanos. Este autor utilizou uma técnica envolvendo a
adicdo do crioprotetor DMSO e o congelamento lento. O aquecimento dos oocitos foi
realizado de forma rapida em banho de agua a 37°C, seguido pela diluicdo do
crioprotetor em um Unico passo. J& em 1987, Van Uem e colaboradores (1987)
publicaram o segundo nascimento apés criopreservacao de évulos também utilizando a

técnica de congelacdo lenta e o DMSO como crioprotetor.  Em 1988, Chen e
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colaboradores (1988) publicaram outro nascimento de uma menina saudavel utilizando
a mesma técnica de criopreservacao de odcitos. Quando analisados em conjunto, 0S
resultados de Chen e colaboradores mostraram 76% de sobrevivéncia oocitéria, 71%
de fertilizacdo, 85% de clivagem, 28% de gestacdo por transferéncia e 4% de
nascimentos por odcito congelado.

Desde estas primeiras experiéncias, varios autores estudaram e testaram
diferentes protocolos de congelacéo, sempre enfrentando alguns problemas técnicos e a
possibilidade de dano celular associado tanto aos crioprotetores quanto ao processo de
congelacdo e descongelacdo, os quais justificavam a baixa eficacia inicial da técnica.
Desde o surgimento da técnica, dentre os fenémenos adversos associados ao processo
de criopreservacao esta o espessamento da zona pellcida (Fabbri et al., 2006). A falha
de fertilizacdo ocorrida comumente em odcitos humanos congelados e também em
outras espécies animais € decorrente da extrusdo prematura dos granulos corticais
levando ao enrijecimento precoce da zona peltcida que ocorre durante o processo de
criopreservacao (Fabbri et al., 2006; Porcu et al., 2008). Na tentativa de melhorar as
taxas de fertilizacdo de odcitos criopreservados, alguns autores comecaram a utilizar a
injecdo intracitoplasmatica de espermatozoéides (ICSI) ap6s a sua descricdo em 1992
(Van Steirteghem et al., 1992). Um dos primeiros estudos foi realizado por Tucker e
colaboradores (Tucker et al., 1996) com o objetivo de determinar se a ICSI realmente
melhorava as taxas de fertilizacdo de odcitos criopreservados pela técnica de congelagdo
lenta. Estes autores obtiveram trés gestaces de cinco embrides transferidos, apesar de
nenhuma delas ter evoluido com sucesso até o termo. A melhora da taxa de fertilizagao
oocitéaria e clivagem ocorrida apds a utilizagdo da ICSI foi comprovada em estudos

subsequentes e fez com que a criopreservacdo de odcitos voltasse a ser encarada e
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estudada como promessa de aplicabilidade clinica. O primeiro nascimento ocorrido apos
a utilizacdo da ICSI em odcitos congelados foi descrito por Porcu e colaboradores em
1997 (Porcu et al., 1997). Este relato também foi 0 do primeiro nascimento utilizando
odcitos criopreservados pela técnica de congelacdo lenta com o uso de sucrose e PROH
como crioprotetores.

Além da utilizacdo da ICSI, outras modificacbes da metodologia inicialmente
descrita foram entdo sendo propostas como a adicdo ou substituicdo de diferentes
crioprotetores ou componentes de meio de cultura, todas elas na tentativa de melhorar a
eficacia da técnica. Estes estudos constataram que concentracBes de sucrose de
0,3 mol/mL, o emprego de PROH como crioprotetor, 0 aumento da velocidade de
congelacdo e descongelacdo e a diminuicdo do contetdo de sédio nos meios de cultura
estdo associados a melhores taxas de sobrevivéncia oocitaria e implantacdo embrionéria
(Porcu et al., 2008). Recentemente, outra modificacdo foi proposta para melhora do
protocolo de congelacédo lenta tradicional, considerando o intervalo de tempo ideal para
congelacdo apds a coleta dos odcitos. A criopreservacdo € tradicionalmente realizada
entre uma a cinco horas apds a coleta dos 6vulos. Parmegiani e colaboradores (2008)
analisaram retrospectivamente 437 odcitos criopreservados e demonstraram que as taxas
de gestacdo e implantacdo embrionaria eram maiores quando o processo de congelacdo

lenta ocorreu duas horas apds a coleta dos odcitos.

1.5.1.3 RESULTADOS CLINICOS

As alteragBes técnicas ocorridas ao longo dos anos possibilitaram a ampliacéo da
utilizacdo clinica da criopreservacdo de odcitos e consequentemente seu melhor

aproveitamento. La Sala e colaboradores (2006) publicaram os resultados de tratamentos
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de reproducéo assistida com 518 od6citos criopreservados de forma rotineira. Os odcitos
excedentes coletados durante o tratamento de fertilizacdo in vitro foram congelados pela
técnica de congelacdo lenta. Houve 29 gestacfes, com taxa total de implantacdo de
6,3%. Ja, outro estudo com 2900 odcitos criopreservados utilizando PROH, sucrose
0,3 mol/mL e descongelamento rapido obteve 12,4% de taxa de gestacédo por transferéncia,
com o nascimento de 13 criancas e taxa de aborto de 33,3% (Levi Setti et al., 2006).
Em trabalho interessante, Chamayou e colaboradores (2006) compararam 0 prognostico
da fertilizacdo in vitro com odcitos frescos e congelados por técnica de congelagéo lenta.
Estes autores demonstraram que ndo houve diferenca entre 0s grupos quanto as taxas de
fertilizacdo quando se utiliza a ICSI, porém a taxa de clivagem e a qualidade embrionaria
foram estatisticamente superiores no grupo de odcitos a fresco. Da mesma forma,
recente meta-analise relatou melhora significativa das taxas de gestacdo por odcito
descongelado e das taxas de gestacdo clinica por transferéncia (4,1% e 37,8%
respectivamente no periodo de 2003 a 2005 contra 2,4% e 27,1% respectivamente ap0s
2005) ocorrida com o aprimoramento da técnica de congelacdo lenta ao longo dos anos,
porém ainda inferiores aos resultados obtidos com odcitos a fresco (Oktay et al., 2006).
Outro estudo que avaliou o progndstico clinico da criopreservacdo de odcitos foi o de
Borini e colaboradores (2007) que incluiu 749 tratamentos de fertilizag&o in vitro
realizados entre 2004 e 2006. Nestes tratamentos ndo mais do que trés odcitos coletados
eram inseminados em acordo com a legislacéo italiana. Os o6citos maduros excedentes
foram entdo congelados pela técnica de congelagdo lenta. Um total de 510 pacientes
foram submetidas a pelo menos uma transferéncia de embrides derivados de odcitos
congelados. A taxa de sobrevivéncia oocitaria foi de 68,1%, a fertilizagdo normal

ocorreu em 76,1% dos odcitos e a taxa de gestacéo foi de 14,1%.
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Estes mesmos autores, também analisaram o prognostico obstétrico e a
incidéncia de anomalias e malformacdes congénitas em 105 criancas nascidas apds
procedimento de fertilizacdo in vitro utilizando odcitos criopreservados pela técnica de
congelacdo lenta. Das gestacOes analisadas, 73 eram Unicas e 32 gemelares. A idade
gestacional média ao nascimento e 0 peso médio dos recém-nascidos foi de 38,9
semanas e de 3,3 kg para os recém-nascidos unicos e 2,6 kg para os gemelares.

A incidéncia de malformacdes foi semelhante a da populacéo geral (Borini et al., 2007).

1.5.2 VITRIFICACAO

1.5.21 CONCEITO

A vitrificacdo é definida como uma solidificacdo citoplasmatica ocorrida em
baixas temperaturas que se caracteriza por resultar em aparéncia celular, ao
microscopio, semelhante a vidro moido e pela auséncia de cristais de gelo
intracitoplasmaticos devido a alta velocidade de congelagdo (15.000 a 30.000 °C por
minuto) (Smith e Fioravanti, 2006). Os protocolos de vitrificacdo sdo tecnicamente
simples e consistem em colocar os o0citos em contato direto com crioprotetores e
armazena-los em um dispositivo colocando-os diretamente em nitrogénio liquido
(-196°C). A técnica de vitrificacdo utiliza altas concentragGes de crioprotetores e para
minimizar a chance de toxicidade a eles relacionada, usualmente é preferida uma
combinacéo destes, sendo a mais comumente utilizada composta pelo EG, DMSO e
sucrose (Smith e Fioravanti, 2006). Além da composicdo das solucdes de vitrificacao,
outro fator que altera a eficacia desta técnica € o tipo de dispositivo no qual o odcito

sera armazenado. A depender do tamanho e formato do dispositivo, a velocidade de
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congelacao pode ser variada sendo que quanto maior ela for melhor € o resultado da
vitrificacdo (Smith e Fioravanti, 2006). Estes dispositivos podem ser classificados
em sistemas abertos e fechados. A desvantagem dos sistemas abertos seria a de que
potencialmente poderia haver contaminacgdo entre os oocitos das palhetas contidas no
mesmo tangue de nitrogénio devido ao seu contato direto com o nitrogénio liquido, e

a sua vantagem a maior velocidade de congelacédo (Tao et al., 2009).

1.5.2.2 HISTORICO

Retrospectivamente, o fendmeno da vitrificacdo foi primeiramente investigado
e descrito em meados do século XIX. Como fundador da criobiologia, Luyet
reconheceu o potencial de se atingir a criopreservacdo sem a formacdo de gelo ha mais
de 70 anos atras e o relatou em seus estudos classicos (Luyet, 1937). No entanto,
durante estes primeiros estudos ndo foi possivel estabelecer um protocolo eficaz para
uso clinico. A vitrificacdo requer velocidade extremamente rapida de resfriamento e,
ao mesmo tempo protecdo contra a alta concentracdo de crioprotetores potencialmente
toxicos. Como estas questdes ndo foram resolvidas neste primeiro momento, optou-se
por um protocolo de criopreservacao em etapas (congelacdo lenta) como o padrdo para
congelacdo de células e tecidos sendo a vitrificagdo proscrita para uso clinico e restrita
ao meio académico (Kuleshova et al., 2002). Durante este periodo de estudos
experimentais, destaca-se o de Rall e Fahy que descrevem a vitrificacdo em embriGes
de camundongo em 1985 (Rall e Fahy, 1985).

Mais recentemente, nas Gltimas duas décadas, novas propostas de protocolos
de vitrificacdo surgiram com a combinacdo de diversos crioprotetores, o uso de

crioprotetores ndo permeaveis e a confeccdo de dispositivos que permitem um
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resfriamento rapido. Estas inovacdes possibilitaram a aplicacdo clinica da vitricagdo
e entdo Kuleshova e colaboradores (1999) relataram a primeira gestagdo em humanos
proveniente de oocitos vitrificados no final da década de 90.

Apesar da maioria dos relatos de gestacGes decorrentes da criopreservacao de
odcitos utilizarem a técnica de congelacdo lenta, alguns estudos que empregaram a
vitrificacdo mostraram melhores taxas de fertilizacdo, desenvolvimento embrionério
e gestacdo (Kuleshova et al., 2002; Porcu et al., 2008, Smith et al., 2010). Odcitos
humanos em MII (Kuwayama et al 2005; Borini et al., 2008; Porcu et al., 2008;),
zigotos (Isachenko et al., 2005), embribes e blastocistos (Liebermann et al., 2002;
Lane et al., 1999; Mukaida et al., 2003; Loutradi et al., 2008) sdo atualmente

vitrificados com sucesso e seguranca.

1.5.2.3 RESULTADOS CLINICOS

Em geral os resultados clinicos da vitrificacdo de odcitos humanos e de
diversas outras espécies animais como bovinos, ovinos e camundongas, Sao
encorajadores. A criopreservacdo de oocitos pela técnica de vitrificacdo apresenta
resultados promissores com relatos de altos indices de sobrevivéncia oocitéria,
fertilizacdo e taxas de gestagdo. Katayama e colaboradores (2003) relataram 94% de
taxa de sobrevivéncia oocitaria, 91% de fertilizacdo e 90% de clivagem apds a
vitrificacdo de odcitos humanos. Estudos adicionais relataram indices de sucesso
similares. Cobo e colaboradores (2008) demonstraram excelente prognostico clinico
para a vitrificagho de oo6citos humanos utilizando dispositivo aberto de
armazenamento celular para vitrificagdo. Estes autores estudaram mulheres que

receberam odcitos doados e compararam 0s resultados de tratamentos com o0citos
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frescos e vitrificados. Eles constataram que ndo houve diferenca estatisticamente
significante quanto ao indice de fertilizagcdo (76,3% X 82,2%), taxa de clivagem e
formacéo de blastocistos (48,7% X 47,5%) entre 0s o0citos vitrificados e os frescos,
respectivamente. Igualmente, Tao e colaboradores (Tao et al., 2009) reportaram
taxas de fertilizacdo e clivagem semelhantes quando comparados odcitos frescos e
vitrificados provenientes do mesmo ciclo menstrual hormonalmente induzido.

H& uma tendéncia natural para se comparar uma técnica relativamente recente
com a tradicional, e isto também é aplicado para a criopreservacdo. A quantificacéo
de metabolomas e proteomas de od6citos vitrificados revelou gque, enquanto a técnica
de congelacdo lenta interfere dramaticamente na fisiologia oocitéria, a vitrificacdo
influencia minimamente o metabolismo celular, igualando-se aos efeitos do uso
isolado de crioprotetores quando a estes a baixa temperatura ndo é adicionada.
Portanto, os parametros fisicos das solucBes crioprotetoras utilizadas para
vitrificacdo, como viscosidade, volume e velocidade de resfriamento/aquecimento
devem ser considerados para que o dano relacionado a vitrificagdo ou aquecimento
seja minimizado (Lornage et al., 2007). Em recente estudo, Smith e colaboradores
(2010) compararam a sobrevida e parametros reprodutivos de odcitos humanos
maduros criopreservados pela técnica de congelacédo lenta e por vitrificacdo. No total
587 odcitos foram analisados, sendo 238 congelados pela técnica de congelacgdo lenta
e 349 vitrificados. A sobrevida dos odcitos vitrificados foi superior assim como a
taxa de fertilizacdo (81% X 67% e 84% X 71%, respectivamente para odcitos
vitrificados e congelados). A taxa de gestagdo também foi superior no grupo de

odcitos vitrificados (38%) quando comparado com odcitos congelados (13%).
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Desta forma, estima-se que para a ocorréncia de um nascimento sao
necessarios 50 odcitos em MIl se estes forem criopreservados pela técnica de
congelacao lenta, enquanto que o mesmo resultado é atingido com 25 odcitos em Ml
quando vitrificados. Apesar da eficiéncia da vitrificacdo ser superior ao da
congelacao lenta, ainda é menor do que o emprego de o6citos frescos que requer em
média 10 odcitos para o acontecimento de um nascimento (Tao et al., 2009).
Portanto, apesar da maioria das publicacdes sobre gestacdes obtidas por meio de
criopreservacao de odcitos serem relacionadas a técnica de congelacao lenta, a 6tima
efetividade e maior simplicidade, fazem com que haja uma tendéncia para que a
vitrificacdo seja o método de escolha para a préatica clinica atual no campo da

criopreservacao (Tao et al., 2009; Smith et al., 2010) (Tabela 1 e 2).

