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Co-Cultura de Embrioes Humanos em Células Vero e Transferéncia
em Fase de Blastocisto

Human Embryo Coculture in Vero Cells and Blastocyst Stage Transfer

Carlos Gilberto Almodin, Lis Andréia Pereira, Vania Cibele Minguetti- Camara

RESUMO

Objetivos: determinar se o dia da transferéncia ou o estdgio em que o embrido é transferido
interferem nas taxas de gravidez e implantacado.

Métodos: cento e sete pacientes tiveram seus odcitos aspirados e submetidos a fertilizacdo
in vitro. Os embriées foram co-cultivados em células Vero e transferidos no dia 3 ou dia 5
pos-fertilizagdo, apdés avaliagdo morfolégica.

Resultados: a taxa de implantagdo dos embrides transferidos no dia 5 foi significativamente
maior que quando os embribes eram transferidos no dia 3, mas as taxas de gravidez néo
variaram. Observou-se uma diferenca significativa nas taxas de gravidez quando se comparou
0 estdagio em que o embrido era transferido, obtendo-se 70,6% de gravidez quando se
transferiam blastocistos expandidos e 20,0% e 10,5% quando eram transferidos blastocistos
iniciais ou moérulas, respectivamente.

Conclusoées: as taxas de implantacgdo e gravidez sdo significativamente aumentadas quando
se transferem embrides em estdgio de blastocisto expandido, mas os meios e condi¢ées de
cultura de que dispomos no momento ainda sdo insuficientes para nos fornecer uma taxa

satisfatéria de embribes neste estdgio.

PALAVRAS-CHAVE: Infertilidade. Fator Masculino. Fertilizacao in vitro.

[ntroducao

Desde que se iniciou a utilizacao de
fertilizacao in vitro (FIV) ha vinte anos, temos
convivido com indices de gestacao insatisfatorios.
O aprimoramento dos conhecimentos a respeito de
fisiologia reprodutiva tem proporcionado varias
modificacdes nos processos pioneiros, propiciando
melhoria na recuperacao de oocitos e nas taxas de
fertilizacao e clivagem, além de congelamento e
manuseio com numero muito pequeno de
espermatozoides, porém a taxa de prenhez tem sido
baixa. Na ultima década tem havido esforcos no
aprimoramento dos meios de cultura e no
entendimento da interacdo embridao-endométrio,
levando ao conhecimento de que o momento mais
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apropriado e fisiologico para o embrido estar na
cavidade uterina seria ao redor do quinto ou sexto
dia apo6s sua extrusao do ovario, em estagio de
blastocisto!234.

Na fertilizacado in vitro os embrides sao
rotineiramente transferidos para o ttero no dia 2
ou 3 de desenvolvimento, sendo os resultados de
taxa de implantacdo e gravidez muito baixos. A
transferéncia dos embrides no dia 5 ou 6 parece
aumentar o sucesso da FIV por embrido transferido,
nao somente por haver uma melhor sincronizacao
entre o estagio do embrido e o desenvolvimento
endometrial, mas também por permitir uma selecao
dos melhores embridoes. Além disso, pode-se
transferir poucos embrides sem afetar as taxas de
gravidez e reduzir o risco de gravidez multipla®

Varios autores tém realizado cultura de longa
duracao com embrides de animais, porém os meios
de cultura atuais nao tém sido capazes de manter
o desenvolvimento embrionario esperado. Na
tentativa de se conseguir desenvolvimento em
cultura de longa duracao, alguns autores iniciaram
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o cultivo de embrides com outros tipos celulares,
na expectativa de melhoria nas condicdes de
cultura e conseqUentemente melhor desen-
volvimento embrionario. Ja foram relatados co-
cultivos com as células da granulosa®, células
endometriais homoélogas e heterélogas, células
endossalpingianas humanas e bovinas”®, sendo
atualmente mais utilizadas as células Vero - células
da capsula renal de macaco Rhesus®>%!°, Ha
consenso entre a maioria dos autores de que o co-
cultivo aumenta a probabilidade de obtermos o
desenvolvimento a blastocisto até o quinto ou sexto
dia de cultura, ocorrendo uma selecao embrionaria
e aumentando a taxa de gravidez por embrido
transferido®!:12,

Relatamos aqui os resultados obtidos em dois
grupos de pacientes cujos embrides foram
submetidos a co-cultivo com células Vero,
comparando-se a transferéncia embrionaria no dia
trés e dia cinco ou seis apos a colheita dos oocitos.

