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Resumo

OBJETIVO: Avaliar o estagio de maturagdo nuclear de odcitos com o primeiro corpisculo polar (CP) visivel de pacientes
inférteis submetidas & estimulagdo ovariana para injecdo infracitoplasmética de espermatozoide (ICSI) e comparar os
resullados da injecdo infracitoplasmdtica de espermatozoide entre os odcitos em teléfase | (Tl e metdfase Il (M), e
enfre aqueles em metdfase Il com e sem fuso celular visivel. METODOS: Estudo prospectivo que incluiu 106 pacientes
inférteis submetidas & injecdo infracitoplasmética de espermatozoide. Foram incluidas pacienfes com idade menor
ou igual a 38 anos, horménio foliculo estimulante [FSH| basal menor que 10 miU/mL e indice de massa corpérea
(IMC) menor que 30 kg/m?. Foram excluidas pacientes com doengas sistémicas, com qualquer infeccdo ativa,
tabagistas ou que fizeram uso de medicagdes hormonais e anti-inflamatérias hormonais e néo hormonais nos Gltimos
dois meses, previamente & programagdo para o procedimento de reprodugdo assistida. Os odcitos com extrusdo do
primeiro corpUsculo polar foram avaliados pela microscopia de polarizagdo, imediatamente antes da realizagéo da
injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide, e caracterizados quanto co esfégio de maturagdo nuclear (teléfase
I ou metéfase Il). Os oécitos em metéfase |l foram avaliados de acordo com a presenga ou néo do fuso meidtico.
Foram analisadas as taxas de fertilizagdo, clivagem e o nimero de embrides de boa qualidade no segundo dia (D2)
de desenvolvimento. Os dados foram analisados comparativamente afravés do teste exato de Fisher. Em fodas as
andlises foi considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05). RESULTADOS: O fuso meidtico de 516 obcitos foi
visualizado através da microscopia de polarizagdo. Dezessete dos 516 odcitos avaliados estavam em teléfase | (3,3%)
e 499 (96,7%) em metdfase II. Os odcitos injetados em teldfase | apresentaram taxas de fertilizagdo significativamente
menores do que os injefados em metdfase Il (53 e /8%, respectivamente) e ndo produziram nenhum embrido de boa
qualidade no segundo dia. Comparando-se os oécitos com e sem fuso celular visivel, ndo foi observada diferenca
significativa nos resultados de injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide. CONCLUSOES: Oécitos injelados em
telofase | apresentaram menores taxas de fertilizacdo quando comparados aos em metdfase |I. E possivel que a andlise
do estagio de maturagdo nuclear oocitdria, por meio da microscopia de polarizagdo, possa ser utilizada como fator
de predicdo das taxas de fertilizagdo pésinjegdo infracitoplasmatica de espermatozoide.

Abstract

PURPOSE: To evaluate the nuclear maturation stage and the presence of meiotic spindles of in vivo matured oocytes from
infertile women undergoing stimulated cycles for intracytoplasmic sperm injection (ICSI) and compare infracytoplasmic
sperm injection outcomes between ococytes in felophase | (Tl) and mefaphase Il [MIl), and the ones with and without
visible meiofic spindle. METHODS: A prospective and controlled study with 106 infertile patients who underwent
ovarian stimulation for infracytoplasmic sperm injection purposes. Patients aged 38 years or less, with basal follicle
stimulating hormone (FSH) less than 10 mlU/mL and body mass index (BMI) less than 30 kg/m2. Were included patients
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presenting any systemic diseases, any active infection, smokers or patients who had been using hormonal medications and hormonal and nonhormonal
antiinflammatory drugs for the past two months prior to the assisted reproduction procedure were excluded. The oocytes with the first polar body extruded
(in vivo matured oocytes) were imaged by polarization microscopy immediately before intracytoplasmic sperm injection and characterized according to
nuclear maturation stage (telophase | and metaphase 1l) and fo the presence of a meiotic spindle. We analyzed the fertilization rates, cleavage, number of
good quality embryos on the second day (D2) from oocytes on felophase | versus those in metaphase I, and mefaphase |l visible spindle versus non-isible
ones. Data were analyzed comparatively by Fisher's exact test. The level of significance was set at 5% in all analyses (p<0.05). RESULTS: The meiotic
spindles of 516 oocytes were imaged using polarization microscopy. From the 516 oocytes analyzed, seventeen were in telophase | (3.3%) and 499
(96.7%) in mefaphase II. The oocytes injected in telophase | had significantly lower fertilization rates than those injected in metaphase Il (53 and 78%,
respectively) and produced no good quality embryos on day 2. VWhen the oocytes with and without a visible meiofic spindle were compared, there was
no significant difference in the intracytoplasmic sperm injection results. CONCLUSIONS: Oocytes injected in telophase | showed lower fertilization rates
when compared to those in metaphase Il. It is possible that the analysis of cocyte nuclear maturation by polarization microscopy can be used as a predictor

of fertilization affer intracytoplasmic sperm injection.
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Introducao

