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Cultura de Embrides ateé o Estagio de Blastocisto: Comparagdo
entre 0 Uso de Meios Seqtienciais e de Co-Cultura

Embryo Culture to Blastocyst Stage:
Comparison Using Sequential Medium and Coculture
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RESUMO

Obijetivos: comparar o desenvolvimento embrionario com o uso de dois métodos diferentes
de cultura (meio sequencial ou co-cultura em células Vero).

Métodos: foram incluidas 110 pacientes que tiveram ovécitos aspirados e submetidos a
fertilizacao in vitro. Metade das pacientes teve seus embrides cultivados juntamente com
células Vero e a outra metade em meio sequiencial G1:2/G2:2. Os embrides foram transferidos
no dia 5 poés-fertilizacao, apds avaliacdo morfolégica, verificando-se a taxa de blastulacdo. A
gravidez foi definida por meio de ultra-sonografia, verificando-se batimento cardiaco apés a
132 semana poés-transferéncia.

Resultados: a taxa de blastocistos expandidos encontrada em nosso estudo foi de 15,9% e
14% com células Vero e G1:2/G2:2, respectivamente. Com células Vero 36,0% das pacientes
engravidaram com taxa de implantacao de 18,9%. Quando se utilizou G1:2/G2:2 as taxas de
gravidez e implantacao foram 28,9% e 14,9%, respectivamente. Em apenas 17 casos obtiveram-
se blastocistos apds co-cultivo em células Vero, apresentando 76,5% de taxa de gravidez e
63,0% de implantacao. Quando o cultivo foi em G1/G2 21 pacientes apresentaram blastocistos
e as taxas de gravidez e implantacao foram de 57,1 e 76,0%, respectivamente.

Conclusao: ndo houve diferenca significativa entre as taxas de gravidez ou implantacdo nos
2 tipos de cultivo. Nos casos em que blastocistos expandidos foram transferidos, as taxas de
implantacdo e gravidez aumentaram com ambos os tipos de cultivo. Nestas pacientes,
independente do tipo de cultivo utilizado, um nimero maior de ovdcitos foi obtido, o que nos
leva a pensar que nao apenas as condi¢es de cultura influenciam as taxas de implantacao
e gravidez, mas a qualidade dos 6vulos também é importante, pois as “boas respondedoras”
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tiveram melhores resultados.
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Introducdo

As condices de cultura de embrides huma-
nos tém sido responsabilizadas como principal fa-
tor pelas baixas taxas de implantacéo e gravidez?.
E dificil avaliar morfologicamente os efeitos dele-
térios que os meios de cultura exercem sobre os
embribes. Na tentativa de avaliar a viabilidade dos
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embribes, muitos autores tém realizado a trans-
feréncia para o Utero no dia 5 pés-fertilizacao em
estagio de blastocisto, sendo sugerido por alguns
gue isto so6 é valido nos casos em que se tem gran-
de numero de embrifes, ao passo que outros apoi-
am a idéia de que a sincronizagdo do embrido com
o trato feminino é importante?3. O principal pro-
blema relacionado a transferéncia de blastocistos
€ conseguir condi¢Bes de cultura adequadas para
suportar o desenvolvimento dos embrides até o dia
5 ou 6 apos a fertilizagao.

Ha poucos anos foi focada atencéo nos bene-
ficios que a co-cultura, principalmente nos casos
de falhas sucessivas de implantacéo, pudesse ofe-
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recer. Guerin e Nicolet* relataram os resultados
de 11 grupos franceses, que apos realizarem 1603
culturas de embrifes com outras células conse-
guiram taxa de blastulacéo de 41,8% e taxas de
gravidez e implantacéo de 32,9 e 24,8%, respecti-
vamente. Estes grupos utilizaram as células Vero,
mas outros tipos celulares como células epiteliais
de oviduto bovino e humano®® ou fibroblastos
uterinos bovinos’ parecem ter o mesmo efeito
quanto a melhorar o desenvolvimento do embriéo.

Outros autores renovaram as esperancas de
melhores taxas de gravidez com o advento dos meio
de cultura sequenciais livres de soro, formulados
para cultura do zigoto até a fase de blastocisto. Re-
centemente, estudos sobre a fisiologia e metabo-
lismo do embrido levaram ao uso de meios mais
proximos as necessidades dos embrides. As mu-
dancas na composicdo dos meios incluem modifi-
cacdes no conteudo de carboidratos e aminoacidos,
entre outras. Estes meios elevaram as taxas de
formacéo de blastocisto a niveis superiores a 50%
no dia 5 de desenvolvimento, e taxas de gravidez e
implantacdo superiores a 60 e 40%, respectiva-
mente3.