Tabelal — Sobrevivéncia e gestacdo clinica apds criopreservacdo de docitos humanos pela

técnica de congelacéo lenta

Sobrevivéncia Taxa de gestacao Autores
119/159 (75) 7/21 (33) Chen et al., 2005
73/81 ( 90) 7/15 (47) Li et al., 2005
687/927 ( 74) 18/201 (9) Borini et al., 2006
68/79 ( 86) 3/4 (75) Barritt et al., 2007
328/437 (75) 16/83 (19) Parmegiani et al., 2008
155/238 (65) 4/30 (13) Smith et al., 2010

Os dados sédo apresentados em n(%).
Modificado de Chen et al.,2009.
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Tabela 2 — Sobrevivéncia e gestacdo clinica apds criopreservacao de 6ocitos humanos pela
técnica de vitrificacdo

Sobrevivéncia Taxa de gestacao Autores

58/64 (90) 12/29 (41) Kuwayama et al., 2005
169/180 ( 94) 7/15 (47) Chian et al., 2005
120/143 (84) 13/23 (57) Lucena et al., 2006
328/330 (99) 39/120 (33) Antinori et al., 2007
224/231 (97) 11/23 (48) Cobo et al., 2008
260/349 (75) 18/48 ( 38) Smith et al., 2010

Os dados sdo apresentados em n(%).
Modificado de Chen et al., 2009.

Para avaliacdo da seguranca da técnica de vitrificacdo, a analise de 165
gestacdes e de 200 criangas concebidas com odcitos vitrificados foi realizada por
Chian e colaboradores (2008). Estes autores verificaram as complicagdes
obstétricas, o numero de gestagdes multiplas, a via de parto, a idade gestacional ao
nascimento, 0 peso ao nascimento, os escores de Apgar e a incidéncia de anomalias
congénitas. Os resultados mostraram que a taxa de gestacdo mdaltipla foi de 17%, a
idade gestacional média ao nascimento foi de 37 semanas e um dia, sendo a
incidéncia de partos entre 34 e 37 semanas de gestacdo de 30% e de partos abaixo de
34 semanas de gestacdo de 6%. O peso médio ao nascimento foi de 2,9 kg para
recém-nascidos unicos e de 2,2 kg para mdaltiplos. A incidéncia de anomalias

congeénitas foi de 2,5%, sendo similar a da populacao geral.
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Entretanto, apesar da melhora progressiva das taxas de sucesso na
criopreservacao de oo0citos humanos e dos relatos de seguranca quanto a incidéncia
de malformacdes e complicacbes obstétricas, o estabelecimento definitivo da
superioridade de uma técnica sobre a outra (congelacdo lenta versus vitrificacao)
ainda ndo pode ser afirmado. Assim como, a questdo das possiveis alteracdes
microestruturais induzidas por ambas as técnicas como o dano celular provocado
pela formacdo de gelo intracitoplasmatico ou pela toxicidade dos crioprotetores e
suas possiveis repercussdes, ainda € controversa na literatura e ndo esta

completamente solucionada (Ciotti et al., 2009).

1.6 CRIOPRESERVACAO DE OOCITOS IMATUROS

Uma alternativa ao congelamento de odécitos em estadgio de MII seria a
criopreservacao de oocitos imaturos em estagio de GV (Boiso et al., 2002). As
indicacdes da criopreservacdo de odcitos em GV incluem pacientes com restri¢des ao
estimulo hormonal ovariano ou criangas que necessitem preservar a fertilidade.
Atualmente, ha limitagdo do uso dos odcitos humanos coletados em GV, pois estes
necessitam terminar a divisdo mei6tica in vitro para s6 entdo serem fertilizados e,
portanto a sua capacidade de desenvolvimento nesta fase ainda ndo pode ser
estabelecida da forma como €é possivel com o6citos j& maduros, fato este que
provavelmente afeta os resultados reprodutivos e da criopreservacdo de odcitos em
GV. Além diso, a técnica de maturacdo in vitro necessaria para o uso clinico dos

oocitos em GV, ndo estd ainda completamente elucidada e possui desfechos
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reprodutivos muito inferiores quando comparados com a utilizacdo de od0citos
maturados in vivo, isto €, ja coletados em estagio de MII. Essa limitagédo
provavelmente ocorre devido a falta de sincronia entre a maturacdo oocitaria nuclear
e a citoplasmatica, sendo os mecanismos da maturacdo nuclear bem compreendidos e
manipulados, e os da maturacdo citoplasmatica ainda nao elucidados e controlados
(Chian et al., 2004; Li et al., 2006; Grondahl et al., 2008). Portanto, a melhora da
eficiéncia da técnica de maturacdo in vitro, atualmente ainda ndo estabelecida,
também é de fundamental importancia para a evolucdo e aplicabilidade da
criopreservacao de odcitos em GV (Tao et al., 2009) Desse modo, os odcitos
imaturos coletados durante a pungdo ovariana necessaria para o tratamento de
fertilizacdo in vitro ndo sdo utilizados rotineiramente na pratica clinica, e acabam
sendo, portanto, descartados.

Entretanto, ha estudos demonstrando que os odcitos em GV sobrevivem
melhor ao processo de congelamento do que odcitos em MII e possuem menor
probabilidade de apresentarem anormalidades cromossémicas. Este fato ocorre
porque, nesta fase da divisdo meidtica, o o6cito ndo possui a organizacdo dos
microtUbulos em fuso meiético, a qual sabidamente é sensivel a baixas temperaturas,
0S cromossomos encontram-se envoltos pela membrana nuclear e os granulos
corticais ndo estdo prontos para serem extruidos (Baka et al., 1995; Kuleshova et al.,
2002; Lornage et al., 2007). Paradoxalmente, outros autores publicaram dados
controversos, havendo evidéncias de que os odcitos em GV seriam mais sensiveis a
criopreservacdo com resultados insatisfatorios em relacdo aos oocitos M,
provavelmente devido a menor estabilidade e maior permeabilidade da membrana

celular e formacéo particular do seu citoesqueleto (Hong et al., 1999; Goud et al.,
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2000; Tucker et al., 2004). Essa sensibilidade também pode ser decorrente de dano
ou interrupcdo das projecbes das células do cumulus, as quais controlam a
comunicacdo intercelular entre o odcito e as células da granulosa durante o processo
de maturacdo oocitaria. Alem disso, a exposicdo prévia a gonadotrofinas pode
influenciar a resposta do odcito em GV frente a criopreservacao, pois o fato de
odcitos expostos in vivo a gonadotrofina coridénica humana ou ao pico enddgeno de
horménio luteinizante ndo amadurecerem, ja pode denotar baixa qualidade e
competéncia celular. (Tucker et al., 2004; Braga et al., 2008).

As modifica¢bes ocorridas no fuso meidtico de odcitos criopreservados em
estdgio de GV ou maturados in vitro sdo referidas na literatura. Em estudo
comparando o efeito da vitrificacdo sobre oocitos de camundongas maturados in
vitro e in vivo, Huang e colaboradores (2008) publicaram que a taxa de sobrevivéncia
(94,7% X 91,8%, respectivamente), a taxa de normalidade do fuso meidtico
(88,2% X 86%, respectivamente) e a incidéncia de aneuploidia (11,5% X 9,3%,
respectivamente) foi semelhante entre os dois grupos. No entanto, a ocorréncia de
clivagem (60% X 84%, respectivamente) e de progressdo para blastocisto (5,4% X
30,5%, respectivamente) foi inferior no grupo de o6citos de camundongas maturados
in vitro. Os autores relataram que uma possivel explicacdo seria a falta de sincronia
entre a maturacdo nuclear e citoplasmatica em odcitos maturados in vitro, a qual é
muito debatida e mal compreendida pelos estudiosos do assunto. Ainda referem os
autores que o menor desenvolvimento embrionario ocorrido em odcitos maturados in
vitro pode ser relacionado & presenga de maior fragmentagdo do 4cido
desoxirribonucleico (DNA) do odcito. Este fenbmeno provavelmente ocorre pela

maior porcentagem de oxigénio (20%) existente durante a cultura in vitro quando
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comparada com a do ambiente tubario (5%). Entdo, a exposicdo oocitaria a niveis
suprafisiologicos de oxigénio ocasionaria a maior formacgédo de radicais livres com
consequente presenca de estresse oxidativo que sabidamente resulta em
fragmentacdo de DNA, diminuicdo da capacidade de desenvolvimento embrionario,
e inducdo de apoptose celular.

No entanto, é importante ressaltar que a influéncia isolada da maturacdo in
vitro sobre a despolimerizacdo e repolimerizacdo do fuso meidtico é também tema
controverso na literatura. Mandelbaum e colaboradores (Mandelbaum et al., 2004)
analisaram a presenca de anormalidades cromossémicas em 00citos criopreservados
pela técnica de congelacdo lenta quando em estagio de GV e quando em estagio de
MII ap6s maturacdo in vitro. Apos a fixacdo somente 32% dos odcitos puderam ser
analisados, devido as particulares limitacGes técnicas desta metodologia. Os odcitos
criopreservados em estagio de GV exibiram configuracdo cromossémica normal em
86% dos casos contra 29% dos odcitos criopreservados em estagio de MIIl apds
maturacdo in vitro. Dessa forma, neste particular estudo, as alteracdes de fuso
meidtico que foram encontradas poderiam ser atribuidas especificamente as
condicBes de cultura celular in vitro (Mandelbaum et al., 2004). Além disso, ha
estudos demonstrando que o6citos humanos maturados in vitro apresentam maior
incidéncia de anormalidades de fuso meiotico e de cromossomos quando comparados
a o0citos maturados in vivo mesmo quando ambos ndo sdo criopreservados (Wang et
al., 2002; Trounson et al., 2005; Li et al., 2006; Frang et al., 2007). Contrariamente,
existem relatos de que ndo ha diferenca entre a incidéncia de anormalidades de fuso
meidtico e de cromossomos quando se comparam odcitos frescos maturados in vitro

e in vivo, apesar do niumero de embrides de melhor qualidade ser menor no primeiro
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grupo. Sugere-se entdo que outras organelas citoplasmaticas que ndo o fuso meiotico,
seriam as responsaveis pela baixa eficacia da maturacéo in vitro (Braga et al., 2008).

Para a analise isolada da influéncia do processo de criopreservacdo sobre
odcitos em GV maturados in vitro, Boiso e colaboradores (2002) estudaram, por meio
de microscopia confocal, trés grupos distintos de odcitos nas seguintes fases da diviséo
meidtica: MIl a fresco maturado in vitro, GV criopreservado pela técnica de
congelacdo lenta e maturado in vitro e MIl maturado in vitro e depois criopreservado
pela mesma técnica. A taxa de maturacdo in vitro nao diferiu entre os grupos e foi de
72,7%, concluindo-se entdo que a criopreservacdo ndo afetou o potencial de
maturacdo. A incidéncia de anormalidades de fuso meidtico e de alinhamento
cromossémico foi semelhante entre os odcitos criopreservados em GV ou em MII ap6s
procedimento de maturacdo in vitro, mas esta por sua vez foi maior do que a
encontrada entre os oocitos em GV a fresco e que foram maturados in vitro. Neste
estudo, somente 5,2% dos odcitos criopreservados em GV apresentaram fuso meidtico
e alinhamento cromossémico normais ap0s a maturagdo in vitro, comparado com 71,
6% dos oocitos em GV a fresco. Estes dados sugerem, portanto, que a criopreservagao
foi a responsavel pela alta taxa de anormalidades de fuso meiotico, a despeito do
processo de maturacdo in vitro. Estes autores atestaram entdo que, durante a
congelacdo e descongelagdo devem ocorrer mudancgas irreversiveis da organizacdo
nuclear e citoplasmatica, apesar da aparente normalidade da progressdo da meiose
evidenciada pela extrusdo do primeiro corpusculo polar (Boiso et al., 2002).