Métodos ndo invasivos para a avaliagdo da qualidade
oocitdria, importante determinante da qualidade embriondria
e sucesso dos procedimentos de reproducio assistida, sio
muito importantes quando se trabalha com um material
limitado e valioso como os 6vulos humanos.

Sabe-se que para 0 o6cito maduro estar preparado para
a fertilizagdo € necessdrio que o fuso meidtico, estrutura
fundamental no processo de desenvolvimento oocitd-
rio, mantenha a sua integridade e funcionabilidade'.
Um fuso funcionante, essencial em o6citos sadios em
metdfase IT (MII), garante a fidelidade da segregacio
cromossdmica®®. A metodologia considerada como
padrdo-ouro para a avaliagdo dessa estrutura celular é
a imuno-histoquimica com andlise confocal dos micro-
tibulos e distribui¢do cromossdémica’®. Todavia, essa
metodologia requer a fixa¢io dos o6citos, inviabilizan-
do a sua utiliza¢do subsequente nos procedimentos de
reprodugdo assistida. Com a padronizagdo e a utilizagdo
da microscopia de polarizagdo, que permite a andlise de
estruturas birrefringentes, como o fuso celular oocitdrio,
sem comprometer a sua viabilidade e utiliza¢do clinica
subsequente, tém surgido diversos estudos avaliando a
aplicabilidade clinica dessa metodologia como preditora
da qualidade oocitdria e dos resultados dos procedimentos
de reproducio assistida (RA)>!!.

A microscopia de polariza¢do permite ao embriolo-
gista avaliar o estdgio de matura¢do nuclear oocitdrio'?,
a visualiza¢do ou ndo dessa estrutura celular, assim como
a sua localiza¢do em relacdo ao primeiro corpuasculo polar
(CP)". A visualizacdo do fuso meidtico em odcitos pode ter
importancia clinica em predizer a fertilizagdo pés-injegdo
intracitoplasmdtica de espermatozoide (ICSI)'*!” e a qua-
lidade embrionéria'*'*'. Por um lado, entretanto, alguns
estudos na literatura ndo confirmaram essa correlagdo'>*.
Por outro, a identifica¢do da posi¢do do fuso mei6tico em
rela¢do ao primeiro CP pode prevenir os embriologistas
de danificarem essa importante estrutura celular durante

a ICSI'"") 0 que também poderia estar relacionado ao
resultado dos procedimentos de RA. Além disso, a visu-
aliza¢do do fuso meidtico pode ser usada para selecionar
obcitos que serdo injetados na ICSI e apresentando especial
relevancia clinica em paises onde existe um limite legal
do nimero de odcitos a serem fertilizados® e de embrides
transferidos”.

Como os dados apresentados pela literatura interna-
cional sdo controversos, no presente estudo, objetiva-se
avaliar o estdgio de maturac¢do nuclear de odcitos com o
primeiro CP visivel de pacientes inférteis submetidas a
estimulacdo ovariana para ICSI e comparar os resultados
da ICSI entre os o6citos em teléfase I (TT) e MII, e entre
aqueles em MII com e sem fuso celular visivel.

Métodos

Foi realizado um estudo prospectivo de marco de
2008 a setembro de 2009, junto ao Setor de Reprodugido
Humana do Departamento de Ginecologia e Obstetricia
da FMRP/USP. Esse estudo foi submetido e aprovado pelo
Comité de Pesquisa e todos os casais submetidos 2 indugdo
da ovulagdo para a realizacdo de ICSI, que preencheram
os critérios de inclusdo e manifestaram o desejo de par-
ticipar do projeto, assinaram o termo de consentimento
pés-informado.