Pacientes e Métodos

Este estudo envolveu 107 pacientes com
idade entre 21 a 45 anos, atendidas durante o
periodo de maio de 1997 a janeiro de 1999, que
tiveram seus embrides co-cultivados em células
Vero (células da capsula renal de macacos Rhesus).
A causa da infertilidade em 60 casos foi o fator
masculino. Nos casos restantes, as causas de
infertilidade feminina incluiram endometriose (6
casos), fator tubario (11 casos) e esterilidade sem
causa aparente (27 casos). A inclusao das pacientes
no estudo ocorreu apos avaliacao propedéutica de
rotina e com consentimento prévio dos casais, além
do aval da comissao de ética do servico em que o
trabalho foi realizado.

As pacientes foram divididas em dois grupos:
aquelas cujos embrides foram co-cultivados em
células Vero e transferidos para o utero no dia 3
pos-fertilizacao e aquelas cujos embrides foram
mantidos 5 a 6 dias em co-cultivo até a transferéncia.

A estimulacdo ovariana foi iniciada com
acetato de leuprolida (Lupron; TAP Phar-
maceutical, Abbott Laboratories, Chicago, USA),
0,15 ml/dia entre o vigésimo primeiro e o vigésimo
terceiro dia do ciclo menstrual sendo administrado
até o inicio da menstruacao seguinte. No terceiro
dia de sangramento era iniciada a induc¢do, com
reducao do Lupron para 0,05 ml/dia, e a
estimulacao ovariana era iniciada com hormoénio
foliculo-estimulante (Metrodin; Serono, Sao
Paulo), 150-225 Ul/dia, associado a gonadotrofina
menopausal humana (Pergonal; Serono, Sao
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Paulo), 75-225 Ul/dia. O crescimento folicular foi
monitorado somente por ultra-sonografia
endovaginal. A gonadotrofina coriénica humana
(hCG, 10.000 UI; Profasi, Serono, Sao Paulo) foi
administrada quando pelo menos 3 foliculos com
20 mm de diametro foram observados. Os o6citos
foram aspirados 34-36 horas apos a injecdo de
hCG usando puncao ovariana transvaginal guiada
pelo ultra-som.

Os oécitos colhidos foram lavados em D-PBS
(GIBCO Laboratories, Grand Island, NY, USA),
transferidos para placas contendo meio de cultura
Menezzo B2 (Laboratoire CCD, Paris, Franca) e
mantidos em incubadora (Forma modelo 3159) a
37°C, com atmosfera contendo 5% de CO, e
umidade de 97%. O sémen foi preparado utilizando
gradiente descontinuo de Percoll (55/90%;
Pharmacia, Uppsala, Sweden). Nos casos de
esterilidade por fator masculino os o6citos foram
submetidos a injecao intracitoplasmatica. Tal
procedimento era realizado 3 a 6 horas apés a
coleta dos odcitos, quando estes eram desnudados
com o auxilio de hialuronidase (H-3757 Sigma).
Nos casos em que os parametros do sémen eram
adequados, foi realizada a inseminacao dos oécitos
com 100.000 espermatozéides/ml. Quando
realizada a micromanipulacao utilizava-se
protocolo ja descrito exaustivamente na
literatura!®!4,

A confirmacao da fecundacao era verificada
15 a 18 horas apés a fertilizacao e entre 5 a 6
embrides com 2 pro-nucleos eram depositados
sobre a monocamada de células Vero cultivadas
em meio de cultura Menezzo B2 com 10% de soro
sintético (Irvine Scientific, USA). As pacientes que
apresentaram mais que 5 embrides com 2 pro-
nucleos, tiveram o restante de seus embrides
congelados, segundo protocolo proposto por Check
et al.’s.

