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RESUMO

As doencas oncoldgicas séo, depois das doencas cardiovasculares, a segunda
principal causa de morte em Portugal. Os avancos ao nivel da prevencao, detecao
precoce e tratamento permitem a doentes com este tipo de patologia viver por longos
periodos de tempo, e assim, questbes como a qualidade de vida e a preservacao da
fertilidade, tornaram-se cada vez mais importantes para as sobreviventes em idade
reprodutiva. O numero de mulheres em idade reprodutiva, com a sua fertilidade
comprometida, tem aumentado consideravelmente e, consequentemente, a preservacao
da fertilidade feminina tem sido alvo de ateng&o de embriologistas e médicos, sobretudo

0s que se encontram ligados a medicina da reproducéo.

A criopreservacdo de o0citos deixou de ser considerada uma técnica
experimental apenas em Janeiro de 2013. Contudo, dentro das varias opg¢fes de
preservacdo da fertilidade feminina é aquela que de forma mais eficaz permite
assegurar a autonomia reprodutiva. A Vvitrificacdo de obécitos € a técnica de
criopreservagdo que se tem mostrado mais eficaz na criopreservacdo dos gametas
femininos e a maturacao in vitro € uma técnica muito importante quando se trata da

criopreservagao de odcitos imaturos.

7

Com este trabalho pretende-se perceber se é mais ou menos benéfico, em
termos de integridade estrutural (presenca de um fuso meidtico normal e correto
alinhamento dos cromossomas), realizar a maturagéo in vitro dos od4citos imaturos pré

ou pos vitrificagao.

Globalmente, os resultados obtidos neste estudo permitem-nos concluir que a
maturagdo in vitro € mais eficaz quando os odcitos imaturos estdo em metéfase |
comparativamente com oocitos em profase | (VG- vesicula germinal) e que a maturacao
in vitro de odcitos em metafase | € mais eficaz quando realizada antes da vitrificacao.

Relativamente ao processo de vitrificacdo € de referir ainda que as taxas de



sobrevivéncia de odcitos vesicula germinal (VG), metafase | (Ml) e metafase Il (Mll;
maturados in vitro) ndo foram estatisticamente distintas (p=0,121) entre os trés grupos
testados. Os resultados permitem ainda concluir que, independentemente do momento
em que a maturacao in vitro foi realizada (pré ou pos vitrificacéo), os oécitos maturados
in vitro, nos quais foi realizada a andlise da integridade do fuso meidtico e alinhamento

dos cromossomas, todos eles apresentavam danos a este nivel.

A maturacdo in vitro e vitrificacdo de o6citos sdo ja4 uma realidade em alguns
laboratérios de embriologia e, é esperado que este nUmero suba consideravelmente nos
préximos anos dado o aumento notavel de mulheres em idade reprodutiva com
necessidade de preservar a sua fertilidade. Tendo em conta que o presente estudo,
assim como outros, tém demonstrado que estas técnicas podem ter efeitos nefastos ao
nivel da integridade do fuso meidtico e alinhamento dos cromossomas, a tendéncia sera
a utilizacdo de tecnologias, como o PolScope, que permitem a visualizagédo in vivo da
integridade do fuso meidtico e que, portanto, permitem a selecdo de odécitos com fusos

intactos para as técnicas de reproducdo medicamente assistida.

Palavras-chave: Preservacao da fertilidade; Odcitos; Maturagéo in vitro; Vitrificagdo




ABSTRACT

Cancer is after cardiovascular diseases, the second leading cause of death in
Portugal. Advances in the prevention, early detection and treatment allow patients with
this type of pathology to survive for long periods of time, and issues such as quality of
life and fertility preservation, became increasingly important to reproductive age
survivors. The number of patients of reproductive age, with compromised fertility, has
increased considerably and consequently the preservation of female fertility has been
the subject of attention of embryologists and physicians, especially those practicing

reproductive medicine.