Cento e seis pacientes preencheram os critérios de
inclusdo no periodo do estudo. Foram incluidas pa-
cientes com idade menor ou igual a 38 anos, hormonio
foliculo estimulante (FSH) basal menor que 10 mIU/mL
e indice de massa corpérea (IMC) menor que 30 kg/m?.
Excluiram-se pacientes com diabetes mellitus ou quais-
quer outras endocrinopatias, doenga cardiovascular,
lapus eritematoso sistémico e outras doengas reuma-
tolégicas, infec¢dao pelo virus HIV, qualquer infec¢io
ativa, tabagismo ou o uso de medica¢des hormonais
e anti-inflamatdrias hormonais e ndo hormonais nos
Gltimos dois meses, previamente a programacio para o
procedimento de reprodugdo assistida.




Protocolo de estimulacdo ovariana controlada

O bloqueio hipofisirio foi iniciado usando agonista do
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRHa) dez dias
antes do dia de realiza¢do da ultrassonografia transvaginal
basal (protocolo longo), por meio da administracdo de
acetato de leuprolide (Lupron®, Abott, Brasil). As pacien-
tes receberam 100-300 UI por dia de FSH recombinante
(FSHr) (Gonal-F®, Serono, Brasil; Puregon®, Organon,
Brasil), nos primeiros 6 dias da indu¢do. Quando, pelo
menos, 2 foliculos atingissem 18 mm de didmetro médio,
administrava-se gonadotrofina coriénica humana (hCG)
recombinante (Ovidrel®, Serono, Brasil). A capta¢do dos
o6citos foi realizada 34-36 horas ap6s a administragdo
do hCG recombinante.

Preparacdo oocitaria

Todo material aspirado durante a captagdo dos odci-
tos foi analisado para a identifica¢do e o isolamento dos
complexos o6cito-cumulus. Depois de identificados, os
complexos obcito-cumulus foram isolados do fluido folicular,
colocados em placa separada e lavados cuidadosamente em
meio de cultura Human Tubal Fluid-Hepes (HTE, Irvine
Scientific) para a remogdo de sangue e debris. A seguir,
foram colocados em placas NUNC (Multidish 4 wells
Nuclon, Delta SI), preenchidas com o meio de cultura
HTF e cobertas com 6leo mineral, e levados a incubadora
em mistura gasosa de CO, a 5%, sob condigdes ideais de
temperatura (37°C) e umidade (95%) por um periodo de
2-3 horas. Apés esse periodo, para se realizar a remogdo
do Cumulus oophorus e da Corona radiata, os complexos
o6cito-cumulus foram colocados em microgotas de 25 pL
de hialuronidase (H4272 tipo IV-S, Sigma), na dilui¢do
de 80 Ul/mL de HTF/Hepes (Irvine Scientific), por, no
madximo, 30 segundos e, entdo, lavados 2 ou 3 vezes com
o meio HTF modificado (HTF/Hepes, Irvine Scientific)
suplementado com Soro Sintético Substituto (SSS) a 10%.
A remocao mecanica dos restos celulares foi feita com o
auxilio de uma pipeta de desnudagdo (szripper pipette 130 pm
denuding pipette, Cook, Melbourne, Austrilia).

Ap6s a realizagdo do desnudamento oocitdrio (re-
mocgdo do Cumulus oophorus), realizou-se a identificacdo
do grau de maturidade dos o6citos, sob visualizagdo ao
microscépio de luz. Os odcitos imaturos (em estdgio de
vesicula germinativa ou MI) foram descartados. Os odcitos
maduros (caracterizados morfologicamente pela presenca
de um corptsculo polar extruso) foram incubados em
gotas de 25 pL de HTF+S8SS 10% por mais 1 hora (apés
o desnudamento oocitério) para, entdo, serem avaliados
pelo Octax ICST Guard™ System (Medical Technology
Vertriebs-GmbH, Altdorf, Germany) e injetados por
meio da realizagdo da ICSI.

Visualizagao do fuso mei6tico por meio da
microscopia de polarizacao

Os fusos celulares dos od6citos com extrusdo do primei-
ro CP foram avaliados usando um microscépio invertido,
equipado com uma video cAmera e com o hardware do mi-
croscépio de polarizacdo, o qual consiste de cristais elétricos
e de um controlador eletro-6ptico (Octax ICSI Guard™
System, Medical Technology Vertriebs-GmbH, Altdorf,
Germany). Os grupos de cristais elétricos sdo controlados
pelo computador através do software Octax EyeWare™
(Universal Imaging Corp., Boston, MA). Os odcitos foram
avaliados a 37°C, em gotas de 5 pl de HTF/Heppes +SSS
10%, em placas de Petri revestidas com vidro na parte in-
ferior (MatTek Corp., Ashland, MA), colocadas sobre uma
placa aquecida a 37°C. Utilizou-se um nimero maximo
de 7 odcitos em cada placa, sendo o tempo necessdrio para
analisar o fuso celular pela microscopia de polariza¢do e
realizar a ICSI inferior ou igual a 7 min.