Ainda existe muita controvérsia entre os
autores quanto as melhores condic¢@es de cultura.
Este estudo tem o intuito de comparar os resulta-
dos da utilizacao de células Vero e meios
sequencias no cultivo de embries in vitro.

Pacientes e Métodos

Este estudo envolveu 110 pacientes com ida-
de entre 23 a 45 anos, que durante o periodo de
fevereiro de 1999 a julho de 2000 procuraram a
Clinica Materbaby com infertilidade e foram
indicadas para fertilizacdo in vitro. Foram realiza-
dos 110 ciclos, sendo subdivididos aleatoriamente
em dois grupos de 55 ciclos cada. A incluséo das
pacientes no estudo ocorreu apos consentimento
informado prévio. Estas pacientes tiveram seus
embrides co-cultivados em células Vero, células
de capsula renal de macacos Rhesus (Grupo 1) ou
mantidos em meio sequencial (Grupo 2), sendo os
grupos determinados por sorteio aleatorio, inde-
pendente de idade ou causa da infertilidade. A
causa da infertilidade em 53 casos foi o fator mas-
culino. Nos casos restantes, as causas de inferti-
lidade feminina incluiram endometriose (12), fa-
tor tubario (14), esterilidade sem causa aparente
(29 casos) e 4 casos de faléncia ovariana, que uti-
lizaram doacao de 6vulos.

A estimulacéo ovariana foi iniciada apos blo-
queio hipofisario com acetato de leuprolida
(Lupron, TAP Pharmaceutical, Abbott Laboratories,
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Chicago, IL, USA), 0,15 mL/dia, iniciado entre o
vigésimo primeiro e o vigésimo terceiro dia do ci-
clo menstrual e mantido até o inicio da menstrua-
¢ao seguinte. No terceiro dia de sangramento era
iniciada a inducédo, com reducdo do Lupron para
0,05 mL/dia, e a estimulacdo ovariana era inicia-
da com hormoénio foliculo-estimulante (Metrodin,
Serono, S&o Paulo, SP, Brasil) na dose de 150-225
Ul/dia ou gonadotrofina menopausal humana
(Menogon, Ferring, S&o Paulo, SP, Brasil), 75-225
Ul/dia. O crescimento folicular foi monitorado so-
mente por ultra-sonografia endovaginal. Foi admi-
nistrada gonadotrofina coriénica humana (HCG,
10.000 Ul, Profasi, Serono) quando pelo menos 3
foliculos com 20 mm de didmetro foram observa-
dos. Os ovécitos foram aspirados 34-36 horas apos
a injecdo de HCG usando puncdo ovariana
transvaginal guiada pelo ultra-som.

Os ovacitos colhidos foram lavados em D-PBS
(Gibco Laboratories, Grand Island, NY, USA), trans-
feridos para placas contendo meio de cultura
Ménézo B2 (Laboratorie CCD, Paris, Franca) e
mantidos em incubadora (Forma, modelo 3159) a
37°C, com atmosfera contendo 5% de CO, e umi-
dade de 97%. O sémen foi preparado por meio de
gradiente descontinuo de Percoll (55/90%,
Pharmacia, Uppsala, Sweden). Nos casos de infer-
tilidade por fator masculino os ovocitos foram sub-
metidos a injecao intracitoplasmatica. Tal proce-
dimento era realizado 3 a 6 horas ap0s a coleta
dos ovacitos, quando estes eram desnudados com
o0 auxilio de hialuronidase (H-3757, Sigma, St.
Louis, MO, USA). Nos casos hos quais 0s parame-
tros do sémen eram adequados foi realizada a
inseminacdo dos ovoécitos com 100.000
espermatozoides/mL.

Quando era realizada a micromanipulacéo,
utilizava-se microscoépio invertido Diaphot 300
(Nikon, Jap&o) com contraste de fase Hoffman, sob
aumento de 400X. O microscoépio era equipado com
micromanipuladores hidraulicos MMO-204D e
injetores IM6 (Narishige, Tokyo, Japan). Durante
o procedimento um Unico espermatozoéide era iden-
tificado, imobilizado e aspirado a partir de uma gota
de meio de cultura tamponado HTF (lrvine
Scientific, Santa Ana, CA, USA) contendo
polivinilpirrolidona (Irvine Scientific). Os ovocitos
foram mantidos por uma pipeta de sustentacéo,
enquanto o espermatozéide era injetado.