Since January 2013, oocyte cryopreservation is no longer considered an
experimental technique. However, among various options for female fertility, oocyte
cryopreservation is the one that provides the most effective method to ensure
reproductive autonomy. Oocyte vitrification is a cryopreservation technique which has
shown to be the most effective in cryopreservation of female gametes, and in vitro
maturation is very important when it is combined with cryopreservation of immature

oocytes.

With this work we intend to see whether it was more or less beneficial, in terms of
structural integrity (presence of a normal meiotic spindle and correct alignment of

chromosomes), to perform oocyte in vitro maturation prior or post vitrification.

Overall, the results obtained in this study allow us to conclude that in vitro
maturation is most effective when immature oocytes are in metaphase | oocytes
compared with oocytes in prophase | (GV- germinal vesicle), and that in vitro maturation
of oocytes in metaphase | is more effective when performed prior to vitrification.
Regarding the vitrification process we concluded that survival rates of in vitro matured
germinal vesicle, metaphase | (Ml) and metaphase 1l (MIl) oocytes were not statistically

different (p = 0.121) between the three groups tested. It also allowed us to conclude that



regardless of the moment of in vitro maturation (prior or post vitrification) in vitro matured
oocytes all showed damage in terms of the integrity of the meiotic spindle and

chromosome alignment.

In vitro maturation and vitrification of oocytes are already a reality in some in vitro
fertilization laboratories, and it is expected the considerable increase in the use of these
techniques in the coming years, due to the remarkable increase of patients of
reproductive age in need of preserving their fertility. Considering that this study and
similar others have shown that these techniques can have harmful effects to the integrity
of the meiotic spindle and chromosome alignment, a tendency will be the use of
technologies such as PolScope, that enable in vivo imaging of meiotic spindle integrity
and which therefore allow the selection of oocytes with intact spindles for assisted

reproduction techniques.

Key words: Fertility preservation; Oocytes; In vitro maturation; Vitrification
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Preservagdo da fertilidade: maturagdo in vitro de odcitos pré ou pés vitrificacdo Capitulo I

1. SISTEMA REPRODUTOR FEMININO

O sistema reprodutor feminino é constituido por duas goénadas, os ovarios, duas
trompas de falopio, utero, vagina (figura 1). A sua funcdo €& produzir os gametas
femininos, os odcitos, e assegurar todo o desenvolvimento embrionéario e fetal até ao
nascimento, caso estes mesmos od0citos sejam fecundados. O aparelho reprodutor
feminino produz também hormonas que tém um papel fundamental no controlo de todos
0S processos inerentes a este sistema, e que tém também importancia noutros 6rgaos.
Nas gbénadas femininas ocorrem dois processos simultaneos integrados, a oogénese e a

foliculogénese (Junqueira & Carneiro, 2004).

Porgiao Trompa
Trom
Embrido depa intramural Ligamento de
Fertilizacio  (morula) falépio da trompa do ovério falépio
de falopio

(blastocisto)

Miométrio A
Fimbrias

tr Colo Ligamento
e uterino largo do
faldpio itero
Vagina

Figura 1: Sistema reprodutor feminino (Adaptado de Junqueira & Carneiro, 2004).
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2. OOGENESE E FOLICULOGENESE

A oogénese é um processo que tem inicio por volta do primeiro més de vida
embrionaria quando um pequeno aglomerado de células primordiais germinais (CPG)
migra de proximo do saco vitelino até ao esbo¢o gonadal, onde as gbnadas se comegam
a desenvolver. Nas gonadas, essas células dividem-se por mitose e transformam-se em
oogonias. No segundo més de vida intrauterina formam-se cerca de 600.000 oogdnias e
ao fim do quinto més, estas ja perfazem um total de 7 milhdes (Junqueira & Carneiro,
2004). E a partir do terceiro més que as oogonias entram na profase da primeira divisio
meidtica, e ficam bloqueadas na fase de dipl6teno, por acdo de fatores inibitérios
produzidos pelas células do cumulus oophorus, que chegam ao odécito através das
junces tipo gap (Voronina & Wessel, 2003; Junqueira & Carneiro, 2004; Fox, 2011).
Essas células sao designadas odcitos primarios. Antes do sétimo més de gravidez a
maioria das oogonias ja se transformou em odcitos primarios, estes o4citos permanecem
na fase de dipléteno até a adolescéncia, contudo muitos od6citos séo perdidos por atrésia

(Junqueira & Carneiro, 2004; Fox, 2011).