As placas contendo células Vero eram
preparadas 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 uma
concentracao de 200.000 a 400.000/ml. O repique
era realizado com o auxilio de tripsina (T- 8642,
Sigma) que descolava as células do fundo do frasco,
sendo posteriormente lavadas e diluidas
adequadamente. Eram mantidas a 37°C e 5% de
CO,, alcangando a confluéncia de células dentro
de 48 horas.

Os embrides eram mantidos em co-cultivo
até o dia 3 pos-fertilizacdo, quando ou eram
transferidos para a cavidade uterina ou era feito
troca de cerca de 70% de seu meio de cultura por
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meio novo, sendo entao mantidos até o dia 5. A
transferéncia uterina somente era realizada neste
dia quando pelo menos um dos embrides tivesse
atingido o estagio de blastocisto, caso contrario eles
eram mantidos por mais um dia em cultura. Para
a transferéncia eram selecionados apenas os
embrides que ndo apresentassem sinal de bloqueio
no desenvolvimento, sendo transferidos no maximo
2 blastocistos expandidos. Quando havia mais de
2 blastocistos, estes eram congelados, segundo
protocolo proposto por Ménézo et al.'®.

A fase lutea foi suplementada com
50 mg/dia im de progesterona, 16 mg/dia de
metilpred-nisolona e 80 mg/dia de acido
acetilsalicilico. A gravidez foi definida pela presenca
de gestacao viavel e batimento cardiaco presentes
apo6s a 132 semana pos-transferéncia.

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

Resultados

Das 107 pacientes incluidas neste estudo,
55 tiveram seus embrioes transferidos no dia 3 pos-
fertilizacdo (Grupo 1) e 51 no dia 5 (Grupo 2). Foram
colhidos 398 odcitos das pacientes do Grupo 1, dos
quais 59 (15%) foram descartados por serem
imaturos ou apresentarem morfologia inadequada.
Dos 339 oécitos que foram inseminados e ou
injetados, foram obtidos 233 pré-embrides com 2
pro-nucleos (68,8%), sendo 163 (70,0%) colocados
em co-cultivo, até o dia 3 e o restante (70/30,0%)
congelado. Dos embrides que permaneceram em
co-cultivo houve transferéncia de 176 (89,3%) para
as pacientes, correspondendo a uma média de 3,2
+ 1,5 de embrioes transferidos por paciente. Dezoito
pacientes das 51 que tiveram embrides transferidos
no dia 3 engravidaram (35,3%). Para 4 pacientes
das quais ndo se obteve embrides viaveis para
serem transferidos a taxa de implantacao foi de
14% (Tabela 1).

Das pacientes do Grupo 2 foram colhidos 434
oocitos e, desses, 349 foram inseminados e ou
injetados e os restantes nao foram utilizados por
apresentarem alteracoes (20,0%), levando portanto
a obtencao de 244 embrioes (70,0%). Destes, 161
(66,0%) foram mantidos em co-cultivo por 5 a 6
dias, sendo o restante congelado (83/34,0%).
Apenas 108 embrides foram transferidos apés o
término da co-cultura, o que corresponde a uma
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média de 2,1 £ 1,5 embrides transferidos por
paciente. Neste grupo o numero de embrides
transferidos foi menor quando comparado com os
transferidos no dia 3, mas nao houve diferenca na
taxa de gravidez. Das 46 pacientes que receberam
transferéncia no dia 5 da co-cultura, 16
engravidaram (34,8%). Em 3 casos nao houve
embrides viaveis para a transferéncia e em 2 casos
nao houve recuperacao dos oobcitos. A taxa de
implantacao (24%) foi significantemente diferente
quando comparada com a obtida no Grupo 1
(Tabela 1).

Tabela 1 - Efeito do dia de transferéncia sobre a taxa de implantacéo e de gravidez.