A confirmacéo da fecundacéo era verificada
15 a 18 horas ap6s a fertilizacdo e os embrides
com 2 pro-nucleos (PN) eram depositados sobre a
monocamada de células Vero cultivadas em meio
de cultura Ménézo B2 com 10% de soro sintético
(Irvine) ou em meio G1:2 com soro albumina hu-
mana a 5% (lrvine). O congelamento dos embri-
0es em proé-nucleo foi realizado segundo protoco-
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lo proposto por Check et al.?, ndo obedecendo a
um padrao, sendo realizado segundo o histérico
de cada paciente.

As placas contendo células Vero eram pre-
paradas previamente, sendo descongeladas ou
repicadas a partir de outros frascos mantidos em
estufa. Quando descongeladas, as células eram
lavadas e diluidas de modo a obter-se concentra-
¢ao de 200.000 a 400.000/mL. O repique era rea-
lizado com o auxilio de tripsina (T-8642, Sigma)
gue descolava as células do fundo do frasco, sendo
posteriormente lavadas e diluidas adequadamen-
te. Eram mantidas a 37°C e 5% de CO,, alcangan-
do a confluéncia de células dentro de 48 horas.

Os embrides eram mantidos em co-cultivo
até o dia 3 poés-fertilizacao, quando sofriam troca
de cerca de 70% de seu meio de cultura por meio
novo, sendo entdo mantidos até o dia 5. A transfe-
réncia uterina somente era realizada neste dia,
quando pelo menos um dos embrides tivesse atin-
gido o estagio de blastocisto. Caso contréario, eles
eram mantidos por mais um dia em cultura.

Os embrides colocados em meios sequén-
cias permaneciam em placas contendo 50 pL de
meio G1:2 cobertas com dleo mineral até o dia 3,
quando eram transferidos para 50 pL de meio G2:2
com soro albumina humana 5%, permanecendo
até o dia 5. Quando nao havia a presenca de
blastocisto, trocava-se o meio G2:2 e a transferén-
cia era realizada no dia 6.

Nos 2 grupos eram selecionados para a
transferéncia apenas os embrides que nao apre-
sentassem sinal de bloqueio do desenvolvimento.
Quando havia mais de 3 blastocistos para a trans-
feréncia, o restante era congelado, segundo proto-
colo proposto por Ménézo et al.®.

A fase lutea foi suplementada com 50 mg/
IM/dia de progesterona, 16 mg/dia de
metilprednisolona e 80 mg/dia de &acido

Tabela 1 - Comparacéo entre 0 uso de G1/G2 e células Vero no cultivo dos embrides.
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acetilsalicilico. A gravidez foi definida pela presen-
¢ca de gestacdo viavel e batimento cardiaco pre-
sentes ap0s a 132 semana pos-tranferéncia.

As variaveis qualitativas foram representa-
das por frequéncia absoluta (n) e relativa (%) e a
diferenca entre os dois grupos foi verificada pelo
teste do x2. As variaveis quantitativas foram re-
presentadas por média e desvio padréo (DP) e os
dois grupos foram comparados em relacéo a essas
variaveis pelo teste t de Student para amostras
independentes. Adotou-se o nivel de significancia
de 0,05 (o = 5%). Niveis descritivos (p) inferiores a
esse valor foram considerados significantes e
marcadas com *.

Resultados

Das 55 pacientes incluidas no Grupo 1, fo-
ram colhidos 435 ovécitos e destes, 362 (83,2%)
foram inseminados e/ou fertilizados. Os restan-
tes ndo estavam em metafase Il (MIl) ou apre-
sentavam alteracdes morfologicas. Apos 18 h da
fertilizacdo foram observados 259 embrides
(71,5%), sendo 182 (70,3%) mantidos em co-cul-
tivo por 5a 6 diase 77 (29,7%) congelados quando
apresentavam 2 PN. Foram obtidos 50
blastocistos/zigoto, atingindo uma taxa de
blastulacéo de 27,5%, sendo que 29 destes (15,9%)
eram blastocistos expandidos (BE). Apenas 148
embrides foram transferidos apés o término da
co-cultura, para 50 pacientes, das quais 18
engravidaram (36,0%). Em 3 casos nao houve
embrides viaveis para transferéncia e em 2 ca-
sos ndo houve recuperagao dos ovocitos. A taxa
de implantacdo foi de 18,9%, pois 28 sacos
gestacionais com batimento cardiaco foram ob-
servados a ultra-sonografia (Tabela 1).