A foliculogénese esta intimamente ligada a oogénese, e diz respeito ao processo
pelo qual o foliculo ovérico se forma. O foliculo ovarico consiste num odcito envolvido por
uma ou mais camadas de células foliculares. O desenvolvimento folicular tem inicio as 15
semanas da gestacéo e termina por volta das 28 semanas, quando todos os o0citos se
encontrarem bloqueados na préfase da primeira divisdo meiética (préfase ). Das 15
semanas de gestacdo e até ao 6° més de vida intrauterina é possivel identificar cinco
tipos de foliculos (primordial, primério, pré-antral ou secundario, antral ou maduro e
atrésico; Fox, 2011). Os foliculos primordiais, que se formaram durante a vida fetal,
consistem num odcito primario envolvido por uma Unica camada de células foliculares
achatadas. De entre a populacdo total de foliculos primordiais, apenas alguns
abandonam o seu estado quiescente e entram na fase de crescimento. A partir da

puberdade, a cada més um pequeno grupo de foliculos primordiais inicia o processo
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chamado crescimento folicular, que compreende todas as modificacbes inerentes ao
crescimento do odcito e das células foliculares (Junqueira & Carneiro, 2004; van den
Hurk & Zhao, 2005). O processo de selecdo dos foliculos que continuam o seu
desenvolvimento é ainda desconhecido. A hormona foliculo-estimulante (FSH) secretada
pela hipdfise estimula ndo s6 este crescimento folicular, mas também induz o reinicio da
meiose dos odcitos em profase |. Para completarem a primeira divisdo da meiose, 0s
odcitos tém de passar por um processo de maturacdo que inclui tanto a maturagéo
nuclear (progressédo da cromatina durante a meiose), como a maturacao citoplasmatica
(acumulacdo de acidos ribonucleicos, proteinas, reorganizacfes do citoesqueleto e
organelos, e alteracdes no metabolismo celular; Junqueira & Carneiro, 2004; van den
Hurk & Zhao, 2005). Os od6citos iniciam posteriormente a segunda divisdo da meiose e
ficam novamente bloqueados, mas desta vez na metafase da segunda divisdo meidtica
(metafase Il), até ao momento da fecundacdo, sendo nesta fase designados od6citos
secundarios (Junqueira & Carneiro, 2004;van den Hurk & Zhao, 2005; Fox, 2011). As
células foliculares primordiais dividem-se por mitose formando uma camada de células
cuboides e dando origem ao foliculo primario. A medida que véo proliferando, as células
foliculares originam um epitélio estratificado também chamado de células da granulosa e
o foliculo primario da lugar ao foliculo pré-antral (Junqueira & Carneiro, 2004). Nesta fase
forma-se também uma membrana composta por glicoproteinas que envolve todo o oécito
designada zona pelicida (Junqueira & Carneiro, 2004; van den Hurk & Zhao, 2005; Fox,
2011). A medida que os foliculos crescem, quase exclusivamente devido ao aumento em
tamanho e numero das células da granulosa, comeca a acumular-se liquido folicular entre
as células foliculares (Junqueira & Carneiro, 2004; van den Hurk & Zhao, 2005).
Posteriormente, os pequenos espacos que contém esse fluido juntam-se e as células da
granulosa reorganizam-se formando uma cavidade designada antro folicular (Junqueira &
Carneiro, 2004; Fox, 2011). Os foliculos nesta fase de desenvolvimento sdo designados
foliculos secundarios ou antrais (Junqueira & Carneiro, 2004). A reorganizacdo das