Para controlar os vieses metodolégicos relativos a ndo
visualizagdo do fuso secunddria a realizagio do desnudamento
celular e ao envelhecimento oocitério, padronizou-se que
o desnudamento fosse realizado duas a trés horas apés a
captagdo oocitdria e, ap6s esse procedimento, os 06citos
eram recolocados nas placas de cultivo previamente equi-
libradas, na incubadora, por mais uma hora, para somente
depois serem submetidos ao imageamento e a ICSI.

Os o6citos com primeiro CP visivel foram analisados
pela microscopia de polarizagdo e caracterizados quanto ao
estdgio real de matura¢do nuclear (T ou MII), presenca
ou ndo de fuso celular visivel e localizagdo do fuso celular
dos oécitos em MII. Foram considerados em TT os odcitos
que apresentavam fuso celular alongado, perpendicular a
membrana oocitdria, estendendo-se até o primeiro CP. Os
fusos celulares em MII foram caracterizados pela presenga
de fibras birrefringentes distribuidas radialmente, com a
forma de barril e orientadas paralelamente 2 membrana
cortical. Como os cromossomos s3o minimamente birre-
fringentes, ndo sio adequadamente analisdveis por meio
dessa metodologia.

Avaliacdo po6s-ICSl, taxas de fertilizacdo, clivagem e
qualidade embrionaria

Cerca de 18-19 horas apés a ICSI, foi avaliada a
fertilizagdo, caracterizada pela presenca de 2 pré-ntcleos
e 2 CPs (a taxa de fertiliza¢do corresponde ao ntimero de
odcitos fertilizados, divididos pelo ndmero de odcitos in-
jetados x 100). Cerca de 24 horas ap6s a ICSI foi realizada
a caracterizagdo da presenca de clivagem embriondria (a
taxa de clivagem corresponde ao niimero de embrides que
sofrem clivagem, ou seja, divisdo celular, divididos pelo
namero total de oécitos fertilizados x 100).
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Tabela 1. Andlise nio invasiva de oécitos maturados in vivo obfidos de pacientes inférteis submetidas d injectio intracitoplasmdtica de espermatozoides

Maturaciio Nuclear Fuso
Metdfase Il Telofase | Val Néio visivel Visivel Val
% (n/N) % (n/N) alorp % (n/N) % (n/N) aorp

o Nio 22 (110/499) 47 (8/17) 29,8 (17/57) 21 (93/442)

Fertilizacdio . 0.03 02

Sim 78 (389/499) 53917) 70,2 (40/57) 79 (349/442)

Clivagem Niio 14,1 (55/389) 1,1 (/9 09 7,5 (3/40) 14,9 (52/349) 03
9 Sim 85,9 (334/389) 88,9 (8/9) ' 92,5 (37/40) 85,1 (297/349) '
. Nio 85,6 (286/334) 100 (8/8) 81,1(30/37) 86,2 (256,/297)

Embridio 4.1.0 !

e Sim 14,4 (48/334) 0 0¢ 189 (7/37) 13,8 (41/297) &

Valor p obtido pelo teste exato de Fischer, nivel de significancia de 5% p<0,05

Taxa de Fertilizagdo: nimero de oécitos fertilizados (n]/nimero de odcitos injetados (N)x 100; taxa de clivagem: nimero de oécitos clivados (n)/nimero de oécitos fertilizados
[N)x100; embrigo de boa qualidade em D2: nimero de embrido com 4 células, simétricas e sem fragmentagdo em D2 (n)/nimero de oécitos clivados (N]x 100

Cerca de 44-48 horas ap6s a ICSI, D2, foi realizada
a andlise da qualidade embriondria (quanto ao ndmero e
simetria de blastdmeros, percentagem de fragmentacio e
presenga ou ndo de multinucleacdo). Foram considerados
como embrides de boa qualidade no D2 de desenvolvimento
0s que apresentaram quatro blastdmeros, simétricos, sem
fragmentagdo e sem multinucleagdo.