Diante do exposto, a possibilidade de preservacdo e utilizacdo de odcitos
imaturos, que sdo atualmente desprezados, é de grande relevancia uma vez que trara

beneficios para a prética clinica em reproducdo assistida, principalmente para as
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pacientes que necessitem deste procedimento para preservacéo da fertilidade ainda na
infancia e para pacientes com contra-indicacdo ao uso de hormdnios indutores da
ovulacdo e maturacdo oocitaria in vivo. Além disso, devido a dificuldade de obtencéo e
também pela fragilidade do gameta feminino, o melhor aproveitamento dos o00citos
coletados durante a fertilizacdo in vitro pode melhor o custo-beneficio do tratamento.
Dessa forma, o melhor entendimento das alterac6es intracelulares que podem ocorrer
durante a exposicdo dos odcitos a baixas temperaturas, tal qual acontece no processo
de criopreservacdo, possibilitara a aquisicdo de novos conhecimentos para aperfeicoar
a eficécia e a seguranca desta técnica, as quais sdo quesitos indispensaveis para o seu
emprego rotineiro no tratamento de pacientes com necessidade de preservar a

fertilidade ou em outras técnicas de reproducao assistida.
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2.1

2.2

Objetivos

OBJETIVOS

OBJETIVOS PRIMARIOS

a) Avaliar a influéncia da diminui¢do da temperatura sobre o fuso mei6tico
de odcitos de camundongas maturados in vitro;

b) Avaliar as modificaces do fuso meidtico em o6citos humanos em estagio
de vesicula germinativa submetidos a criopreservacdo pela técnica de

congelacdo lenta ou por vitrificagdo.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

a) Analisar a incidéncia de despolimerizacdo do fuso meidtico de odcitos de
camundongas quando expostos a baixa temperatura e em estagios diversos
de maturacgéo oocitaria: telofase I, metafase | e metafase II;

b) Verificar se ha diferenca entre a deteccdo do fuso meidtico por meio das
técnicas de microscopia de luz polarizada e imunocitoquimica empregadas
em o0citos de camundongas em diversos estagios de maturacdo odcitaria:
telofase I, metéafase | e metafase I1;

c) Verificar a porcentagem e o tempo de evolucdo para os estagios de

metafase 1(MI) e II(MII) dos odcitos humanos em estagio de vesicula
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germinativa (GV) apds terem sido submetidos ao processo de
criopreservacao pela técnica de congelacéo lenta ou por vitrificagéo;

d) Verificar a taxa de sobrevivéncia de odcitos humanos em estagio de
vesicula germinativa (GV) quando submetidos a criopreservacdo pela
técnica de congelacdo lenta ou por vitrificacao;

e) Verificar a presenca de despolimerizacdo do fuso meidtico durante o
estagio de metafase Il em odcitos humanos maturados in vitro submetidos
a criopreservacdo pela técnica de congelacdo lenta ou por vitrificacdo

guando em estagio de GV.
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3 METODOS

Para o estudo da influéncia da diminuicdo da temperatura sobre o fuso
meiotico realizaram-se dois experimentos, denominados 1 e 2, sendo o primeiro em

odcitos de camundongas e o segundo em o6citos humanos.

3.1 EXPERIMENTO 1

3.1.1 CASUISTICA

Foram utilizadas camundongas da espécie CF1 provenientes do biotério de
Harlan em Indianapolis nos Estados Unidos. Quando do momento do experimento as
camundongas tinham cinco semanas de vida e foram manipuladas em laboratdrio da
Universidade de Michigan sendo obedecidas as regras de ética e pesquisa em animais

da mesma universidade.
3.1.2 METODOS

3.1.2.1 OBTENCAO E PREPARACAO DOS OOCITOS

O estimulo ovariano das camundongas foi realizado com 5Ul de gonadotrofina

de éguas gravidas (PMSG). As camundongas foram submetidas a ooforectomia e 0s
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00citos imaturos contendo as células do cimulus foram coletados dos ovarios 48 horas
apos a injecdo de PMSG. Apos a coleta dos oocitos imaturos, estes foram colocados
em meio de cultura apropiado (Hepes-buffered Human Tubal Fluid medium — H-HTF;
Irvine Scientific, Santa Ana, CA) contendo 10% de albumina sérica bovina (BSA).
Entdo, as células do cumulus foram removidas com pipeta em meio de cultura H-HTF

contendo 80UI/mL de hialuronidase (Gomes et al., 2008).

3.1.2.2 PROTOCOLO DE MATURACAO IN VITRO

Os o0citos em estagio de GV ja denudados foram incubados em meio de
cultura H-HTF contendo 10% de BSA, a temperatura de 37° C com 8% CO, e 100%
de umidade até que evoluissem para os estagios de MI, Tl e MII, os quais foram
definidos por meio de microscépio de luz invertida com aumento de 400X
(Leica DMIRB; Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha, equipado com Hoffman

Modulation Contrast) (Figure 9).

(A) (B)

Telophase I Metaphase I1

Figura 9 — Visualizacdo dos odcitos em teléfase | (A) e metafase 11 (B) em microscopio de
luz invertida com aumento de 400X (Leica DMIRB; Leica Microsystems, Wetzlar,

Alemanha, equipado com Hoffman Modulation Contrast)
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Cada grupo de odcitos em MI, Tl e MII foi dividido em trés subgrupos de
forma randomizada e colocados em cultivo em gotas de H-TFH em temperaturas

diferentes: 37° C (controle), temperatura ambiente, em média de 22° C e 4° C.

3.1.2.3 ANALISE DO FUSO MEIOTICO

O fuso meiotico dos trés subgrupos de odcitos foi avaliado em quatro
momentos diferentes: com 0, 10, 30 e 60 minutos de cultura, por meio de
microscopio de luz polarizada e imunocitoquimica.

No primeiro método de analise do fuso meidtico, os odcitos foram colocados
em microscopio (Olympus | X 81; Olympus America, Inc., Melville, NY) equipado
com uma camera analdgica de video e acoplado a um sistema de imagem que combina
luz polarizada em cristal liquido denominado LC-PolScope (Cambridge Research and
Instrumentation, Woburn, MA) . A aquisi¢do e analise de dados foram feitas por um
software que mensura a birrefringéncia, uma propriedade Optica inerente a moléculas
altamente ordenadas como séo os microtubulos do fuso meidtico em o0citos.

No segundo método de analise do fuso meidtico, apds exposicao a 37 °C, 22 °C
ou a 4 °C, os subgrupos de oocitos em MI, Tl e MII foram transferidos para laminas de
poli-lisina cobertos com la&minula e fixados em solucdo de 2% (w/v) de
paraformaldeido com 0.05% (v/v) de Triton X-100 em solucdo salina tamponada
(PBS) (pH=7.3) por 30 minutos. Entdo a interacdo com proteinas inespecificas foi
bloqueada com a exposi¢do dos odcitos durante toda a madrugada a uma solugdo de
2% (w/v) de BSA, 0.1 M glycine, e 5% (w/v) de leite em p6 em PBS a temperatura de
4 °C. Apos este periodo, os odcitos foram incubados com anticorpo anti- B-tubulina

(Sigma, 1:200) por uma hora a 37° C em uma camera Umida. As laminas foram
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coradas com Alexa Fluor 488 para camundongo (Molecular Probes, Eugene, OR,;
diluted 1:750) e 10 mg/mL de Hoescht 33342 (azul) ou Propidium lodado (Sigma;
vermelho). A fluorescéncia foi avaliada com microscopio fluorescente Leica DMR
com aumento de 400-1000 vezes, e as imagens capturadas e processadas com uma

camera digital e software SPOT RT (Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI).

3.1.2.4 ANALISE ESTATISTICA

O tamanho da amostra foi calculado com base em estudo prévio realizado
pelo mesmo grupo (Gomes et al., 2008). Para analise estatistica dos dados foi
empregado teste do Qui-quadrado, sendo que as diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05.

3.2 EXPERIMENTO 2

3.2.1 CASUISTICA

3.2.1.1 PACIENTES

Foram selecionadas pacientes com indicagéo de tratamento de fertilizagéo in
vitro realizado no Huntington Centro de Medicina Reprodutiva. Das pacientes
incluidas no estudo, obtiveram-se odcitos em estagio de GV, sendo excluidos os
degenerados. Estes odcitos foram provenientes de coleta realizada por puncao

transvaginal guiada por ultrassonografia que se constitui em etapa fundamental e
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rotineira para o processo de fertilizacdo in vitro. Os odcitos em GV selecionados para
0 estudo seriam descartados e ndo utilizados durante o tratamento. N&o foram

analisados os o6citos coletados em estagio de metafase | e I1.

3.2.1.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

a) ldade entre 18-38 anos;

b) Pacientes em tratamento para fertilizacdo in vitro e que foram submetidas
a coleta de odcitos devido a indicagdo a este tratamento;

c) Estar de acordo com o projeto e assinar 0 Termo de consentimento livre e
esclarecido do protocolo de pesquisa, aprovado pela Comissdo de Etica
para Analise de Projetos de Pesquisa da Diretoria Clinica do HCFMUSP;

d) Ter resultado normal em exame de cari6tipo obtido em leucdcitos periféricos.

3.2.1.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

a) Idade acima de 38 anos;

b) Antecedentes de aneuploidias ou abortamentos de repeticao;

c) Antecedente de trés ou mais falhas de tratamento com fertilizag&o in vitro;
d) Diagnostico de endometriose;

e) Diagndstico de sindrome dos ovarios policisticos.

3.2.1.4 CONSENTIMENTO E FINANCIAMENTO

Todas as pacientes receberam informacgdo pormenorizada sobre o estudo e

assinaram termo de consentimento livre e esclarecido pos-informado (Anexo 1).
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O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Departamento de
Ginecologia e Obstetricia, pela Comissdo de Etica para Analise de Projetos de
Pesquisa da Diretoria Clinica (CAPPesq) do HCFMUSP (Protocolo de pesquisa
n° 1229/07) (Anexo 2) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP
n® 417/2008) (Anexo 3).

O projeto recebeu auxilio a pesquisa regular (processo 2008/54945-8) e bolsa
para aluno de doutorado direto (processo 08/55746-9) pela Fundacdo de Amparo a

Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP).

3.2.2 METODOS

3.2.2.1 OBTENCAO E PREPARACAO DOS OOCITOS

A inducdo da ovulacdo foi realizada com uso de agonista de horménio
regulador das gonadotrofinas (GnRH) (Acetato de Leuprolide 0.5mg subcutaneo ao
dia com inicio no 21° dia do ciclo menstrual e com diminui¢do da dose para 0.25mg
ao dia apés inicio do estimulo ovariano) ou de antagonista de GnRH (Acetato de
Cetrorelix 0,25 mg subcutaneo apds os foliculos ovarianos atingirem 13-14mm), para
prevencdo do pico enddgeno de hormoénio luteinizante (LH). Para estimulacéo
ovariana foram prescritos o horménio foliculo estimulante recombinante (FSHr) ou
as gonadotrofinas derivadas de urina de mulheres menopausadas (HMG) (via
subcutdnea com dose variando de 150U-300U de acordo com a necessidade da
paciente) (Serafini et al., 2006). Durante a inducdo da ovulagdo as pacientes
realizaram exames seriados de ultrassonografia transvaginal para o acompanhamento

do crescimento folicular. A gonadotrofina coridnica humana recombinante (r-hCG)



48 Meétodos

foi administrada quando pelo menos dois foliculos apresentaram-se com 18mm de
diametro folicular médio ao ultra-som. A remocédo do cumulus e corona radiata foi
realizada de duas a seis horas ap0s a coleta dos odcitos em meio de cultura
tamponado denominado G-MOPS (Vitrolife, Gothenburg, Suécia) contendo 100uL
de hialuronidase diluida em 900 uL de G - MOPS (Vitrolife, Gothenburg, Suécia) e
com auxilio de pipeta para denudacdo dos odcitos. Os odcitos denudados foram
avaliados quanto ao grau de maturacao nuclear com auxilio de microscépio invertido
Nikon Eclipse TE300. Somente odcitos imaturos em estagio de GV e com morfologia
inalterada foram incluidos no estudo.

Imediatamente apos essa avaliacdo, os o0citos imaturos foram divididos de
maneira randomizada em trés grupos: A) controle a fresco; B) criopreservados por

técnica de congelacdo lenta e C) criopreservados por técnica de vitrificacao.

3.2.2.2 PROTOCOLOS DE CONGELACAO E DESCONGELACAO/

AQUECIMENTO

3.2.2.2.1 CONGELACAO LENTA

Os odcitos foram inicialmente colocados em placa de cultura (Falcon
60X15mm com pocgo central de 20mm) com salina tamponada com fosfato (PBS —
PAA Laboratories GmbH, Austria) suplementada com 0,9mL de fonte protéica
(SSS- serum substitute suplement Irvine Scientific Califormia, USA) com o intuito de
lavagem. Entdo, os odcitos foram transferidos para o meio de congelagdo 1
(150uL SSS + 1.5M de 1,2- propanediol( PROH — Fluka Chemika Suiga) por 10
minutos. Depois, 0s oo6citos foram transferidos para o meio de congelacdo 2

(carregamento - 150uL SSS + 1.5M de PROH+ 0.3M de sacarose) onde permaneceram
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por cinco minutos. Todo o procedimento foi realizado a temperatura ambiente.
Durante os Ultimos cinco minutos, os oocitos foram armazenados em palhetas em
namero de dois a trés, contendo na seguinte ordem: 2 cm de meio de congelacao 2;
0,5cm de ar; 1 cm de meio de congelagdo 2 contendo os odcitos; 0,5cm de ar e o
restante foi preenchido com meio de congelacdo 2. ApoOs esse procedimento, as
palhetas foram seladas com calor (sistema fechado) e colocadas em equipamento de
criopreservacédo programavel previamente estabilizado a 20°C. A temperatura diminuiu
progressivamente a velocidade de 2 °C/min. Ao atingir temperatura aproximada
de -7 °C foi realizado o seeding, isto €, com o auxilio de uma pinga previamente imersa
em nitrogénio liquido, toca-se externamente a palheta, para formacdo do primeiro
cristal de gelo extracelular. O protocolo de diminuicdo progressiva de temperatura
previamente programado continuou até que a temperatura chegasse a - 150 °C, quando
entdo as palhetas foram armazenadas em nitrogénio liquido (-196 °C).

Para descongelacdo, as palhetas foram deixadas em temperatura ambiente por
30 segundos. Entdo, foram submersas em banho com agua a 30°C por 40 segundos.
As palhetas foram entdo removidas e secas com gaze estéril. Com o auxilio de uma
tesoura as extremidades da palheta foram cortadas e os oécitos depositados em meio
de descongelacdo 1, contendo 1M PROH + 0,3M de sacarose por cinco minutos,
mesmo periodo de tempo no qual permaneceram apos transferéncia para o meio de
descongelacdo 2, contendo 0.5M de PROH + 0,3M de sacarose. Os od6citos foram
entdo transferidos para 0 meio de descongelacdo 3, contendo somente sucrose 0,3M
onde permaneceram por mais 10 minutos. Posteriormente, 0s od6citos foram transferidos
para meio de descongelagdo 4 , que contém 350 uL de PBS ¢ 150 uL de SSS.