Células Vero Gl/G2
NUmero de pacientes 55 55
Média + DP da idade em anos 332+49 325+52
Média + DP do n° de ovoécitos colhidos 79+6,2 6,7+5,0
Média + DP do n° de embrides com 2 PN 47+43 39+33
Média + DP do n° de embries cultivados até D5 ou D6 33+20 38+31
Média + DP do n° de embrides transferidos 30+16 28+18
Taxa de fertilizagdo (% embrides com 2PN/ovécito em Mil) 71,5 70,2
Taxa de blastocistos desenvolvidos de 2PN (%) 27,5 37,7
Taxa de BE desenvolvidos de 2 PN (%) 15,9 14,0
Taxa de gravidez clinica/transferéncia (%) 36,0 28,9
Taxa de implantagdo (% por saco gestacional) 18,9 14,8
PN = pré-nlcleos; BE = blastocistos expandidos; MIl = metéfase |I.
RBGO-v.23 9, 2001 591
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Em 17 pacientes obtiveram-se embrides no
estagio de BE apos co-cultivo (Grupo 1). Nestas pa-
cientes foram colhidos 220 ovdcitos, sendo 191
(86,8%) em Mll, e fertilizados 128 (67,0%). Os 79
embrides co-cultivados desenvolveram 29
blastocistos expandidos, sendo transferidos 27, pois

Cultura de embrides

2 foram congelados. Treze destas pacientes
engravidaram (76,5%) e foram observados 17 sa-
cos gestacionais com batimento cardiaco, sendo a
taxa de implantacéo 63,0% se considerarmos ape-
nas os BE transferidos (Tabela 2).

Tabela 2 - Comparagao entre G1/G2 e células Vero nas pacientes que tiveram desenvolvimento a blastocisto expandido.

Células Vero Gl/G2

NUmero de pacientes (%) 17 (30,9%) 21 (38,2%)
Média + DP da idade em anos 30,6 +4,7 316 +49
Média = DP do n® de ovécitos colhidos 121 +57 10,2 +5,2
Média = DP do n°® de embrides com 2 PN 76+45 6,5+28
Média = DP do n° de embrides cultivados até D5 ou D6 46 +1,4% 6,3+ 27*
Média + DP do n° de BE desenvolvidos de 2 PN 1,7+10 14+08
Taxa de fertilizagdo (% embrides com 2 PN/ovdcitos MIl) 67,0 75,1
Taxa de gravidez clinica/transferéncia (%) 76,5 57,1
Taxa de implantacao/BE transferido (% por saco gestacional) 63,0 76,0

*p<0,05
PN = pro-ndcleos; BE = blastocistos expandidos; MIl = metéafase II.

No Grupo 2 foram incluidas também 55 pa-
cientes, obtendo-se 305 ovocitos em Ml (82,2%),
que foram inseminados ou submetidos a injecéo
intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI), e os
66 ovocitos restantes (17,8%) foram descartados.
Foram obtidos 214 embrides (70,2%) e apenas 7
foram congelados em 2 PN. Dos 207 embrides cul-
tivados, 78 chegaram ao estagio de blastocisto
(37,7%), sendo 29 destes blastocistos expandidos
(14,0%). Foram transferidos 128 embrides, sendo
estes transferidos para 45 pacientes. Destas, 13
engravidaram (28,9%). Em 6 casos houve falha de
coleta de ovocitos, em 2 casos falha de fertilizacéo
e em 2 casos 0s embrifes pararam o desenvolvi-
mento muito precocemente. Foram observados 19
sacos gestacionais com batimento cardiaco a ultra-
sonografia, sendo a taxa de implantacéo de 14,8%.