Andlise estatistica

Os dados foram avaliados com relagdo a maturagdo
nuclear (percentagens de odcitos em TI e em MII) e de
acordo com a visualiza¢do ou ndo do fuso celular (do total
de o6citos que estavam em MII) e foram comparados com
relacdo as taxas de fertilizagdo, as taxas de clivagem e a
qualidade embriondria em D2. Os dados foram analisados
comparativamente através do teste exato de Fisher. Em
todas as andlises foi considerado o nivel de significincia
de 5% (p<0,05).

Resultados

O fuso meiédtico de 516 obcitos com o primeiro
CP extruido foi visualizado através da microscopia de
polarizacdo, imediatamente antes da realiza¢do da ICSI.
Dezessete dos 516 obcitos avaliados estavam em T1 (3,3%)
e 499 (96,7%) em MII.

Ao se avaliar o grau de maturagdo nuclear (MII
versus T1) e compard-lo com os resultados de reprodugiao
assistida, foi observada uma diminuigdo significativa das
taxas de fertilizacdo (p=0,03), considerando o total de
o6citos injetados em TI (17 odbcitos injetados, sendo 9
fertilizados; taxa de fertilizagdao de 53%) quando compa-
rados ao total de odcitos injetados em MII (499 obcitos
injetados, sendo 389 fertilizados; taxa de fertilizagdo de
78%). Nio se encontrou diferenca significativa entre as
taxas de clivagem nos diferentes grupos (p=0,9). Nenhum
o6cito fertilizado, apds inje¢do em TI, formou embrido
de boa qualidade em D2. (Tabela 1).
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Ao se comparar os resultados de reprodugéo assistida
entre o0s o6citos em MII com ou sem fuso celular visivel,
ndo foi observada diferencga significativa nas taxas de
fertilizagdo (p=0,2), clivagem (p=0,3) e no ntimero de
embrides de boa qualidade formados em D2 (p=0,5).

Discussao

Oécitos em TT ainda ndo finalizaram a meiose I, mas
podem apresentar, 2 microscopia éptica, caracteristicas
morfolégicas semelhantes a odcitos que completaram a
meiose I e estdo em MIT'.

As anomalias mei6ticas podem contribuir para
a faléncia do desenvolvimento celular por meio de
diferentes vias, que vdo desde a inabilidade do odcito
em completar o processo de maturacdo, tornando-se
incapaz de ser fertilizado, até a ocorréncia de erros
varidveis no processo de matura¢do meiética que ndo
impossibilitam a fertiliza¢do, mas, contudo, podem
comprometer o desenvolvimento embriondrio pré- e/ou
p6s-implantacdo, bem como a viabilidade futura do
concepto®**. Assim, qualquer alteracio no comple-
mento cromossdmico, que possa ser originada por
uma altera¢gdo do fuso meidtico, poderia conduzir a
um estado de aneuploidia por ndo disjungdo, juncdo
desbalanceada ou disjun¢do prematura das cromdtides
e perda de cromossomos®%¥ comprometendo o desen-
volvimento embriondrio.

No presente estudo, observou-se uma diminui¢io
significativa das taxas de fertiliza¢do quando foi analisado
o total de o6citos maturados 7z vivo que foram injetados
em TI quando comparados ao total de o6citos injetados
em MII (53 x 78%, respectivamente). Além disso, os
o6citos em TI que clivaram ndo formaram embrides de
boa qualidade em D2. Com base nos dados analisados,
sugere-se que a utilizagio de odcitos com o primeiro CP
visualizado, em TI (ou seja, que, apesar de aparentemente
maduros, ndo concluiram a meiose I) em procedimentos
de reprodugio assistida (ICSI), esteja associada a piores




progndsticos relativos ao sucesso gestacional subsequen-
te, relativos tanto a menores taxas de fertilizacdo como
formagdo de embrides de boa qualidade.

Alguns estudos®* evidenciaram aumento significativo
na taxa de fertilizac¢do, clivagem e de embrides de boa qua-
lidade no terceiro dia de desenvolvimento de o6citos com
fuso celular visivel quando comparados aqueles sem fuso
celular visivel. Esses resultados sugerem que a presenca do
fuso celular poderia ser um fator de predi¢do para se obter
maiores taxas de fertilizagdo, clivagem e de embrides de boa
qualidade em D3. Os resultados do presente estudo foram
discordantes com os da literatura, pois ndo se observou
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