Dia 3 Dia 5
Numero de pacientes 55 51
Média de idade (+ DP) em anos 325+44 331%50
Média do nimero de odcitos colhidos (+ DP) 72+38 85%6,3

Média do niimero de odcitos fertilizados (£ DP) 4,2+29 48+39
Média do niimero de embrides transferidos (+ DP) 32+15* 21+15*

Taxa de gravidez clinica / transferéncia (%) 353 Db 348D
Taxa de implantagéo (%) 14# 24#
*p<0,001

b, # diferenca néo-significante

Foram obtidos 47 blastocistos/zigoto, quando
os embrides permaneciam por 5 dias em cultura,
atingindo-se uma taxa de blastulacado de 29,4%,
sendo que 32 destes (19,9%) eram blastocistos
expandidos. Das 51 pacientes em estudo, 17
tiveram transferéncia uterina de embrides no
estagio de blastocisto expandido. Doze destas
pacientes engravidaram, correspondendo a 70,6%.
Esta taxa foi significativamente maior do que
quando os embrides eram transferidos em fase de
blastocisto inicial (20,0%) e morula (10,5%). As
taxas de implantacdo também aumentaram quando
estagios mais avancados dos embrides eram
alcancados (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2 - Efeito do estagio de desenvolvimento sobre a taxa de implantagéo e de gravidez,
quando a transferéncia ocorreu no dia 5 ou 6 pos-fertilizagéo.

Estagio de Pacientes Taxa de Taxa de
desenvolvimento gravidez (%) implantagao (%)
Mérula 19 2(10,5) " 9
Blastocisto inicial 10 2(20,0)* 14
Blastocisto expandido 17 12 (70,6) * 51

*p < 0,001
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Tabela 3 - Evolugdo das pacientes cujos embriées alcangaram o estagio de blastocisto expandido em co-cultura.

Paciente Odcitos colhidos Odcitos fertilizados Embrides co-cultivados Blastocisto expandido Gravidez
1 22 19 5 1 Sim
2 10 7 5 1 Sim
3 8 4 2 Nao
4 19 2 1 Sim
5 13 4 1 Nao
6 15 1" 5 2 Sim
7 20 10 5 3 Nao
8 6 6 4 1 Sim
9 17 14 5 1 Nao
10 13 8 5 1 Sim
" 19 8 2 2 Sim
12 10 7 5 3 Sim
13 15 2 2 1 Sim
14 3 3 3 Sim
15 6 5 3 Sim
16 5 2 2 Sim
17 10 9 3 3 Nao
DiSCUSSéO aumentadas!”!®, outros ndo conseguiram confirmar

Alguns autores tém usado o co-cultivo dos
embrides sobre outras células na tentativa de
manter os embrioes viaveis por mais tempo in vitro,
objetivando boas taxas de blastulacao. As primeiras
co-culturas de embrides de mamiferos usavam
células epiteliais do oviduto bovino e humano,
sendo poucos estudos realizados com embrides
humanos, em razao da dificuldade de se obterem
amostras sem contaminacao bacteriana ou viral.
A maioria dos autores optou pelo co-cultivo de
embrides humanos em células Vero, que apre-
sentam controle para virus e outros contaminantes,
por serem utilizadas em producao de vacinas. Além
disso, crescem facilmente em uma variedade de
meios e sao facilmente adquiridas comercialmente.
O mecanismo de acao pelo qual as células de co-
cultura melhoram o desenvolvimento dos embrides
é ainda discutivel, mas inclui a possibilidade de
desintoxicacdo do meio pela remocao de ions de
metais pesados, hipoxantina ou radicais livres ou
pela secrecao de substancias embriotréficas como
os fatores de crescimento. A importancia destes
fatores de crescimento para o embrido tem sido
comprovada pela presenca de receptores sobre o
trofectoderma'!'6. Turner e Lenton'® sugeriram que
as células Vero influenciam a producao de
gonadotrofina coridnica.

Os resultados usando embrides co-cultivados
ainda sao muito conflitantes, pois enquanto alguns
sugerem que as taxas de gravidez sao

isto®!*. Pode-se demonstrar que um maior nimero
de embrides alcanca o estagio de blastocisto, mas
nao ha melhora na morfologia dos blastocistos
resultantes!®. Bavister!® tem argumentado contra
a co-cultura, pois expde o embrido a numerosos
fatores nao-conhecidos (proteinas sintetizadas
pelas células) e introduz diversos organismos ao
sistema de cultura, principalmente quando sao
usadas células de animais. Entretanto, muitos
autores acham que as mudancas metabélicas
levam a condicoes favoraveis ao desenvolvimento
do embridao?°, e outros ainda propdem o uso de co-
cultivo somente em casos de sucessiva falha de
implantacao.