células da granulosa para formar o antro leva a uma subdivisdo de duas populacées
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diferentes deste tipo de células: as células murais, que constituem as camadas mais
exteriores; e as células do cumulus oophorus que formam um anel a volta do odcito e
originam um espessamento de células que serve de suporte ao odcito. A camada de
células do cumulus oophorus mais proxima do oécito constitui a corona radiata. As
células do cumulus oophorus acompanham o od6cito apdés ovulagdo (Junqueira &
Carneiro, 2004; Fox, 2011). Nesta fase ocorre também a diferenciagdo das células da
teca em teca interna e teca externa. Quando totalmente diferenciadas as células da teca
interna produzem hormonas esteréides. As células da teca externa sdo semelhantes as
células do estroma do ovario, mas tém uma organizacao distinta (Figura 2; Junqueira &

Carneiro, 2004;van den Hurk & Zhao, 2005).

Células da
granulosa
Antro

Odcito Corona

secundario radiata
Zona pelucida

Cumulus
oophorus

Teca interna

Figura 2: Foliculo antral (Adaptado de Fox, 2011).

Normalmente durante cada ciclo menstrual, um foliculo cresce muito mais que os
outros e torna-se um foliculo dominante, que pode alcancar o estadio mais desenvolvido

do crescimento folicular, designando-se de foliculo maduro ou De Graaf. Sob estimulacdo
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hormonal apropriada, o foliculo rompe e expulsa o oécito num processo chamado
ovulagdo. Como referido anteriormente, a célula libertada € um odcito secundéario
rodeado pela zona pellcida e pelas células do cumulus oophorus. Depois da ovulagéo, o
foliculo vazio transforma-se em corpus luteum ou corpo amarelo que, sob influéncia da
hormona luteinizante (LH), vai segregar estrogénios e progesterona. Se o odécito néo for
fecundado ha regressédo do corpus luteum que se transforma num corpus albicans ou

corpo branco, ndo funcional (Figura 3; Fox, 2011).

1 2 3 4
Formagaodo Crescimento Formagaodo Crescimento e maturagao
foliculo folicular antro do foliculo secundario
primordial
P
— - @ & -
R
1 2 3 4
CPG Oogdnia Inicio  Oébcito Crescimento de um odcito Odcito em profase I,
da  diploide meioticamente incompetente; meioticamente competente
melose replicacao e redistribuigao de
| | organelos citoplasmaticos,

Bloqueio da meiose transcricdo e armazenamento de

mRNA
(Diploteno da

profase )

Figura 3: Oogénese e foliculogénese (Adaptado de Picton et al., 1998).

Como referido anteriormente, o coértex de um ovario humano apresenta um
namero finito de células germinativas primordiais, nUmero este que vai decrescendo ao
longo da vida da mulher, como consequéncia das ovulagdes e atrésia. O namero total de
foliculos sofre uma diminuicdo consideravel por volta dos 37,5 anos, existindo, nesse
momento, cerca de 1000 foliculos. Nesta altura, inicia-se um decréscimo da funcéo
enddcrina, comegando a mulher a entrar no climatério, habitualmente designado
menopausa (transicdo fisiolégica entre o periodo reprodutivo para o nao reprodutivo;

Faddy et al., 1992). A data da menopausa é determinada quer pela quantidade inicial de
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células germinativas, quer pela sua deplecdo ao longo da vida (Faddy et al., 1992). A
fertilidade feminina baseia-se entao neste pool de células germinativas, o qual sofre uma
diminuigdo com o aumento da idade, como mencionado anteriormente. Contudo, a
fertilidade pode também ficar comprometida pela perda da natural dindmica folicular, por
acao de agentes de quimioterapia, radioterapia, e agentes gonadotéxicos utilizados no

tratamento de certas patologias (Anderson & Wallace, 2011).