Até este momento todo o procedimento foi realizado a temperatura ambiente.
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Finalmente, os odcitos foram incubados em meio de descongelacdo 4 a 37°C e 8% CO,.
A micromanipulacao dos odcitos foi realizada com auxilio de um estereomicroscépio

(Nikon SMZ645).

3.2.2.2.2 VITRIFICACAO

Os o0citos foram colocados em microgotas contendo 20ul de meio de cultura
contendo de M-199 HEPES + 0,4% SSS (Irvine Scientific California USA) durante 1
minuto, apos essa gota foi unida com microgota adjacente de 20ul contendo solugdo
para equilibrio (SE: 7.5% de etileno glicol (EG) + 7.5% de dimetilsulféxido (DMSO)
+ 20% de SSS). Ap6s 2 minutos, os oocitos foram deslocados para uma segunda
microgota de 20ul de solugdo SE. Dois minutos depois, os odcitos foram removidos
por pipeta para nova microgota de 20ul com SE onde permaneceram por trés
minutos. Os odcitos foram entdo subsequentemente movidos por pipeta entre quatro
microgotas separadas contendo 20ul de solugdo de vitrificagdo (SV: 15% de EG +
15% de DMSO + 0.5M/mL sucrose + 20% de SSS) progressivamente permanecendo
nestas microgotas por cinco segundos, cinco segundos, 10 segundos e 70 segundos.
Todo o procedimento envolvendo a SV foi realizado a temperatura ambiente e em
tempo maximo de 90 segundos. Durante os ultimos segundos, 0s 06citos vitrificados
foram armazenados em palhetas com SV, selados com calor em ambas as
extremidades e submersos em nitrogénio liquido (sistema fechado denominado

Cryotip) (Figura 10). Foram armazenados de um a trés odcitos por palheta.
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Figura 10 — Sistema de armazenamento para od6citos vitrificados denominado Cryotip.
A: Destaque para o tamanho e espessura da palheta de armazenamento. Para fins de
comparagdo, uma moeda de um centavo de dolar é colocada juntamente na fotografia
(Modificado de Gomes et al., 2008)

Para descongelacdo as palhetas foram rapidamente transferidas do nitrogénio
liquido para &gua a 37°C por trés segundos. Apds este procedimnto, as palhetas foram
secas com gaze estéril, abertas e seu conteldo expelido em gota de aproximadamente
1ul. As palhetas foram primeiramente lavadas com 1ul de solu¢do para aquecimento
(SA: 1.0M de sucrose + 20% de SSS), e entdo a SA foi expelida como microgota e
emersa com o contetdo inicial do canudo por um minuto. Os odcitos foram entdo
transferidos para gotas de 20ul com SA por mais um minuto e depois movimentados
para duas microgotas de 20l com solugdo de dilui¢do (SD: 0.5M de sucrose + 20% de
SSS) por dois minutos em cada uma e finalmente foram removidos para trés microgotas
de 20ul com solucédo de lavagem (SL: 20% de SSS) onde permaneceram por 2 minutos
em cada gota. Finalmente, os odcitos foram cultivados em meio contendo M-199
HEPES + 0.4% de SSS e incubados a 8% CO, e 37°C. Todo o procedimento foi
realizado a temperatura ambiente. Tanto os meios utilizados para vitrificacdo quanto
para o aquecimento foram da Irvine Scientific California USA. A micromanipulagdo dos

odcitos foi realizada com auxilio de um estereomicroscopio (Nikon SMZ645).
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3.2.2.3 PROTOCOLO DE MATURACAO IN VITRO

Apdbs a descongelacdo e aquecimento, a recuperacdo e morfologia oocitaria
foram avaliadas por estereomicroscopio(Nikon SMZ645). Os oo6citos foram
considerados sobreviventes se a zona peltcida e a membrana plasmatica estivessem

intactas e o citoplasma fosse homogéneo e refrativo (Figura 11).

Figura 11 — Imagens obtidas de estereomicroscopio (Nikon SMZ645) mostrando odcito em
estagio de GV sobrevivente (a esquerda) e ndo sobrevivente (a direita)

Posteriormente a constatacdo da sobrevivéncia dos 6ocitos ou a sua coleta no
caso do grupo A, estes foram cultivados em meio de cultura Global® w/HEPES
(IVF Online®) suplementado com 6% de BSA e incubados a 37 ° C, 8% CO, com
100% de umidade, até o estagio de MII da divisdo meiotica. Depois de 24 horas em
cultura, o grau de maturacdo nuclear foi verificado com o estereomicroscopio
(Nikon SMZ645). Se a evolucdo para MII fosse verificada, estes od0citos eram
imediatamente preparados para serem submetidos a analise da presenca do fuso
meiotico. Caso a maturagdo nuclear néo tivesse ocorrido dentro deste intervalo de
tempo, o estadgio de maturagdo dos odcitos foi verificado a cada uma hora, até o
méaximo de 48 horas, sendo que cada odcito era preparado para visualizacdo do fuso

meidtico a medida que evoluisse para M1l dentro do periodo de tempo proposto.
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3.2.2.4 ANALISE DO FUSO MEIOTICO

Assim que a maturacdo oocitaria era verificada, os odcitos foram transferidos
para disco de vidro (Fluoro dish de 50 mm, WPI) com meio de cultura a 37°C e pH
entre 7,2-7,3. Para visualizacdo do fuso meiotico foi utilizado o microscopio
invertido Nikon Eclipse TE300 equipado com uma camera analdgica de video e um
sistema de imagens que combina luz polarizada em cristal liquido denominado ICSI
Guard (Octax™), A aquisicdo e analise de dados foram feitas por um software que
mensura a birrefringéncia dos microtdbulos do fuso mei6tico dos odcitos.

Caso o fuso meidtico ndo fosse detectado, o o00cito era girado com
micropipeta (Humagen, Virginia, USA) para que todos os seus angulos fossem
inspecionados, tomando-se o cuidado desta manobra ndo demorar mais de um
minuto por odcito. Se ainda a visualizacdo do fuso meidtico ndo fosse possivel, 0s
odcitos eram deixados por mais uma hora em cultura e incubados a 37 °C com 8%
CO; e 100% de umidade. Entdo, era feita nova analise e definida a presenca ou

auséncia do fuso meiotico.

3.2.25 ANALISE ESTATISTICA

O desfecho principal considerado para o calculo do tamanho da amostra foi a
diferenga entre as taxas de anormalidades do fuso meiGtico em o0citos
criopreservados por técnica de vitrificagdo ou de congelagdo lenta. Levando-se em
consideracdo estudo prévio realizado com metodologia similar (Cao et al., 2008) e
considerando-se um poder de amostra de 80% com intervalo de confianga de 95%,

foram necessarios 69 odcitos analisados em cada grupo. Para a analise estatistica foi
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utilizado o teste Z para duas proporc6es com correcdo de Bonferroni, sendo entdo as
diferencas consideradas significativas quando p<0,015. Para amostras pequenas foi
aplicado teste de Fisher. A analise das variaveis ndo paramétricas foi realizada com o
teste de Kruskal-Wallis para confirmacdo da diferenca entre os grupos seguido da
aplicacdo do teste de Mann-Whitney (pOs-teste). Nesta analise, a diferenca foi

considerada significativa quando p< 0,05.
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4 RESULTADOS

41 EXPERIMENTO 1

Foram analisados od6citos de camundongas nos estagios de maturacao
oocitaria MI (n=164), Tl (n=168) e MII (n= 182) e expostos as temperaturas 37°C,
22°C e 4°C. Para todas as temperaturas estudadas, os odcitos vivos foram
visualizados ao microscopio com luz polarizada (MLP) para observagdo, em tempo
real, da birrefringéncia da tubulina polimerizada. Posteriormente a este primeiro

estudo, os dcitos foram fixados e analisados por imunocitoquimica (Figura 12).

B-Tubulina Polimerizada [-Tubulina Depolimerizadg
IC MLP

Metafase |

Telofase |

Metafase Il

Figura 12 — Fotomicrografias dos odcitos de camundongas mostrando o fuso meidtico
polimerizado e despolimerizado. As fotomicrografias coloridas demonstram a visualizacdo

do fuso meidtico polimerizado e despolimerizado pela técnica de imunocitoquimica (IC)
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(Al e A3 respectivamente — o6cito em metafase | , B1 e B3 respectivamente- odcito em
teléfase I, C1 e C3 respectivamente- odcito em metéfase I1). As fotomicrografias em preto e
branco demonstram a visualizacdo do fuso meidtico polimerizado e despolimerizado pela
técnica de microscopia com luz polarizada (MLP) ( A2 e A4 respectivamente — o6cito em
metafase | , B2 e B4 respectivamente - odcito em teldfase I, C2 e C4 respectivamente- odcito

em metéafase Il). CP- corplsculo polar

No tempo 0 h e a temperatura de 37° C, todos os odcitos em MI, Tl e MII
tiveram o fuso mei6tico visualizado tanto com a imunocitoquimica(IC) quanto com a
microscopia de luz polarizada(MLP).

Quando os odcitos em MI foram analisado por MLP e em cultura a
temperatura de 4°C a porcentagem de visualizacdo do fuso meiético decresceu com
0 passar do tempo e foi de 100% no tempo zero, 6,7% no tempo de 10 minutos,
2,4% no tempo de 30 minutos e 0% apds 60 minutos de cultura (p< 0,0001).
Também a mesma analise realizada a 22°C demonstrou decréscimo significativo da
deteccdo do fuso meidtico com o passar do tempo (tempo = 0 minuto: 100%;
tempo=10 minutos: 100%; tempo=30minutos: 92,5%; tempo 60 minutos: 85%,
p<0,01) (Gréfico 1). Quando foi utilizada a técnica de imunocitoquimica, a
porcentagem de fusos meioticos visualizados quando os oocitos em MI foram
expostos a temperatura de 22°C foi de 100% nos tempo O minuto e 10 minutos,
82,5% para cultura por 30 minutos e 79,5% para 60 minutos (p< 0,001). Realizando
a mesma técnica a temperatura de 4°C os resultados foram os seguintes: 100% em
cultura de 0 minuto e 10 minutos, 60% para 30 minutos e 54,7% para 60 minutos

(p< 0,001). (Grafico 1).
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Gréfico 1 — Porcentagem de fusos meidticos visualizados (eixo Y) de odcitos de
camundongas em estagio de MI nas diferentes temperaturas e tempos de exposi¢do. Em
preto as colunas que representam a microscopia de luz polarizada (MLP) e em cinza as
colunas que representam a imunocitoquimica (IC)
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Da mesma forma, para os odcitos em MIl também ocorreu diminuicdo
significativa da detec¢do do fuso meidtico com o passar do tempo para as duas
temperaturas que foram estudadas. Quando os odcitos foram expostos a temperatura
de 4°C e analisados por MLP a deteccdo do fuso meidtico ocorreu em 100% dos
odcitos em MII no tempo 0 minuto, 37,5% no tempo 10 minutos, 2,5% no tempo 30
minutos e 0% no tempo 60 minutos (p< 0,0001). Pelo estudo com imunocitoquimica
a mesma temperatura de 4°C os resultados foram: 100% no tempo 0 minuto, 46,6%
no tempo 10 minutos, 26,9% no tempo 30 minutos e 17,5% no tempo 60 minutos
(p< 0,0001) (Gréfico 2). Para temperatura de 22°C, os o6citos de camundongas em M|
apresentaram os fusos meioticos polimerizados segundo a técnica de microscopia de

luz polarizada em: 100% das vezes no tempo 0 minuto, 75% no tempo 10 minutos,
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65% no tempo 30 minutos e 55% no tempo 60 minutos (p< 0,001). Os mesmos
odcitos fixados e submetidos a imunocitoquimica demonstraram a presenca do fuso
meiotico nas seguintes porcentagens: 100% no tempo 0 minuto, 90% no tempo 10

minutos, 72,7% no tempo 30 minutos e 65,1% no tempo 60 minutos.

Gréafico 2 — Porcentagem de fusos meioticos visualizados (eixo Y) de odcitos de
camundongas em estagio de MII nas diferentes temperaturas e tempos de exposi¢cdo. Em
preto as colunas que representam a microscopia de luz polarizada (MLP) e em cinza as

colunas que representam a imunocitoquimica (IC)
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Por outro lado, quando os o6citos em TI foram estudados a porcentagem de
deteccdo do fuso meidtico foi semelhante nos dois métodos de analise utilizados.
Além disso, ndo houve alteracdo significativa na porcentagem de fusos meidticos
despolimerizados em odcitos em estagio de Tl expostos a temperatura de 22°C
quando comparados os diversos tempos de exposicdo e as duas técnicas de visualizagdo

do fuso meidtico (tempo =0 e 10 minutos: 100%, tempo= 30 e 60 minutos: 97,6%
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para MLP e tempo= 0 e 10 minutos: 100%, tempo= 30 minutos: 97,5% e tempo= 60
minutos: 92% para IC) (Grafico 3). No entanto, a temperatura de 4°C, a detecgdo do
fuso meiotico dos oocitos em TI teve descréscimo significativo com o passar do
tempo para ambos 0s métodos, imunocitoquimica e microscopia de luz polarizada,
apesar deste ser menos pronunciado do que o ocorrido para oocitos em Ml e MII.
Para a primeira técnica os resultados foram: 100% de visualizacdo do fuso meidtico
nos tempos 0, 10 e 30 minutos e 90% no tempo 60 minutos (p< 0,01). Para a segunda
técnica: 100% no tempo 0 e 10 minutos, 97,6% no tempo 30 e 60 minutos (p< 0,01).

(Grafico 3).

Gréafico 3 — Porcentagem de fusos meioticos visualizados (eixo Y) de odcitos de
camundongas em estagio de TI nas diferentes temperaturas e tempos de exposi¢do. Em preto
as colunas que representam a microscopia de luz polarizada (MLP) e em cinza as colunas

que representam a imunocitoquimica (IC)
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Os resultados da visualizacdo do fuso meidtico foram similares para os
métodos de imunocitoquimica e microscopia de luz polarizada na analise de todos 0s
estagios de maturacdo oocitaria e de todas as temperaturas estudadas, a excecdo da
apreciacdo dos odcitos de camundongas em MI o0s quais apresentaram maior

deteccdo do fuso meiotico por meio da técnica de imunocitoquimica.