Nas 21 pacientes que tiveram BE ap6s culti-
vo em G1:2/G2:2, foi obtido um total de 214 ovdcitos,
com 181 (84,6%) em MII. A taxa de fertilizag&o foi
de 75,1% (136/181). Dos 132 embrifes que perma-
neceram em cultivo, 29 desenvolveram-se até o
estagio de BE, sendo 25 destes transferidos e o res-
tante congelado. A taxa de gravidez foi de 57,1%,
pois 12 pacientes engravidaram. A taxa de implan-
tacéo por BE transferido foi de 76,0%, com 19 sacos
gestacionais com batimento cardiaco.

DiSCUSSao

Na tentativa de obter embrides com maior

chance de implantacdo, muitos autores tém utili-
zado meios sequénciais no cultivo destes. A idéia
do meio seqiiencial baseia-se na divisao do perio-
do pré-implantacional em 2 fases. A primeira
corresponde ao estagio de clivagem do embrido,
caracterizado por niveis baixos de biossintese, bai-
xa capacidade respiratéria e limitada capacidade
de utilizar glicose como fonte de energia, pois a
funcdo mitocondrial esta diminuida. Ja no perio-
do pos-compactagdo aumentam as taxas de
biossintese, assim como a capacidade respirato-
ria e a habilidade para utilizar glicose!. De acordo
com as mudancas fisiologicas é importante con-
siderar mudancas nas formulagfes dos meios.

A ocorréncia do bloqueio de desenvolvimen-
to em varias espécies coincide com a transic¢do do
estagio do oviduto para o Utero. Embrifes de
hamster entram no Utero com 4-8 células, cor-
respondendo esta fase ao bloqueio de desenvolvi-
mento in vitro. Embrifes de coelho permanecem
no oviduto até tornarem-se moérulas, a mesma
etapa na qual o bloqueio de desenvolvimento pode
ser induzido in vitro. O bloqueio de desenvolvimento
também ocorre em morula, em embrides de gato,
0 mesmo estagio no qual eles entram no UGtero'®.
Anaélises do fluido do oviduto e do Utero ao longo do
ciclo hormonal revelam mudancas na concentra-
¢ao de carboidratos tanto dentro do ciclo como en-
tre o oviduto e o Utero. Gardner e Lane? verifica-
ram que os niveis de glicose no oviduto sdo mais
baixos quando o ovocito/pré-embrido estédo presen-
tes (0,5 mM), ao passo que o piruvato estd aumen-
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tado (0,32 mM) e no utero a glicose alcanca um
pico de 3,15 mM e o piruvato esta bem diminuido
(0,1 mM). Entretanto, deve-se levar em conside-
racao que o ovocito e o pré-embrido sao circunda-
dos por células do cumullus que sdo muito ativas
metabolicamente e consomem glicose liberando
piruvato e lactato. Além disso, é importante con-
siderar que o embrido de 2 células possui um
transportador especifico para a glicose, indicando
alguma funcéo fisiologica para esta hexose, tal-
vez outra que ndo como fonte de energia. O desvio
da utilizac&do da glicose para outras vias pode le-
var a biossintese de importantes anabdlitos para
0 embrido, e o caminho metabdlico e nutrientes
preferidos podem levar a vantagens no suporte do
desenvolvimento do embrido in vitro. Importantes
reguladores do metabolismo energético sdo os
aminoacidos. Os aminoacidos essenciais nao pa-
recem conferir nenhum beneficio ao embrido até
o estagio de 8 células, e até podem resultar em
perda de viabilidade?. Todos estes dados demons-
trados a respeito do metabolismo do embriéo jus-
tificam a utilizacdo dos meios sequienciais.
Schoolcraft et al.'* mostraram recentemen-
te taxas de gravidez e implantacdo, com o uso de
meios sequenciais, superiores as obtidas com o
uso de co-cultivo por outros autores. Nosso traba-
Iho n&o mostrou diferenca entre as taxas obtidas
entre os dois tipos de cultivo. Ha diferencas im-
portantes entre o estudo de Schoolcraftet al.* e o
Nnosso. A primeira é que nés usamos o0 G1:2/G2:2
“comercial” no cultivo dos embrides, meio este que
passou por transporte e provavelmente oscilacdes
de temperatura que podem alterar a sua composi-
¢ao e causar danos aos embrides. Outra diferenca
relevante é que a média do numero de zigotos/
paciente foi menor e menos constante (4,0 + 3,3 x
12,9 + 0,5) em nosso estudo. Isto ocorreu devido a
diferencas no critério de inclusédo e selecao de
pacientes. Apenas as pacientes “boas responde-
doras”, com pelo menos 10 foliculos 212 mm em
diametro no dia da injecdo do HCG, foram inclui-
das no estudo de Schoolcraft et al.**. Foram man-
tidas no estudo, também, somente as pacientes
com 4 ou mais ovocitos fertilizados, pois as pacien-
tes com 3 ou menos zigotos tiveram seus embri-
0es transferidos no dia 3 de desenvolvimento, di-
ferente de nosso estudo, em que todas as pacien-
tes, mesmo com menos de 3 pré-embrides, tive-
ram a transferéncia no dia 5 pds-fertilizacao.
Pode-se verificar em nosso estudo que nas
pacientes que tiveram blastocistos expandidos a
taxa de gravidez e implantacéo foi superior (Tabe-
la 2) a estatistica geral. Deve-se observar no en-
tanto que estas pacientes tiveram ndmero maior
de ovécitos colhidos, e portanto de embrifes em
PN, tanto com células Vero como com G1:2/G2:2