3. INFERTILIDADE HUMANA E TECNICAS DE REPRODUCAO MEDICAMENTE ASSISTIDA

De acordo com a organizacdo mundial de saude, a infertilidade humana € uma
doenca do sistema reprodutivo definida pela incapacidade de conseguir uma gravidez
clinica ap6s 12 meses ou mais de relacdes sexuais regulares desprotegidas. Este
problema tem aumentado consideravelmente nos Ultimos anos e afeta entre 13-15% dos
casais em todo o Mundo (World Health Organization, 2014). A infertilidade é sempre
conjugal e pode ser resultado de véarias causas de esterilidade que englobam: fator (es)
masculino(s), fator(es) feminino (s) (tubar, anovulatério, endometriose, entre outros),
fator(es) misto(s) ou fator idiopético (desconhecido; World Health Organization, 2014). A
esterilidade, por sua vez, pode ser primaria ou secundaria. A esterilidade primaria
verifica-se em mulheres que nunca engravidaram. A esterilidade secundéria verifica-se
em mulheres que no momento ndo conseguem engravidar, mas que tém um registo

anterior de gravidez (es) clinica (s) (World Health Organization, 2014).

As técnicas de reproducdo medicamente assistida sdo metodologias que
permitem a casais inférteis a possibilidade de terem filhos. A taxa de sucesso destas
técnicas ronda os 30% nos mais diferentes laboratdrios a escala mundial (Fathalla, 2002).
Existem essencialmente trés tipos de técnicas usadas: a inseminacao intra uterina (lIU), a
fertilizacdo in vitro (FIV) e a injecdo intracitoplasmatica de um espermatozoide (ICSI)
(Malter & Cohen, 2002). Na U, apds obtencdo e processamento dos espermatozoides,

estes sdo colocados na cavidade uterina, com auxilio de um cateter, no momento
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adequado do ciclo ovulatério feminino. Na FIV, apés obtencdo dos gametas femininos e
masculinos, sdo ambos colocados juntamente numa caixa de Petri com meio adequado.
Relativamente a ICSI, esta técnica é feita a seleccao e injecdo de um espermatozoide no
citoplasma do oécito por parte do embriologista. A escolha da técnica a usar em cada
situacdo depende da (s) causa (s) de esterilidade (Malter & Cohen, 2002). A utilizacdo
das duas Ultimas técnicas de reproducado assistida implica a estimulacdo hormonal das
utentes, com o intuito de permitir a obtencao de véarios oocitos em metéafase Il. Os odcitos
nesta fase sdo designados odcitos maduros e estdo prontos a serem fecundados. A
recolha dos gametas femininos €& feita através de puncdo ecoguiada. Existem
essencialmente dois tipos de protocolos de estimulacdo: o protocolo curto e o protocolo
longo. No protocolo curto procede-se numa primeira fase a estimulacéo folicular com FSH
recombinante ou gonadotrofina menopausica humana (hMG) e, numa segunda fase,
guando o maior foliculo atinge os 14 mm de didmetro, associa-se 0 antagonista da
GnRH. Quanto ao protocolo longo, numa primeira fase, procede-se a dessensibilizagéo
ovarica em fase luteinica com agonista da GnRH iniciado ao 21° dia do ciclo. Ao fim de
12 a 14 dias, é confirmada a dessensibiliza¢éo por ecografia (endométrio fino e auséncia
de quistos foliculares) e o doseamento de estradiol (E,<50pg/mL). Numa segunda fase,
procede-se a estimulagéo folicular com FSH recombinante ou hMG. Para além destas
duas situacdes, existem casos em que ndo se realiza qualquer tipo de estimulacéo e, por

isso, o protocolo é designado ciclo natural (Sampaio et al., 2012).
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4, MATURACAO DE 00CITOS