4.2 EXPERIMENTO 2

Foram selecionados 347 o0citos em estagio de vesicula germinativa (GV)
coletados de 107 mulheres submetidas a tratamento de fertilizacdo in vitro e que
preencheram os critérios de inclusdo do estudo. Habitualmente estes odcitos, por
serem imaturos, seriam descartados. Os o0citos em GV foram divididos
aleatoriamente em trés grupos: grupo controle (A), constituido de odcitos a fresco;
grupo de odcitos submetidos a criopreservacao pela técnica de congelacgéo lenta (B);
grupo de odcitos submetidos a criopreservacdo pela técnica de vitrificacédo (C).

O grupo controle (A) foi formado de 120 odcitos em GV e submetido a
processo de maturacdo in vitro. A mediana do tempo de maturacdo para MlII foi de
26 horas, com minimo de 24 horas e maximo de 28 horas. Ao final da maturacao in vitro
obtiveram-se: 57 odcitos em MII (47,5 %), 18 odcitos em MI (15%) e 45 odcitos
permaneceram em estagio de GV (37,5%). Dos 57 o6citos em MII resultantes da
maturagdo in vitro, 28 (49%) possuiam o fuso meidtico visualizado por meio de

microscopia com luz polarizada.
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O grupo B foi composto de 109 odcitos em GV, os quais foram submetidos a
técnica de congelacdo lenta. Imediatamente ap0s o descongelamento, 49 (44,6%)
odcitos sobreviveram e depois de 24 horas em cultura para maturagéo in vitro, 32
(29,2%) odcitos permaneceram viaveis. A mediana do tempo de maturacdo até
estagio de MII foi de 27 horas sendo o minimo de 26 horas e 0 méximo de 29 horas.
Ap6s a maturagdo in vitro dos oocitos em GV que sobreviveram ao processo de
descongelamento foram obtidos 11 odcitos em MIIl (33,3%), 15 oocitos em MI
(47%) e seis (20%) odcitos permaneceram em GV. O fuso meiotico foi detectado em
dois MII (26,4%) dos 11 resultantes da maturacao in vitro.

O grupo C se constituiu de 118 odcitos vitrificados em estagio de GV.
Imediatamente apds o aquecimento, 93 (79%) odcitos em GV sobreviveram sendo que
81(69%) se encontraram viaveis apds 24 horas em cultura para maturacao in vitro.
A mediana do tempo para maturacédo até estagio de MlI foi de 26 horas, com minimo
de 25 horas e maximo de 28 horas. Foram formados 40 odcitos em MII(49, %) e
30 oocitos em MI(37%) ap0Os o processo de maturacao in vitro, sendo que 11(13%)
odcitos continuaram em estagio de GV. A microscopia de luz polarizada evidenciou
o fuso meidtico polimerizado em 16 MII (40%).

Quando comparadas as medianas de tempo de maturacdo in vitro entre 0s
grupos, ndo houve diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo de o6citos
vitrificados (p=0,170). No entanto, para o grupo de odcitos submetidos & congelagao
lenta a mediana foi maior tanto em relacdo ao grupo controle (p=0,001) quanto ao
grupo de odcitos vitrificados (p= 0,008).

J4, em relacdo a sobrevivéncia dos odcitos submetidos a criopreservagéo, o
grupo de odcitos vitrificados apresentou melhor viabilidade tanto imediatamente
apos o aquecimento(T0), quanto apds 24 horas em cultura (T24) (p< 0,001 para

ambas as situacdes). (Grafico 4).
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Gréfico 4 — Porcentagem de sobrevivéncia dos odcitos criopreservados em estagio de GV
pela técnica de congelacdo lenta (cinza) e pela técnica de vitrificacdo (preto) imediatamente
apos o descongelamento/aquecimento (TO) e apds 24 horas em cultura (T24)
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A analise comparativa da evolucdo dos estagios da meiose durante a
maturacdo in vitro nos diferentes grupos evidenciou que a taxa de odcitos que
permaneceram em estagio de GV ndo diferiu entre os grupos A e B (p= 0,022;
considerando correcdo de Bonferroni) e entre os grupos B e C (p=0,512). Por outro
lado, o grupo de odcitos frescos (A) apresentou maior porcentagem de odcitos em
GV do que o grupo de odcitos vitrificados (C) (p=0,000). Nao houve diferenca entre
0s grupos A e B e entre os grupos B e C quanto ao nimero de oécitos que evolui para
0 estagio de MI (p= 0,002 e p=0,341, respectivamente e considerando a correcdo de
Bonferroni). Todavia, o grupo C apresentou quantidade significativamente maior de
MI ao final do processo de maturagdo in vitro quando comparado ao grupo A
(p=0,000). Em relacdo ao desenvolvimento de odcitos MII, e, portanto como
parametro da eficiéncia final do procedimento de maturagdo in vitro, quando
comparamos 0s grupos considerando somente 0s o0dcitos sobreviventes como

denominador ndo houve diferenca significativa (p=0,170 para grupo A versus B;



Resultados 63

p=0,793 para A versus C e p= 0,136 para B versus C, considerando a correcdo de
Bonferroni). Porém, se considerarmos como denominador o namero total inicial de
odcitos em GV utilizados em cada grupo, o numero de odcitos que evoluiram para
MII foi significativamente menor no grupo B quando comparado aos grupos A e C

(p=0,000 para ambos) e semelhante para os grupos A e C (p=0,031). (Grafico 5).

Gréfico 5 — Porcentagem de odcitos de acordo com o estdgio de maturacdo da divisdo
meidtica nos grupos A, B e C, ap6s procedimento de maturagdo in vitro. Porcentagem de
odcitos que permaneceram em estagio de GV (em branco), porcentagem de odcitos que
evoluiram para estagio de Ml (em cinza) e porcentagem de odcitos que maturaram até o

estagio de MII (em preto)
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A visualizacdo do fuso meiotico foi semelhante entre os grupos quando foram
considerados 0s o00citos sobreviventes a criopreservacdo como denominador
(p=0,021 para grupo A versus grupo B; p= 0,371 para A versus C e p= 0,118 para B
versus C, considerando a correcdo de Bonferroni). Entretanto, se o nimero total
inicial de odcitos em GV analisados por grupo for colocado como denominador a
semelhanga da analise anteriormente proposta, a quantidade de o6citos em estagio de

MII com fuso meidtico detectado foi menor no grupo B quando comparado aos
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grupos A e C (p=0,000 e p=0,001 respectivamente, considerando a correcdo de

Bonferroni) e semelhante entre os grupos A e C (p=0,050). (Grafico 6 e Figura 13).

Gréfico 6 — Porcentagem de fusos mei6ticos polimerizados de odcitos em estagio de Mll

nos grupos A, Be C
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Figura 13 — Fotomicrografia demonstrando o6cito humano em estagio de MII analisado por

microscopio invertido Nikon Eclipse TE300 (aumento de 20X) equipado com uma camera

analdgica de video e um sistema de imagens que combina luz polarizada em cristal liquido

denominado ICSI Guard (Octax™). A esquerda: fuso meidtico polimerizado (destacado pela

seta branca). A direita: fuso mei6tico despolimerizado, isto ¢, ndo detectado
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5 DISCUSSAO

51 EXPERIMENTO 1

O fuso meidtico oocitario tem um importante papel no alinhamento e segregacao
cromossdmico durante a meiose e, consequentemente, participa ativamente do processo
de maturacdo dos odcitos (Gomes et al., 2008; Ciotti et al., 2009; Chang et al., 2010;
Coticchio et al., 2010). O fuso meidtico dos mamiferos é altamente sensivel a flutuacdes
de temperatura (Wang et al., 2001; Mandelbaum et al., 2004; Smith et al., 2010).
Os microtubulos que compde o fuso meidtico apresentam rapida despolimerizacéo
mesmo quando expostos a condi¢cfes de temperatura de poucos graus abaixo da
temperatura fisiologica (Pickering & Johnson, 1987). Wang e colaboradores (2001)
demonstraram que a despolimerizacdo do fuso mei6tico de odcitos humanos se inicia a
31,9°C e termina a 27,1°C. Além disto, estes autores descreveram diminui¢do na
movimentacao de organelas e granulos citoplasmaticos quando 0s 04citos sdo expostos a
temperatura ambiente. Este fato também pode ocorrer durante procedimentos de
reproducdo assistida como a fertilizagdo in vitro e a criopreservacao de gametas, pois 0s
o0citos sdo expostos a certas condi¢Bes laboratoriais dentre elas as possiveis alteracdes
de temperatura que vao desde a temperatura ambiente até a temperatura do nitrogénio
liquido (- 196°C) (Wang et al., 2001; Eincheinlaub-Ritter et al., 2002; Gomes et al.,
2008). Sendo assim, as variacbes de temperatura que podem ocorrer durante a
manipulacdo in vitro de gametas e a sua criopreservacdo podem resultar em
despolimerizacdo do fuso meidtico e contribuir para uma distribuicdo cromossémica

anormal (Wang et al., 2001; Eincheinlaub-Ritter et al., 2002; Gomes et al., 2008).
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No entanto, muito pouco se sabe a respeito da despolimerizacdo do fuso
meiotico em resposta as variacdes de temperatura ocorrida nos diferentes estagios de
maturacdo oocitaria. Dessa forma, estudamos a despolimerizacdo do fuso meidtico
de odcitos de camundongas em resposta a variacdo de temperatura e de acordo com
diferentes estagios de maturacdo oocitéria. Optamos por definir os valores de
temperatura em 37°C, temperatura ambiente (22 °C), e 4 °C, porque no primeiro
valor temos uma temperatura que funciona como grupo controle pois é a
considerada padrdo para micromanipulacdo e cultura de gametas; ja, no segundo
valor podemos avaliar o que potencialmente ocorre, em certos momentos, durante a
micromanipulagdo dos odcitos em laboratorio de fertilizagdo in vitro , e no terceiro
valor tivemos como referéncia o estudo classico de Pickering e Johnson, o qual foi o
pioneiro na descricdo da despolimerizacdo do fuso meidtico oocitario em resposta a
diminuicédo da temperatura para 4 °C ( Pickering & Johnson, 1987).

Os resultados demonstraram que houve diferenca na sensibilidade do odcito a
temperatura dependendo do estdgio da divisdo meidtica no qual este se encontrava.
Os odcitos de camundongas em T1 mostraram menor porcentagem de despolimerizacao
do fuso meidtico quando comparados com os o6citos em Ml e MIl em todas as
temperaturas estudadas. O fuso meiotico dos odcitos em MII foi 0 mais despolimerizado
quando exposto a tempertura de 4 °C e a temperatura ambiente. Além disso, a
despolimerizacdo do fuso meidtico em todos os estagios de maturacdo oocitaria foi
progressivamente mais freqliente quanto mais tempo eles ficaram expostos a baixa
temperatura, a excecdo da exposicdo dos odcitos em Tl a temperatura de 22°C.
Interessantamente, Chen e colaboradores (Chen et al., 2004) demonstraram que o
processo de repolimerizacdo dos microtubulos ocorrido durante a etapa de aquecimento

do odcito em MII apos a sua criopreservacdo também é dependente do tempo.
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No entanto, ndo ha publicaces, até 0 momento, que enfoquem as modificacGes
do fuso meidtico de odcitos de camundongas em resposta a variacdo de temperatura de
acordo com o seu estagio de maturacdo oocitaria. Uma possivel explicagdo para os
resultados deste estudo € a de que a estabilidade da polimerizacdo da tubulina, e,
portanto da organizacdo estrutural do fuso meidtico, ndo seja constante durante a
transicdo dos oocitos para os estagios de MI, Tl e MII e entdo este fato seria o
responsavel pelas diferencas nos achados de susceptibilidade a despolimerizacdo do
fuso meidtico devido a exposicdo a baixas temperaturas a depender do estagio de
maturacdo no qual o odcito se encontra. Além disso, do ponto de vista morfologico, o
fuso meiotico dos odcitos em metafase € uma estrutura bipolar organizada em forma
de barril com os cromossomos acoplados equatorialmente. Por outro lado, durante a
teléfase a segregacdo cromossdmica ja se finalizou, a cromatina migra para os polos
celulares e o fuso meidtico assume uma configuracdo diferente da encontrada na
metafase (Sathanantahn et al., 2006; Trouson A, 2006). Essa diferenca morfologica
também pode contribuir para a desigual sensibilidade a temperatura nos diversos
estagios de maturacdo oocitaria.