As taxas de gravidez clinica em fertilizacédo
in vitro giram em torno de 20 a 30%, sendo menores
do que a que obtivemos com o uso de células Vero.
Entretanto, ndo observamos diferenca significativa
nas taxas de gravidez, quando os embrides eram
transferidos no dia 3 ou 5 de desenvolvimento.
Nossos dados mostram no entanto, que ha uma
tendéncia a um aumento na taxa de implantacéo
(p = 0,07) quando os embrides eram transferidos
apo6s S dias de cultura, pois um nimero menor de
embrides era transferido. Podiamos selecionar para
transferéncia apenas os embrides que nao
apresentassem bloqueio ou retardo em seu
desenvolvimento. Uma média de 2,1 + 1,5 embrides
foram transferidos para as pacientes no dia 5, ao
passo que uma média de 3,2 £ 1,5 foram
transferidos no dia 3, havendo reducao conside-
ravel do risco de gravidez multipla.
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Analisando os resultados pode-se observar
que ha uma diferenca significativa quando
comparamos as taxas de gravidez com o estagio
em que os embrides eram transferidos, sendo
observado um aumento significativo nestas taxas
quando a transferéncia era efetuada em estagio de
blastocisto expandido. Infelizmente uma limitada
porcentagem de embrides atingiu o estagio de
blastocisto expandido (19,9%). Na Franca, varios
grupos trabalhando com co-cultura de embrides
humanos com células Vero obtiveram meédia de
41,8% de blastocistos por embrido clivado e taxas
de gravidez e implantacdo de 32,9 e 24,8%,
respectivamente, quando a transferéncia era
efetuada no dia 5°. As taxas de implantacédo e
gravidez sao significativamente maiores quando
transferimos embrides em estagio de blastocisto.
Porém, as condicoes de culturas de que dispomos
neste momento ainda sao insuficientes para nos
fornecer uma alta taxa de desenvolvimento até esta
fase.

Alguns autores tém formulado meios
sequenciais na tentativa de obter maiores taxas
de blastocistos, pois os embrides tém diferentes
necessidades durante o seu desenvolvimento, que
um meio simples nao é capaz de satisfazer. Tém-
se utilizado meios com omissdo de glicose nos
estagios precoces de clivagem, capazes de suportar
o desenvolvimento de blastocistos viaveis em varias
espécies de mamiferos, inclusive em humanos,
sendo atingidas taxas em torno de 59%%2l. A
utilizacdo prematura de glicose esta associada a
diminuicdo da capacidade oxidativa. Ja os
aminoacidos parecem ser essenciais para o embrido
passado o estagio de 2-4 células??23. Outras
alteracoes tém sido realizadas nas formulacoes dos
meios usuais, buscando alcancar nimeros mais
altos de blastocistos, ja que com a co-cultura nao
conseguimos taxas satisfatérias.

SUMMARY

Purpose: to determine whether the transfer day or the stage
that the embryo is transferred interferes in pregnancy and
implantation rates.

Methods: oocytes we recovered from 107 patients and
submitted to in vitro fertilization. The embryos were cocultured
on Vero cells and transferred on day 3 or day 5 post-
fertilization, after morphological assessment.

Results: the implantation rate of the transferred embryos on
day 5 was significantly higher than when the embryos were
transferred on day 3, but the pregnacy rates did not change.
However, a significant difference was observed in the
pregnancy rates for embryos transferred at the expanded
blastocyst stage (70.6% of pregnancy) when compared to
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20.0% and 10.5% at the earlier blastocyst and morula stages,
respectively.

Conclusions: the implantation and pregnancy rates were
significantly increased when the embryos were transferred at
the expanded blastocyst stage, but the culture media and
culture conditions now available are not able to provide a
satisfactory rate at this stage.

KEY WORDS: Infertility. Male factor. In vitro fertilization.
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