Cultura de embrides

(Tabela 2). Se considerarmos apenas as pacien-
tes nas quais se obtiveram mais que 7 ovocitos
em MIIl, observamos que 65% das pacientes com
G1:2/G2:2 tiveram blastocistos expandidos e ape-
nas 39% tiveram este éxito quando consideramos
todas as pacientes. A taxa de pacientes que tive-
ram blastocisto expandido com o uso de células
Vero também variou de 33 para 54% nas pacien-
tes com mais de 7 ovocitos em MIl (dados néo
mostrados). Quando utilizamos células Vero, dei-
xamos um numero menor de embrifes em cultivo
(o restante foi congelado em PN), mas mesmo as-
sim ndo houve diferenca significativa no namero
de blastocistos expandidos obtidos entre os dois gru-
pos. Isto nos leva a acreditar que a qualidade dos
ovacitos, e ndo apenas 0 numero, interfere com a
obtencé&o de blastocistos expandidos. Pode-se veri-
ficar entdo que quando incluimos pacientes “boas
respondedoras” nossa taxa de gravidez e implan-
tacdo sofre um incremento significativo, indepen-
dente do procedimento de cultivo utilizado.

Acredita-se que as células somaticas modifi-
quem o meio de cultura de uma maneira consis-
tente com a fisiologia do embrido. Os sistemas de
co-cultura alteram o meio, seja pela secrecédo de
substancias importantes ao desenvolvimento do
embrido, como pela extracdo de impurezas ou re-
ducao de niveis de nutrientes do meio*2. Esta redu-
¢ao pode ser inclusive nos niveis de glicose, o que
€ consistente com a teoria do uso dos meios
sequenciais. Mas um detalhe importante é que
estas células tém sido utilizadas mesmo durante o
periodo pés-compactacéo, quando a necessidade de
glicose parece ser maior. Nas pacientes que tive-
ram transferéncia em estagio de blastocisto expan-
dido, foi observada tendéncia a uma maior taxa de
implantacéo quando o meio G1:2/G2:2 foi utilizado
(Tabela 2), sugerindo melhor qualidade destes
blastocistos, mesmo n&o bem evidenciada morfolo-
gicamente, em relagcdo ao co-cultivo. Além disso,
comparando-se o resultado entre transferéncia no
dia 3 ou dia 5 poés-fertilizacéo apds o uso de células
Vero se ndo encontraram diferencas significativas
nas taxas de gravidez ou implantacdo®®. O mesmo
tem sido evidenciado quando se utilizam meios
sequenciais, tendo muitos autores optado por cul-
tura de longa duracédo apenas nos casos em que se
tem um numero grande de embrides para selecio-
nar aqueles a serem transferidos.