Também, alguns estudos experimentais em diversas espécies de mamiferos
evidenciam substancias que participam no processo de formagéo e organizagdo do fuso
meidtio e que possivelmente sdo negativamente influenciadas pela diminuicéo
progressiva da temperatura com potencial de prejuizo & maturacdo e competéncia
oocitarias. Larson e colaboradores (Larson et al., 2010) demonstraram que alteracdes
da func&o da actina, miosina Il e a familia de proteinas ERM (ezrina-radixina-moesina)
alteram o nivel de tensdo citoplasmatica celular causando maior incidéncia de

anormalidades do fuso meidtico de odcitos de mamiferos. Ma e colaboradores (2010)
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analisaram 0s mecanismos que controlam a nucleacdo dos microtubulos do fuso
meidtico dos oocitos de camundongas e a sua consequente estabilidade e identificaram
que a proteina NEDD1/GCP-WD é uma reguladora chave destes fendbmenos. A perda
da funcdo desta proteina resultou em aumento da interrupcdo da maturacdo oocitaria
no estagio de MI. Estes oocitos que ndo progrediram até a maturacdo final
apresentaram alteracdes da estrutura do fuso meidtico, reducdo da densidade dos
microtubulos e desalinhamento cromossémico acentuado. No entanto, é importante
ressaltar que é necessario maior nimero de estudos moleculares e estruturais visando
ao melhor entendimento da razdo pela qual a tubulina do fuso meiético durante a
tel6fase € menos susceptivel a despolimerizacdo induzida por baixas temperaturas.
Recentemente, Montag e colaboradores (2006) realizaram elegante estudo a
respeito da polimerizacdo e despolimerizacdo do fuso meidtico ocorrida durante a
progressdao meidtica dos odcitos humanos. Sequéncias de video programadas e
captadas em tempo real por microscopia de luz polarizada demonstraram que durante a
transicdo do estagio de Ml para MII, o fuso meiotico desaparece por aproximadamente
40 a 60 minutos. Este achado pode ser decorrente de um processo fisiol0gico oocitario
ou eventualmente por limitagcdo da microscopia de luz polarizada. Esta limitag&o seria
decorrente do fato de que algumas estruturas celulares se movem tal qual ocorre com o
fuso meiotico durante a maturacdo celular, que entdo poderia estar ausente em alguns
momentos por ter saido do campo de visualizacdo que esta sendo filmado durante a sua
movimentacao. No entanto, se o resultado deste estudo for decorrente de um processo
bioldgico normal, pode-se inferir que em alguns odcitos, a auséncia de visualiza¢do do
fuso meidtico € um indicador da progressao fisioldgica de desenvolvimento para o

estagio de meiose e ndo um distarbio celular.
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O presente estudo utilizou odcitos maturados in vitro, e, portanto poderia haver
um guestionamento a respeito da polimerizacdo e despolimerizacdo do fuso meiotico
poderem ser atribuidas a maturacgéo in vitro per si e ndo serem representativas do que
ocorre in vivo ou de ndo poderem ser atribuidas somente a diminuicdo da temperatura.
Existem evidéncias de que o0citos humanos maturados in vitro apresentam maior
ocorréncia de anormalidades cromossémicas e de fuso meidtico quando comparados
com odcitos maturados in vivo quando ambos sdo expostos a baixas temperaturas
(Cha KY & Chian RC, 1998; Wang WH & Keefe DL, 2002; Li Y et al., 2006; Fang C
et al., 2007). No entanto, Huang e colaboradores (2008) demonstraram que as taxas de
sobrevivéncia e de anormalidades cromossémicas e de fuso meidtico foram similares
em o0citos de camundongas vitrificados e maturados in vitro e in vivo. Portanto, este é
ainda tema controverso em literatura, sendo importante considerar as limitaces de
aquisicdo e analise de dados que visam estudar as similaridades e diferencas de
fendmenos bioldgicos in vitro e in vivo. De qualquer modo, houve no presente estudo,
a preocupacdo de se analisar trés grupos expostos as mesmas condi¢cdes de maturacao
in vitro em temperaturas diferentes. Dessa forma, caso a maturacdo in vitro
propriamente dita seja um fendmeno que influencie na despolimerizacdo do fuso
meidtico, este fator esteve igualmente presente em todos o0s grupos estudados.

Para investigacdo dos efeitos da temperatura sobre o fuso meidtico de oocitos
de camundongas foram utilizadas duas técnicas: a microscopia com luz polarizada e a
imunocitoquimica. E relevante considerarmos as particularidades de cada técnica
empregada, pois, apesar da fixacdo e coloragdo celular, que séo etapas inerentes a
imunocitoquimica, possibilitarem a analise estrutural detalhada do fuso mei6tico e dos

cromossomos a ele atrelados, elas ndo permitem a avaliacdo da despolimerizacdo no
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odcito vivo em tempo real no quais os fendmenos celulares vao ocorrendo, tal qual é
possivel com a microscopia de luz polarizada (Aigner et al., 2002; Larman et al., 2007;
Coticchio et al., 2010). Além disso, durante o estudo por microscopia de luz
polarizada, as imagens séo transmitidas em tempo real, ndo havendo necessidade de
fixacdo celular, sendo esta entdo uma técnica ndo invasiva por ndo afetar a viabilidade
oocitaria. No entanto, deve-se considerar que pode haver limitacdo para captacdo de
imagens em tempo real, quando estas sdo programadas previamente, pois algumas
estruturas celulares podem se mover, saindo assim do campo de visualizacdo. No
intuito de evitar este acontecendo, no presente estudo as imagens foram captadas
manualmente e os odcitos foram visualizados em diversos planos e focos.

Quando os odcitos em Tl e em MII foram analisados, os resultados obtidos
com a imunocitoquimica e com a microscopia de luz polarizada foram concordantes.
Gomes e colaboradores (Gomes et al., 2008) também demonstraram que os achados da
microscopia de luz polarizada a respeito da presenca do fuso meidtico em odcitos de
camundongas foram compativeis com os da imunocitoquimica. Igualmente, Chen e
colaboradores (Chen et al., 2004) atestaram que 0s aspectos morfologicos do fuso
meidtico de oocitos de camundongas, quando visualizados por meio da microscopia de
luz polarizada apos vitrificacdo e aquecimento, corroboram com as avaliages obtidas
com imunocitoquimica no mesmo grupo de o0citos. Surpreendentemente, a
imunocitoquimica e a microscopia de luz polarizada mostraram resultados discrepantes
em relacdo aos oocitos em M, sendo que houve maior detec¢do do fuso meidtico pela
técnica de imunocitoquimica. Este fato pode ser mais provavelmente atribuido a algum
aspecto particular da orientacdo dos microttbulos do fuso meiético dos odcitos em MI.

Neste sentido, ha relatos de que no estagio de Tl e no inicio da metafase | o fuso
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meidtico pode estar naturalmente desorganizado e, portanto ndo apresentando a
propriedade de birrefringéncia, condicdo esta necessaria para a visualizacdo do fuso

meidtico ao microscopio de luz polarizada (Eincheinlaub-Ritter et al., 2002).

5.2 EXPERIMENTO 2

Foram selecionados odcitos em estagio de GV de pacientes que preencheram
os critérios de inclusdo para o estudo com o objetivo de analisar a despolimerizacao
possivelmente presente no fuso meiotico destes gametas, apos terem sido submetidos
a diferentes técnicas de criopreservacdo e posterior maturacdo in vitro. Entre os
critérios de exclusdo das pacientes estdo os diagndsticos de endometriose e sindrome
dos ovarios policisticos (SOP) devido a pior qualidade oocitaria sabidamente presente
nestas condicdes (Vieira et al., 2008; Barcelos et al., 2008; Barcelos et al., 2009).
Barcelos e colaboradores (Barcelos et al., 2008) demonstraram que apesar do himero
de odcitos em MII obtidos apds maturacédo in vitro e da incidéncia de anormalidades
do fuso meiotico ndo diferirem entre pacientes com ou sem endometriose, ocorre
atraso no término da meiose | nas pacientes com endometriose. Este fato foi
evidenciado pelo maior nimero de o6citos em tel6fase | no grupo de pacientes com
endometriose, 0 que poderia vir a ser um viés de selecdo do presente estudo.
Além disso, apesar de Vieira e colaboradores (Vieira et al.,, 2008) ndo terem
demonstrado maior propor¢do de anormalidades meidticas e de morfologia do fuso
meiGtico em pacientes com SOP, ha relatos de menores taxas de fertilizacdo e maior

incidéncia de abortamentos apos tratamentos de reproducdo assistida neste grupo de
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pacientes (Heijnen et al., 2006; Homburg et al., 2006). E possivel que alteracdes
enddcrinas e metabolicas associadas a esta sindrome também possam estar relacionadas
com o comprometimento da qualidade oocitaria, que por sua vez poderia contribuir para
as menores taxas de fertilizacéo e maior incidéncia de abortamentos (Vieira et al., 2008),
fato este que também poderia se constituir em viés de selecdo para este estudo.
A exclusdo de pacientes acima de 38 anos, pacientes com antecedentes de abortos de
repeticdo, historia de falhas de fertilizacdo in vitro e de mulheres com cariotipo
anormal, se faz necessaria devido a maior incidéncia de anormalidades cromossémicas
nestas populacdes, que podem estar relacionadas originalmente a alteracdes de fuso
meidtico (Battaglia et al., 1996; Mandelbaum et al., 2004; Frang et al., 2007;
Bromfield et al. 2009; Coticchio et al. 2009).

O material de estudo selecionado foi 0 o6cito em GV sendo o mais relevante
propdsito para tal escolha, a falta de conhecimento em relacdo as possiveis alteracGes
citoarquiteturais ocorridas em resposta a baixa temperatura decorrente da
criopreservacao em o00citos humanos nesta fase de divisdao meidtica. Além disso, por
ser habitualmente descartado em procedimentos de fertilizacdo in vitro, a utilizacao
deste gameta em estudos experimentais ndo possui barreiras éticas, tal como ocorre
com os odcitos em MIIl. Ademais, a sua possivel utilizagdo clinica em terapias de
reproducdo assistida poderia melhorar o custo-beneficio do tratamento de fertilizagéo
in vitro, na medida em que o0citos imaturos execedentes poderiam ser
criopreservados de modo eficaz e posteriormente utilizados em caso eventual de
falha de um primeiro tratamento. No entanto, ao estudarmos odcitos humanos em
GV provenientes de tratamentos de fertilizacdo in vitro com hiperestimulagéo

ovariana hormonal se deve ter em mente a probabilidade de estarmos analisando
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células com potencial de maturagdo comprometido em sua origem. Sabe-se que 0
ciclo celular meiético dos odcitos de mamiferos € um processo dindmico que envolve
uma serie de etapas e participacdo de diversas substancias. O odcito pode ter a sua
maturacdo interrompida em todos os estagios da meiose. O desencadeamento da
progressdo da meiose do oocito se da primeiramente pelo pico de LH ocorrido
fisiologicamente na metade do ciclo menstrual natural (Tripathi et al., 2010) ou
administrado quimicamente em ciclos de reproducédo assistida por meio de injecéo
rec-hCG quando pelo menos dois a trés foliculos ovarianos atingem diametro médio
de 18 milimetros (Serafini et al., 2006). O aumento sérico de LH desencadeia entdo
uma cascata de eventos que bloqueiam a acéo inibitoria de fatores produzidos pelas
células da granulosa ou pelo proprio o6cito que o mantém estagnado em profase
como: hipoxantinas, espécies reativas de oxigénio, adenosina monofosfato ciclico
(AMPc), proteina kinase A e C e fatores de crescimento. O fator promotor de
maturacdo, fatores citostaticos e proteinas envolvidas na formacéo e organizacao do
fuso meidtico também estdo relacionados ao processo de interrupcdo da progressao
da maturacdo meiotica (Mehlmann et al., 2005; Richard et al., 2007; Sun et al., 2009;
Tripathi et al., 2010). Portanto, quando coletamos odcitos expostos in vivo a todos
estes sinalizadores, e que falnham em completar a meiose, algumas destas etapas
podem estar comprometidas ja no ambiente folicular, e sendo assim, a auséncia de
maturagao in vitro néo seria decorrente de fatores laboratoriais como composic¢ao do
meio de cultura e variagdes de temperatura.

O meio de cultura utilizado para a maturagdo in vitro foi o Global ®
W/HEPES suplementado com 6% de BSA. Este meio de cultura contém aminocidos,

ions, lactatos, bicarbonatos, fosfatos, glicose, EDTA e gentamicina. Diferentemente
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dos meios de cultura da maturacéo in vitro de odcitos coletados de mulheres que néo
receberam estimulo hormonal, o meio de cultura deste estudo nédo foi suplementado
com gonadotrofinas (LH e FSH). A razdo para tal é que utilizamos odcitos em GV ja
expostos ao FSH durante todo o processo de foliculogénese in vivo o qual inclui o
pico hormonal do LH. Além disso, foram analisados odcitos em GV ja denudados e
que, portanto ndo possuem mais o contato com as células da teca-granulosa. Sabe-se
que as gonadotrofinas (FSH e LH) exercem um importante papel sinalizador e
desencadeador da maturacdo oocitaria, que, porém € desempenhado sobre as células
da teca e da granulosa, que entdo por meio de seu intimo contato com o 00cito,
através de gap junctions, produzem uma série de substancias capazes de desencadear
0 reinicio da meiose (Kimura et al., 2007; Mehlmann et al., 2005). Assim, o efeito
das gonadotrofinas ndo é exercido diretamente sobre o odcito, pois este ndo possui
receptores de LH e FSH (Méduri et al., 2002; Mehlmann et al., 2005), sendo, deste
modo, desnecessaria a suplementacdo hormonal do meio de cultura do particular tipo
celular utilizado neste estudo.

A mediana do tempo de maturacgdo in vitro ndo diferiu entre o grupo controle
e 0 grupo de odcitos em GV vitrificados, porém para o grupo de odcitos em GV
criopreservados pela técnica de congelacdo lenta a mediana foi significativamente
maior. N&o existem outros estudos similares em humanos para compararmos o tempo
de maturacdo dos trés grupos, porém podemos inferir que o maior tempo necessario
para a maturacdo dos oocitos em GV criopreservados pela técnica de congelacéo
lenta se deva a alteragOes oocitarias decorrentes da formacdo de gelo intracelular, que
¢ caracteristica desta técnica de congelacdo, e que afetam substancias e

microestruturas citoplasmaticas que participam do processo de maturacdo como
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kinases, miosinas, fatores de transcricdo e o fuso meiotico (Cha & Chian, 1998).
Poucos estudos relatam o tempo de maturacdo in vitro de odcitos em GV a fresco
denudados. Barcelos e colaboradores (Barcelos et al., 2009) relatam média de tempo
de maturacdo in vitro de 19 horas com varia¢do de uma hora para mais ou menos de
odcitos em GV a fresco. No presente estudo, a mediana de 26 horas, para 0 grupo
controle, pode ser atribuida a caracteristicas particulares do laboratério e meio de
cultura utilizados e da populacéo estudada.