7

A maturacdo de o6citos € um longo processo durante o qual os gametas
femininos se tornam competentes (Hardy et al., 2000; Ferreira et al., 2009; Fasano et
al., 2012). Por definicdo, um odcito competente é aquele que tem capacidade para
concluir a meiose, para se dividir apés fertilizacdo, se desenvolver até ao estadio de
blastocisto e originar uma gravidez, e por fim um ser saudavel (Torner et al., 2008;
Ferreira et al., 2009). De forma muito generalista, o processo de maturacdo tem sido
descrito como um conjunto de alteragbes na morfologia cromossémica que ocorrem
durante a meiose (Voronina & Wessel, 2003). Antes de iniciarem a maturagcédo, 0s
o0citos contém no nucleo um grande nucléolo também designado vesicula germinal
(VG). Os cromossomas na VG estdo descondensados, dispersos e
transcricionalmente ativos. Com o inicio do amadurecimento, a transcricdo cessa, 0S
cromossomas comecgam a condensar, ha dissolugéo do invélucro nuclear, e o nucléolo
dispersa. A medida que a maturacdo progride, os pares de cromossomas homélogos
alinham-se durante a metafase da primeira divisdo meiética. A separacdo dos pares
de cromossomas homologos € seguida pela formacao do primeiro globo polar. Em
seguida, os restantes cromossomas sdo novamente alinhados na metafase da
segunda divisdo meidtica. Nesta segunda divisdo, que s6 se completa apos a
fertilizacdo, os cromatideos irméos séo separados e forma-se o segundo globo polar.
Finalmente, os cromatideos descondensam e forma-se o pré-nucleo feminino (Hardy
et al., 2000; Voronina & Wessel, 2003). Contudo, a maturacdo dos gametas femininos
ndo se resume ao conjunto de alteracbes cromossomicas acima referidas,
globalmente designadas por maturacao nuclear; ela envolve também a reorganizacao
dos organelos e citoesqueleto, e armazenamento de &cidos ribonucleicos mensageiros
(mARNS), proteinas e fatores de transcricdo que sao fundamentais, ndo sé ao

processo de maturacdo, mas também para a fertilizacdo e desenvolvimento
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embrionario inicial. De forma global estas alterac6es sdo designadas por maturacao
citoplasmética (Hardy et al., 2000; Trounson et al., 2001; Stojkovic et al., 2001,
Voronina & Wessel, 2003; Nishi et al., 2003; Ferreira et al., 2009; Liu et al., 2010; Mao
et al., 2014) Apesar de muitas vezes subestimada, a maturacdo citoplasmatica é a
principal responsavel pela qualidade do oécito e consequentemente pela qualidade
embrionaria (Cha et al.,1998). A obtencdo de odcitos competentes s6 é possivel se
existir uma coordenacdo dos processos envolvidos na maturacdo nuclear e
citoplasmética (Cha & Chian, 1998; Sanfins et al., 2004; Escrich et al.,, 2012). Os
odcitos possuem uma variedade de organelos tipicos da maioria das células
(mitocbndrias, complexo de Golgi, reticulo endoplasmético), bem como outros que séo
exclusivos destes gametas (nomeadamente diversos tipos de granulos; Voronina &
Wessel, 2003).

As mitocbndrias tém um papel extremamente importante, uma vez que Sao
responsaveis pelo fornecimento da energia necesséaria ao processo de maturagao
(Mao et al., 2014). Para além disso, estes organelos estdo também envolvidos nos
processos de apoptose e manutencdo da homeostase do calcio (Mao et al., 2014). O
movimento das mitocbndrias para areas de elevado consumo energético é
determinante, e por isso, a medida que o odécito vai maturando as mitocéndrias vao
adquirindo diferentes distribuicbes (Stojkovic et al., 2001; Voronina & Wessel, 2003;
Nishi et al., 2003; Ferreira et al., 2009; Liu et al., 2010; Katska et al., 2011; Machatkova
et al., 2012; Mao et al., 2014) e vao aumentando de numero (Ferreira et al., 2009;
Ramalho-Santos et al., 2009; Mao et al., 2014). Em odécitos na fase de VG, as
mitocédndrias encontram-se na zona cortical do citoplasma, enquanto que em oécitos
em Ml e MIl, estas sdo muito mais numerosas e encontram-se distribuidas por todo o
citoplasma (Stojkovic et al. 2001;Voronina & Wessel, 2003; Nishi et al., 2003; Ferreira
et al., 2009; Liu et al., 2010; Katska et al., 2011; Machatkova et al., 2012; Mao et al.,