Grande importancia tem sido dada ao co-
cultivo devido a secrecao de fatores de crescimento
pelas células. Kurachi et al.1* determinaram que
a presenca de EGF e TGF-a sdo importantes para
o desenvolvimento de embrides de camundongo.
A adicdo de anticorpos monoclonais para os re-
ceptores dos mencionados fatores de crescimento
reduziram o desenvolvimento a blastocistos, en-
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tdo indiretamente sugerindo que estes fatores sdo
necessarios. Sargent et al.'® sugerem a producéo
de meios de cultura definidos, sem soro e
suplementados com fatores de crescimento. A adi-
¢ao de fatores ao meio de cultura promove o de-
senvolvimento de blastocistos in vitro de um gran-
de nimero de espécies®8 Dunglison et al.'® au-
mentaram a formacéo de blastocistos humanos de
18,4 para 43,6% apo6s a adicao de LIF ao meio (1000
Ul/mL). Este incremento as taxas de formacao de
blastocistos utilizando o LIF também foi observado
por outros autores?®?!, mas existem controvérsi-
as quanto a melhoria no desenvolvimento embrio-
nario??2. Martin et al.?® cultivaram embrides hu-
manos em um meio modificado, com niveis redu-
zidos de glicose e lactato e adi¢cdo de aminoacidos
essenciais, aumentando a taxa de formacédo de
blastocistos de 40,7 para 45,5%, mas na presenca
de 1 nM de “heparin-binding epidermal growth
factor” (HB-EGF) a taxa foi aumentada para 65,4%
e com 100 nM de HB-EGF foi para 71,0%, sendo
que 81% destes embrides alcancaram o “hatching”.
N&o houve diferenca na qualidade dos blastocistos,
entretanto sdo necessarias mais investigacoes
gquanto a normalidade destes embrifes antes do
uso clinico®. Além dos fatores de crescimento e/
ou citocinas, uma variedade de lipideos, incluin-
do acidos graxos livres, triglicerideos e
fosfolipideos, tém sido sintetizados e liberados no
meio de cultura pela co-cultura, além de enzimas
antioxidantes que podem aumentar o desenvolvi-
mento embrionario pela metabolizacao de radicais
livres?2.

Apesar dos grandes avancos nas técnicas de
reproducdo humana nos ultimos anos, as taxas
de gravidez ainda sdo insatisfatorias e estudos
ainda serédo necessarios para elucidar melhor os
aspectos fisiologicos e metabodlicos dos embrides.
Dividir as exigéncias metabolicas do embrido ape-
nas em 2 fases, pré- e pés-compactacao, talvez seja
insuficiente. Quanto aos fatores de crescimento,
talvez eles sejam necessarios apenas em deter-
minados estagios de desenvolvimento do embrido,
e talvez possam causar efeitos deletérios se usa-
dos inapropriadamente. Um ponto parece ser de
consenso entre os autores: a necessidade da trans-
feréncia de embrides morfologicamente saudaveis,
independentemente do estagio em que for feita a
transferéncia. Pode-se comprovar pela Tabela 2
gque quando as pacientes tiveram bons embrifes
para a transferéncia, ou seja, blastocistos expan-
didos, tiveram taxas de gravidez aumentadas, seja
com o uso de células Vero ou G1:2/G2:2. As taxas
de implantacao também aumentam, principal-
mente porque apenas embrides morfologicamen-
te ideais foram transferidos.

Cultura de embrides

SUMMARY

Purpose: to compare the embryonic development obtained
with two different culture methods (sequential medium or
coculture in Vero cells).

Methods: oocytes were recovered from 110 patients and
submitted to in vitro fertilization. The embryos of half of the
patients were co-cultured with \lero cells and the embryos of
the other half were culturedin sequential G1:2/G2:2 medium
for five days. The embryos were transferred on the 5th day
after fertilization after morphological evaluation for the
determination of blastula formation rate. Pregnancy was
defined by ultrasonography and a fetal heartbeat was
determined 13 weeks after transfer.

Results: the expanded blastocyst rate found in our study was
15.9 and 14% with Vero cells and G1:2/G2:2, respectively.
With Vero cells 36.0% of patients became pregnant and the
implantation rate was 18.9%. When G1:2/G2:2 was used,
the pregnancy and implantation rates were 28.9 and 14.9%,
respectively. Only 17 patients had blastocysts after coculture
in \ero cells, with a 76.5% pregnancy rate and a 63.5%
implantation rate. When embryos were cultured in GL/G2,
21 patients presented blastocysts and the pregnancy and
implantation rates were 57.1 and 76.0%, respectively.
Conclusion: there was no significant differencein pregnancy
or implantation rates between the 2 types of culture. When
expanded blastocysts wer e transferred, the implantation and
pregnancy rats increased with both culture types. In these
patients, regardless of the type of culture used, a larger
number of oocytes was obtained, suggesting that the
implantation and pregnancy rates are affected not only by
the culture conditions but also by the quality of the eggs,
since “ good responders’ had better results.

KEY WORDS: Invitrofertilization. Infertility. Embryo culture.
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