Ainda, a analise dos dados a respeito da maturacédo in vitro demonstrou que o
reinicio da meiose foi maior no grupo de odcitos vitrificados quando comparado ao
grupo de odcitos a fresco, evidenciado pelo maior nimero de odcitos que
permaneceram em estagio de GV no grupo a fresco. Bogliolo e colaboradores
(Bogliolo et al., 2007) relatam resultado semelhante ao estudarem o0citos imaturos
de ovinos. Estes autores concluiram que a remocdo das células da granulosa antes de
vitrificar os odcitos aumentou a sua sobrevida e a incidéncia de reinicio da meiose,
porém esta técnica de criopreservacdo apresentou o potencial de afetar importantes
proteinas envolvidas no desenvolvimento completo do odcito até o estagio de M,
como o fator promotor de maturacdo (MAP), a proteina kinase mitogénica ativada
(MAPK) e as auroras kinases. Swain e colaboradores (Swain et al., 2008)
demonstraram que as auroras kinases participam da remodelacdo da cromatina
oocitaria durante a maturacdo de odcitos de camundongas. A inibicdo da aurora
kinase durante a transicdo da metafase | para metafase Il resultou em significante
menor numero de células capazes de finalizar o processo de maturacdo. No presente
estudo, o nimero de odcitos em MI foi maior no grupo de odcitos vitrificados

quando comparado com 0s outros dois grupos, porém a porcentagem de maturacdo
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completa, isto é, a evolucdo para oocitos em MII foi semelhante entre 0s grupos.
Consequentemente, a eficéncia da transicdo metafase I, anafase | e telofase | foi
maior no grupo controle. Desse modo, uma possivel inibicdo da aurora kinase
decorrente da vitrificagdo poderia ser uma explicacdo para este resultado.

Considerando o numero total inicial de odcitos em GV utilizados em cada grupo,
e ndo somente 0s 00citos sobreviventes nos grupos criopreservados, o numero de o6citos
que evoluiram para Ml foi significativamente menor no grupo de odcitos submetidos a
técnica de congelacdo lenta quando comparado aos grupos controle e de odcitos
vitrificados. Esta avaliacdo é importante, pois, representa a eficiéncia completa da
metodologia estudada, englobando a analise da criopreservacdo e da maturacao in vitro,
além de possibilitar a estimativa do nimero de odcitos em GV que finalizaram todo o
processo. A porcentagem de odcitos em GV denudados que evoluiram para estagio de
MII foi semelhante a relatada na literatura (Barcelos et al., 2009; Vieira et al., 2008).
Por outro lado, dados de maturacdo in vitro de odcitos em GV a fresco cultivados em
conjunto com o complexo do cumulus mostram taxas maiores de maturacdo, em média
de 70 a 80% (Park et al., 1997, Wang et al., 2002, Fang et al., 2007). Este resultado é
explicado pela sabida influéncia positiva das células da granulosa sobre o processo de
maturacdo oocitaria (Mehlmann et al., 2005).

A comparacdo da sobrevivéncia dos odcitos de acordo com a técnica de
criopreservacdo empregada demonstrou que o0s odcitos vitrificados sobrevivem
melhor tanto imediatamente ap0s 0 aquecimento, quanto apos 24 horas em cultura.
Smith e colaboradores (Smith et al.,, 2010) em recente estudo prospectivo e
randomizado com odcitos em estagio de M1l também demonstrou a superioridade da

técnica de vitrificacdo em relagdo a sobrevivéncia quando comparada com a de



Discussdo 77

congelacdo lenta (81% versus 67% respectivamente). Da mesma forma, Cao e
colaboradores (Cao et al., 2009) concluiram, em estudo com odcitos humanos em
estagio de MII, que a viabilidade celular foi de 91,8% para os odcitos vitrificados
contra 61% para os oocitos submetidos a congelacéo lenta.

No entanto, ao compararmos as taxas de sobrevivéncia de o0citos em estagio
de MII com as mesmas taxas obtidas neste estudo com odcitos em GV, em ambas as
técnicas, os oocitos em MII sobrevivem melhor a criopreservacao. Para a congelacao
lenta a média da taxa de sobrevivéncia apds o descongelamento de o0citos em
estagio de MIl é de 75 a 60% e para a vitrificacdo a taxa de sobrevivéncia apds
aquecimento de odcitos em estagio de MII varia de 85 a 95% (Smith et al., 2010,
Tao et al., 2009, Borini et al., 2008). O achado de menor sobrevivéncia dos o6citos
em GV ao processo de criopreservacdo corrobora com os resultados de alguns
estudos clinicos e experimentais com 06citos humanos imaturos que compararam a
sobrevivéncia oocitaria e a despolimerizacdo do fuso meidtico durante o processo de
criopreservacdo, com 0S mesmos pardmetros analisados para o6citos maduros
(Tucker et al., 1996, Hong et al., 1999; Goud et al., 2000). Os autores que atestam
gue 0s odcitos imaturos sdo mais frageis ao serem expostos ao frio quando
comparados com od6citos em MII, creditam essa maior sensibilidade a menor
estabilidade e maior permeabilidade da membrana dos o6citos imaturos quando
expostos aos crioprotetores, além de aventarem a hipOtese de que proteinas
reguladoras da formacdo e funcionamento do fuso meio6tico poderiam ser afetadas
antes mesmo da formacédo do fuso meidtico (Swain et al., 1998).

No entanto, ha relatos de que os odcitos imaturos possuem melhor taxa de

sobrevida e menor incidéncia de anormalidades cromossémicas decorrentes da
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despolimerizacdo do fuso meidtico quando criopreservados em comparagdo com
odcitos MII (Baka et al., 1995; Kuleshova et al., 2002; Lornage et al., 2007). Esta
controvérsia pode ser decorrente de diferencas na selecdo da amostra, metodologias
dos estudos e das particularidades das técnicas de criopreservacao empregadas, 0 que
torna dificil uma fidedigna comparacéo entre os resultados. Os componentes do meio
de cultura utilizado para maturacdo in vitro, a composi¢do e concentra¢do dos
crioprotetores bem como o tipo de sistema utilizado para armazenamento do oécitos
criopreservados também podem influenciar a sobrevida oocitaria. Neste sentido, Li e
colaboradores (Li et al., 2008) relatam melhor viabilidade oocitaria apds processo de
vitrificacdo utilizando dispositivo de armazenamento denominado cryoloop em
odcitos humanos em estagio de GV quando comparados com odcitos em M.
Também estudamos as possiveis diferencas na despolimerizacdo do fuso
meidtico decorrentes das diversas técnicas de criopreservacdo: vitrificacdo e
congelacdo lenta. Sendo assim, como resultado observou-se que a visualizacao do fuso
meidtico por microscopia de luz polarizada foi semelhante entre os grupos quando
considerados somente 0s o00citos sobreviventes ao processo de criopreservacao.
Todavia, se 0 numero total inicial de odcitos analisados por grupo for colocado como
denominador, a quantidade de odcitos em estagio de MIl com fuso meidtico detectado
foi menor no grupo de odcitos criopreservados pela técnica de congelacéo lenta e
semelhante entre os grupos controle e de odcitos vitrificados. Ndo ha outros estudos
publicados que comparam a influéncia da técnica de congelagdo lenta com a técnica de
vitricacdo sobre o fuso meidtico de odcitos humanos criopreservados em estagio de
GV e maturados in vitro. Desta forma, para analise comparativa dos resultados deste

estudo, foram considerados outros autores que empregaram metodologia similar em
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odcitos maduros ou que estudaram isoladamente a influéncia de uma das técnicas de
criopreservacao sobre o fuso meiotico.

Baka e colaboradores (Baka et al., 1995) estudaram os efeitos deletérios da baixa
temperatura sobre o fuso meiodtico de quatro diferentes grupos de od0citos: odcitos
imaturos criopreservados antes e depois de maturados in vitro, oocitos imaturos a fresco
maturados in vitro e odcitos frescos em MII. Eles concluiram que o nimero de o0citos
com fuso meidtico normal no grupo de odcitos imaturos criopreservados antes da
maturacéo in vitro foi semelhante ao encontrado nos odcitos a fresco maturados in vitro
e nos odcitos a fresco em MIl. Porém estes autores publicaram indices de
despolimerizacdo do fuso meidtico em 50% dos oo6citos humanos em MIl
criopreservados por técnica de congelacdo lenta apds sua maturacdo in vitro. Park e
colaboradores (Park et al., 1997) estudaram as anormalidades ocorridas no fuso meiético
de 178 odcitos humanos imaturos coletados de ovéarios ndo estimulados por
gonadotrofinas exdgenas e submetidos a congelacdo lenta, e encontraram incidéncia de
70% de despolimerizacdo do fuso meidtico apds o descongelamento e maturacdo in
vitro. Cao e colaboradores (Cao et al., 2009) descreveram incidéncia maior de
anormalidades do fuso mei6tico em odcitos humanos criopreservados em estagio de Ml
com a técnica de congelacdo lenta (39,1%) quando comparada com a técnica de
vitrificagdo (17,7%). Ja, Huang e colaboradores (Huang et al., 2008) relataram
visualizacdo de fuso meidtico normal em 88,2% de oo6cios em MII vitrificados
originados de odcitos de camundongas em GV maturados in vitro. A menor influéncia
da técnica de vitrificacdo sobre o fuso meidtico pode explicar a melhor eficéacia clinica
desta técnica em relacéo a técnica de congelacéao lenta, conforme atestam alguns autores

(Kuwayama et al., 2005; Cobo et al., 2008; Smith et al., 2010).
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Como os trés grupos analisados no presente estudo foram igualmente
submetidos a maturacdo in vitro, a maior incidéncia de anormalidades do fuso meiotico
nos odcitos submetidos a congelacdo lenta pode ser atribuida ao processo de
criopreservacao per si e ndo a maturacao in vitro, conforme previamente discutido para
o0 experimento 1. Possivelmente as caracteristicas particulares da técnica de congelacao
lenta, como a composicao dos crioprotetores, velocidade de congelacéo e formacao de
cristais de gelo intracelular, parecem afetar negativamente substancias que participam
da formacéo e organizacdo do fuso meidtico antes mesmo dele estar completamente
organizado, sendo que dentre estas se podem citar as kinases, fosfatases e proteinas
motoras (Swain et al., 2008; Sun et al., 2009; Tripathi et al., 2010). Desta forma, as
taxas de maturacdo oocitaria e de polimerizacdo adequada do fuso meidtico em odcitos
criopreservados em estagio de GV pela técnica de congelacdo lenta podem ficar
comprometidas, com provavel consequente aumento na incidéncia de anormalidades
cromossémicas, fato este que poderia explicar o desempenho desta técnica no que se

refere aos seus resultados clinicos.
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6 CONCLUSOES

6.1 EXPERIMENTO 1

Houve diferenca na porcentagem de despolimerizacdo do fuso meidtico em
resposta a baixa temperatura entre os oocitos de camundongas nos diferentes
estagios da divisdo meidtica (M1, Tl e MII);

O fuso meidtico dos oo6citos de camundongas em TI demonstrou menor
despolimerizacdo em resposta a diminui¢do da temperatura para 22 ° C e para 4° C;
O fuso meidtico dos odcitos de camundongas em MIIl demonstrou maior
despolimerizacdo em resposta a diminui¢cdo da temperatura para 22 ° C e para 4° C;
Em todas as fases da divisdo meidtica, os odcitos de camundongas demostraram
despolimerizacéo dos microttbulos do fuso mei6tico diretamente proporcional ao
tempo de exposicao a baixa temperatura, a excecdo dos oocitos em TI expostos a
temperatura de 22°C;

Os resultados da visualizacdo do fuso meiotico foram similares para os métodos
de imunocitoquimica e microscopia de luz polarizada, a excecdo da analise dos

oocitos de camundongas em MI.
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6.2 EXPERIMENTO 2

A porcentagem de odcitos em GV que evoluiram para maturacdo completa, isto é,
estagio de MII foi menor no grupo de odcitos criopreservados pela técnica de
congelacao lenta e semelhante do grupo controle e de odcitos vitrificados;

O tempo de maturacdo in vitro dos odcitos em GV foi semelhante no grupo
controle e no grupo de odcitos vitrificados, porém foi maior para o grupo de
odcitos criopreservados pela técnica de congelacgdo lenta;

A transicdo telofase I- anadfase | — metafase Il foi menos eficiente no grupo de
oocitos em GV vitrificados;

O grupo de odcitos em GV vitrificados apresentou melhor taxa de sobrevivéncia
tanto imediatamente ap6s o aquecimento (T0), quanto apds 24 horas em cultura
(T24) quando comparado ao grupo de odcitos em GV criopreservados pela
técnica de congelacéo lenta;

A porcentagem de o0citos com fuso meidtico ndo detectado por meio de
microscopia de luz polarizada, isto €, fuso meiético despolimerizado, foi maior no
grupo de odcitos em GV submetidos a técnica de congelacdo lenta, e semelhante

entre 0s grupos controle e de odcitos em GV vitrificados.
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APENDICES

APENDICE 1

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

TERMO DE CONSENTIMENTO POS -INFORMAGCAO

(Instrugbes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
1. NOME DO PACIENTE .iovt coeeeeeeeeeee e eee s
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ...oovoiiieeeee et SEXO: MZ FZ
DATA NASCIMENTO: ........ [oiiin. [.....
ENDEREGCO ....ooovevvieeeeeeeeee e, NO e, APTO: e,
BAIRRO: ...oveeieeeeeeeeeeeeee e CIDADE ..ot
CEP: e TELEFONE:DDD(............ ) EETTR TR
2.RESPONSAVEL LEGAL ....ooeiveeeeeeeeeeeeeeeee e,
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.)..........cccuurrrriieeeeriiiiiiiiieieeeeeen e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....ooovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen SEXO: MZ FZ
DATA NASCIMENTO.: .../ ueveid.....
ENDERECO: ....coviiiveieeceeeeeee, NO o, APTO: oo
BAIRRO: ...oveeoeeeeeeeeeeeeee e CIDADE ...t
CEP: e TELEFONE:DDDL(............ )

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1.TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Influéncia da criopreservacéo na despolimerizacéo e
repolimerizagéo do fuso meidtico e na ocorréncia de anormalidades cromossdmicas em 6vulos
humanos: comparacao das técnicas de congelagao lenta e de vitrificagéo..

PESQUISADOR: Claldia Messias Gomes.

CARGO/FUNCAO: Médica. INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N°.114419.