2014).
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Na fase inicial da maturacéo até a dissolucdo do invélucro nuclear, os oécitos
estdo ativamente envolvidos no processo de transcricdo (como referido
anteriormente), acumulando por isso grandes quantidades de mARNSs. Estes produtos
da transcricdo sdo essenciais ndo s6 a maturacdo em si, mas desempenham também
um papel importantissimo no desenvolvimento embrionario inicial, até ao momento da
transicdo materno-fetal (Cha et al.,1998; Voronina & Wessel, 2003; Ferreira et al.,
2009). No entanto, a populacdo de mARNS vai sendo distinta ao longo do processo de
maturacao. Tal como a transcricdo, também a sintese proteica ndo sé é indispensavel
a maturacdo, como também a formacédo do zigoto e desenvolvimento embrionario
inicial como tal, tem de existir uma quantidade apropriada de ribossomas durante a
maturacdo (Cha et al.,1998; Voronina & Wessel, 2003; Ferreira et al., 2009). E sabido
que durante a metafase | a sintese proteica € aproximadamente trés vezes superior a
existente até a dissolucdo do involucro nuclear, e quando é atingida a metéafase Il é
restabelecida uma taxa basal de sintese proteica. Tal como acontece relativamente as
populacdes de mARNS, as populacdes de proteinas também s&o distintas durante a
maturacdo, como resultado da repressao ou degradacéo de alguns mARNSs e ativagéo
de outros. As proteinas ativas durante o processo de maturacdo sdo sobretudo
proteinas reguladoras do ciclo celular necessarias a conclusdo da meiose no odcito
(Cha et al.,1998; Voronina & Wessel, 2003; Ferreira et al., 2009).

O reticulo endoplasmatico € o organelo responséavel pelo folding e degradacéo
de proteinas, metabolismo lipidico, e é também a maior fonte interna de calcio (Mao et
al., 2014) Este organelo é entdo o responséavel pela libertacdo de calcio que permite a
ativagdo do odcito apos fertilizacdo, esta fungdo é adquirida por este organelo durante
a maturagcdo do gameta feminino, devido a um conjunto de alteragbes estruturais e
bioquimicas que permitem a regulacdo do célcio intracelular (Voronina & Wessel,
2003; Ferreira et al., 2009). Durante a maturacdo, o reticulo endoplasmatico sofre

alteracdes estruturais e bioquimicas, como também de distribuicdo. Em od0citos
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imaturos, o reticulo endoplasmatico possui uma rede tridimensional de tdbulos com
cisternas individuais e lamelas arredondadas e encontra-se distribuido uniformemente
em todo o citoplasma. Em oécitos maduros este passa a ter estruturas arredondadas,
encontra-se em regides corticais e acumula-se em pequenos grupos ao longo
citoplasma (Voronina & Wessel, 2003; Ferreira et al., 2009; Mao et al., 2014).

O complexo de Golgi tem um papel fundamental em processos relacionados
com a movimentacao e distribuicdo intracelular de proteinas, bem como em processos
relacionados com a modificacdo das mesmas. Em odcitos VG de murganho o
complexo de Golgi encontra-se disperso pelo citoplasma com a forma de um sistema
de membranas continuas. Aquando da dissolu¢cdo do involucro nuclear da vesicula
germinal o complexo fragmenta-se e 0s seus mondmeros constituintes distribuem-se
ao longo do citoplasma e assim permanecem até depois da extrusédo do 1° globo polar
(Mao et al., 2014).

Do complexo de Golgi derivam os granulos corticais cuja composi¢do inclui
uma populacdo diversa de proteinas, moléculas estruturais, enzimas e
glicosaminoglicanos (Ferreira et al., 2009). Em odcitos imaturos, os granulos corticais
estao distribuidos por pequenos grupos ao longo do citoplasma. Em odécitos maduros,
estes organelos encontram-se estrategicamente posicionados na periferia do
citoplasma, junto da superficie interna, uma vez que apés a fecundacao, ha a imediata
exocitose destes granulos evitando a ocorréncia de polispermia (penetracdo de mais
do que um espermatozoide no odcito; Voronina & Wessel, 2003; Ferreira et al., 2009;
Mao et al., 2014).