UNIDADE DO HC FMUSP:Departamento de Ginecologia e Obstetricia- Centro de Reprodugdo Humana
Mério Covas
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3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

(probabi

SEM RISCO Z RISCO MiNIMO Z RISCO MEDIO X

~ ~

RISCOBAIXO Z RISCO MAIOR Z

lidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)

4.DURACAODAPESQUISA2anos.

Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1.

A senhora fara o tratamento com fertilizagdo in vitro que é necessario para 0 seu caso de
dificuldade para engravidar. Durante esse tratamento ocorre a coleta dos seus 6vulos. Os évulos
que sdo usados para o tratamento sdo os 6vulos maduros, 0s que sdo coletados e estdo
imaturos sdo descartados. Os 6vulos utilizados nessa pesquisa sdo somente 0s imaturos e,
portanto a senhora néo tera prejuizo em seu tratamento. A pesquisa ira estudar a congelagéo de
6vulos. O uso de congelagdo de 6vulos pode auxiliar no tratamento de mulheres infertéis ou com
necessidade de preservacdo de sua fertilidade. Esse tipo de tratamento ainda ndo é utilizado,
pois ndo se tem tido sucesso com as experiéncias realizadas até o presente momento. Essa
pesquisa tem por objetivo avaliar os prejuizos em termos de altera¢des genéticas em évulos
congelados por duas técnicas diferentes denominadas congelacao lenta e de vitrificagao.

Os 6vulos imaturos coletados durante seu tratamento de fertilizag&o in vitro serdo congelados e
ap6s serem descongelados serdo avaliados em microscOpio para procura de alteragdes
genéticas.O processo de congelacdo de évulos é considerado experimental. Normalmente esses
Ovulos seriam descartados pois ndo servem para fertilizagdo e formacéo de embriGes. Portanto
suas chances de gravidez com o tratamento néo serdo diminuidas.

N&o haverd nenhum desconforto ou risco adicional durante a realizacdo da pesquisa ja que a
coleta dos 6vulos faz parte do tratamento para infertilidade que a senhora esté fazendo.

Estudos como esse podem ajudar na obtencdo de uma técnica segura para congelacdo dos
ovulos e a senhora como paciente com dificuldade para engravidar pode futuramente beneficiar-
se desse tipo de tratamento.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO

SUJEITO DA PESQUISA:

1. Vocé tera acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para esclarecer eventuais duvidas.

2. Vocé

tem liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do

estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade do seu tratamento.

3. Asua

confidencialidade, sigilo e privacidade serdo guarantidas.

4. Vocé terd toda assisténcia no Hospital das Clinicas HCFMUSP, por eventuais danos a salde,
decorrentes da pesquisa.
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V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO
EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Claudia Messias Gomes: pesquisadora responsavel telefone: 78105213 Endere¢o: Rua Cristiano
Viana, 671 ap 123 Pinheiros Sé&o Paulo

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap0s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de 19

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)
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APENDICE 2

Lb 4 PRTL :

APROVACAO

A Comissdo de Etica parc Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPe§q da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade ds Medicina da Universidade de S&o Paulo, em sess@o de
12.03.07, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n° 1229/07 . infitulado:
“INFLUENCIA DA CRIOPRESERVAGAO NA DINAMICA DO FUSO MIEGTICO E NA
OCORRENCIA DE ANORMALIDADES CROMOSSOMICAS EM OVULOS HUMANOS:
COMPARAGAO DAS TECNICAS DE CONGELAGAO LENTA E DE VITRIFICACAO"
apresentado pelo DEPARTAMENTO DE OBSTETRICIA E G!NECOLOGIA, inclusive

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar &
CAPPesq, os relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucdo do

Conselho Nacional de Saude n° 196, de 10.10.1996, inciso IX. 2, letra e,

Pesquisador (a) Responsavel: DR. EDMUND CHADA BARACAT
Pesquisador (a) Executante : DRA. CLAUDIA MESSIAS GOMES

CAPPesq, 20 de marco de 2008.

G
PROF. DR. EDUARDO MASSAD
Presidente da Comiss@o de Etica para Andlise
de Projetcs de Pesquisa

Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
Rua Ovidio Pires de Campcs. 225, 5” andar - CEP 05430 01C - S3 Paulo - SP
Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail ; cappesq®@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@ncnet.usp.br
tms
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APENDICE 3

dand
- et

COMISSAO DE ETICA PARA ANALISE DE PROJETOS DE PESQUISA-CAPPESQ

limo. Sr.
Dr. Edmund Chada Baracat

Departamento de Obstetricia e Ginecologia

Comunicamos a Vosso Senhoria que o Protocolo de
Pesquisa n® 1229/07 intitulado “Influéncia da criopieservagdo na dinamica
do fuso miedtico e na ocorréncia de anormalidades cromossémicas em
6vulos humanos: Comparacdo das técnicas de congelagdo lenta e de
vitrificagdo”, aprovado por esta CAPPesg em 12.03.08, serd encaminhado
pare andlise da Coniissdo Nacional de Eiica em Fesquisa do iinistério da
Saude - CONEP/MS, tendo em vista tratar-se de protocolo gue se enquadra
na drea temdtica "reproducd@o humana'.

Cumpre lembrar que de acordo com os incisos VIIl.4
e IX.5, da ResolugGo 196/96 do Conselho Nacional de Salde, o protocolo

de pesquisa sé poderd ser iniciado apés a aprovacdo da CONEP/MS.

CAPPesq, em 20 de marco 2008.

[ N G

PROF. DR. EDUARDO MASSAD
; Presidente
ComissGo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

Comissdo de Etica nara Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05403 010 - S&o Paulo - SP
Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesq@hcnet usp.br / secretariacappesq2@hcnet usp.br
matc
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re.
\ k>

Memo.CAPPesq — 127/08
S@o Paulo, 27 de junho de 2008.

limo $r.

Prof. Dr. Edmund Chada Baracat

DD Pesquisador

Departamento de Obstetricia e Ginecologia

Por determinacdo do Senhor Presidente, Prof. Dr.
Eduardo Massad, encaminhamos para conhecimento, cépia do Parecer
Conep n° 417/2008 referente & APROVAGAOQ do Protocolo de Pesquisa n°
1229/07 - intitulado “Influéncia da criopreservag¢do na dindmica do fuso
meidtico e na ocorréncia de anormalidades cromossémicas em dvulos

humanos: comparagdo das técnicas de congelagdo lenta e de vitrificagdo”.

Atenciosamente,

( |3 A / \

Tania h’)\é:j’iaiédl silva

Secretdria

Comissdo de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa - CAPPesq

Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo
Rua Quidie Pires dr Camprs. 225, 8° andan - CER Q84Q3 A10 - S50 Pande — SP
Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 — e-mail : cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br
tms
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MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Satde
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 417/2008
Registro CONEP: 14801 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

CAAE - 1055.0.015.000-07 : Processo n® 25000.068610/2008-05
Projeto de Pesquisa: “Influéncia da criopreservagdo na dindmica do fuso meidtico e na
ocorréncia de anormalidades cromossdmicas em Svulos humanos: comparagdo das
téenicas de congelagdo lenta e de vitrificagdo”.

Pesquisador Responsavel: Dr. Edmund Chada Baracat

Instituicio: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo —Depto de Obstreticia e Ginecologia

CEP de origem: Hospital das clinicas da FMUSP-Séo Paulo

Area Temética Especial: Grupo A — Novos Procedimentos

Patrocinador: néo se aplica :

Sumario Geral do Protocolo

O projeto é de relevante importancia na érea de infertilidade, como alternativa ao
procedimento de congelamento de embrides.

Os ovos congelados tém sido utilizados para diferentes fins, em procedimentos de
fertilizagao in vitro, pra substituir a pratica de congelamento de embrides, para preservagéo
de 6vulos de pacientes com necessidade de radio ou quimioterapia.

As préticas de conservagdo desses Gvulos trazem problemas quando se faz o
descongelamento, e ultimamente as téenicas de criopreservagéo tém sido utilizadas na
tentativa de aumentar a taxa de fertiizagbes realizadas a partir desses Ovulos
descongelados. "

O presente estudo justifica-se na medida em que 08 potenciais defeitos decorrentes
da criopreservagdo serao avaliados, podendo gerar resultados surpreendentes e henéficos
para casals com infertilidade.

O objetivo principal visa a avaliar as madificagdes no fuso meidtico ¢ a ocorréncia
de aneuploidias em évulos humanos em estagio de vesicula germinativa, submetidos a
criopreservagéo pelas técnicas usuais de congelagéo lenta, ou por vitrificagéo.

A inovagdo proposta é a preservago e utilizagao de Svulos imaturos, que S&0
descartados, e serd possivel desenvolver um estudo com grande casuistica e observacbes
detalhadas do potencial das perturbagdes intracelulares apds a criopresenvacao de ovulos
humanos, estudos estes que nao foram ainda realizados.

Os critérios de incluséo foram definidos como: Pacientes em tratamento para
fertilizagdo in vitro em fase de captagdo de dvulos; Idade entre 18 — 35 anos; Para
exclusao: Idade acima de 35 anos; Antecedentes de aneuploidias ou abortamento de
repeticao; Diagnostico de endometriose :

' A coleta de Gvulos sera seletiva (apenas 6vulos de vesfcula germinativa (GV), com
‘exclusdo dos degenerados).Estes évulos, normalmente coletados nos procedimentos de
fertilizagao in vitro, néo séo usados para fertilizagao, sendo descartados apos sua coleta.

Local de realizagao :

O estudo desenvolver-se-a no Centro de Reprodugédo Humana Mério Govas do HC
da Divisao de Ginecologia da FM-USP. Entretanto, devido & desativagao temporaria deste
Centro, motivada por recente incéndio, se até o inicio da coleta o Centro néo })iver sido
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ENVIADO POR:CONSELHO NACIONAL DE SAUDE NO. TEL:61 3315 2158 26 JUN. 2088 16:16
"

Cont.do Parecer CONEP N° 417/2008
reaberto, as pacientes tratadas na Huntington Centro de Medicina Reprodutiva serdo os
sujeitos da amostra. Ja existe documento deste Centro autorizando o uso das
dependéncias para o estudo.

Local de Realizagao ’

Trata-se de Projeto de Pesquisa desenvolvido apenas pela Instituicio proponente
(Hospital das Clinicas/USP-SP), que possui estrutura adequada a este tipo de investigacao.
O atendimento prestado a pacientes serd o fornecedor dos sujeitos da Amostra, cujo N
amostral & igual a 94 mulheres que buscam o Servigo de Fertilizacdo /n vitro do Hospital.

Toda a equipe possui Curriculum Vitae e formacdo médica e cientifica que os
habilita & execu¢do do Projeto.

O projeto esté inserido num Programa de PG e sera utilizado para a defesa de
Dissertagao de Mestrado.

Apresentacéo do Protocolo .

O projeto envolve uma aluna de Pés-Graduagdo, que esta solicitando
financiamento de Aparelho de Andlise, e bolsa & Fundagdo de Amparo & Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP). Entretanto, como se trata de Servigo Hospitalar, a
pesquisa segue procedimentos de rotina e ndo exige orgamento especifico.

A Folha de Rosto estd corretamente preenchida e. nenhum item (or¢amento,
cronograma, documentos de aprovacdo do CEP) foi negligenciado.

" Néo havera formagdo de Banco Bioldgico, nem remessa de material bioldgico ao

exterior. .

Local de Realizagao ‘

O projeto ird se desenvolver apenas no Depto de Ginecologia e Obstetricia da FM-
USP/SP. Apenas se, devido a incéndio ocorrido final de 2007, no momento da coleta de
material ndo houver ainda condigbes de atendimento, esta seré realizada em Centro
especializado, do qual os pesquisadores ja tém autorizagéo.

Comentérios

O projeto ndo oferece risco As pacientas, nem prejuizos na tenfativa de
fecundagdo, desde que os dvuics a serem utilizados séo normalmente descartados. A
presente Pesquisa oferece a oportunidade de se controlarem fatores que interferem na
qualidade dos dvulos, apds congelamento/descongelamento, fatores estes cujas origeinc
n&o puderem ainda ser conhecidas e/ou controladas.

Os métodos para preparacda dos dvulos, e os protocolos de congelamento e
descongelamento/aquecimento, vitrificagdo, estdo descritos de maneira clara, com
pormenores precisos. Para a andlise do fuso meiético foi solicitado aparelhagem a
FAPESP, apesar de ja existirem aparelhos no Hospital das Clinicas. Os procedimentos
para deteccio de aneuploidia (andlise de cariétipos) estio bem delineados e as anélises
estatfsitca sdo apropriadas.

0 Termn de Oonsentimenta |ivre @ Fsolaracido (TCLE) apesar de n&o estar
escrito em forma de convite, é sucinto, claro e de facil compreenséo. Descreve 0s
objetivos da pesquisa e mostra, objetivamente, a auséncia—de riscos adicionais aos
procedimentos de coleta de évulos para fertilizagéo in vitro. E que também néo havera
prejuizos, pelo uso de évulos em outro pfocedimento (pesquisa), desde que estes sdo
évulos comumente descartados, por serem imaturos. Ha a possibilidade de contatos
diretos com 0s pesquisadores, e a op¢do de sair da pesquisa, se a paciente o desejar, ou
se houver algum dano & sadde. Neste caso, est4 assegurada a assisténcia hospitalar.
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Apéndices
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Cont.do Parecer CONEP N° 417/2008
Consideragoes

O Unico ponto critico deste projeto seria a impossibilidade de se realizar a coleta
dos 6vulos fora do Departamento de Ginecologia e Obstetricia do HC, devido a incéndio
ocorrido no final de 2007. Entretanto, se no momento da coleta este problema nao estiver
resolvido, ha a possibilidade de realizar as coletas em Centro particular (documento
anexado ao projeto), que presta Servico em Fertilizagao Assistida.

Diante do exposto, a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, de
acordo com as atribuigbes definidas na Res. CNS 196/96, manifesta ~ se pela
aprovagao do projeto de pesquisa proposto.

Situagéo: Projeto aprovado.

Brasilia, 25 de junho de 2008,

le Saddi Tannous
Coordenadera da CONEP/CNS/MS
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