Os filamentos do citoesqueleto sdo estruturas dindmicas e adaptaveis que
podem permanecer inalteradas ou podem sofrer modificacbes de acordo com as
necessidades da célula. Além disso, este sistema é responsavel pela segregacéo
cromossOmica durante a meiose e mitose, pela divisdo celular durante a citocinese, e

pelo movimento e distribuicdo de moléculas e organelos (Voronina & Wessel, 2003;
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Ferreira et al., 2009; Mao et al., 2014). Os trés tipos de filamentos do citoesqueleto séo
formados por subunidades que s&o caracteristicas de cada um. Os filamentos de
actina sdo constituidos por subunidades globulares e compactadas de actina. Os
filamentos intermediarios sdo compostos por subunidades polipeptidicas alongadas e
fibrosas e a sua funcdo esta relacionada principalmente com a resisténcia mecanica
em resposta ao stress. Os microtUbulos consistem em subunidades globulares e
compactadas de tubulina (Voronina & Wessel, 2003; Ferreira et al., 2009; Mao et al.,
2014). Estes ultimos estdo envolvidos no movimento dos organelos e moléculas. As
subunidades dos microtibulos estédo ligadas a proteinas motoras, tais como dineina,
dinactina e cinesina, que se ligam as moléculas e as membranas dos organelos
permitindo assim o seu movimento. Em fases iniciais do desenvolvimento oocitario os
microtubulos tém uma forma alongada e sdo instaveis. Durante a maturacdo, 0s
microtubulos permitem a formag&o dos fusos mei6ticos que, por sua vez, permitem a
segregacao de cromossomas nas duas divisbes meibticas. Em odcitos na fase de VG,
0s microtubulos encontram-se distribuidos ao longo do citoplasma. Apoés a dissolucao
do involucro nuclear da vesicula germinal estes concentram-se em volta dos
cromossomas. Nas metafases, estes elementos do citoesqueleto organizam-se e

formam os fusos meiético (Figura 4; Mao et al., 2014).
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Figura 4: Resumo da distribuicao de organelos citoplasmaticos e do citoesqueleto,
durante a maturagéo de odcitos em (A) rato e (B) humano (Adaptado de Mao et al.,
2014).

4.1. Maturagdo in vitro de odcitos

A maturacao in vitro (IVM) é um procedimento laboratorial cujo objetivo é a
obtencdo de o0citos maduros competentes. A base deste procedimento é o
desenvolvimento do odcito do estadio de vesicula germinal ou metafase | (Ml) até ao
estadio de metafase Il (MIl) no qual sdo fertilizados (Tang-Pedersen et al., 2012;
Figura 5). A maturacdo in vitro de odcitos imaturos foi descoberta em 1935 numa
experiéncia em coelhos levada a cabo por Pincus e Enzmann. Desde entdo tem tido
uma elevada importancia ndo s6 pelo facto de permitir estudar in vitro alguns dos
aspetos da oogénese, como também na producado animal, mas sobretudo ao nivel das
técnicas de reproducdo humana medicamente assistidas, uma vez que permite gerar

oo0citos maduros capazes de suportar o desenvolvimento embrionario e pré-
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implantacao do embrido (Coticchio et al., 2013). Nesta area, a maturacao in vitro tem
sido proposta como alternativa a estimulagdo ovarica com gonadotrofinas, uma vez
gque este tipo de tratamento esta associado a um elevado risco de desenvolvimento de
sindrome de hiperestimulagédo ovarica; sobretudo quando se trata de mulheres com
sindrome de ovarios poliquisticos, uma vez que estas tém uma elevada predisposicao
para o desenvolvimento de uma hiperestimulacéo. Para além destes casos, a IVM é
uma opcdo em utentes que sdo consideradas mas respondedoras, utentes com
sindrome dos ovarios resistentes as gonadotrofinas, mulheres com endometriose, nos
ciclos de doacgéo de odcitos e, por ultimo mas ndo menos importante, € uma técnica
inerente aos processos de criopreservacdo de odcitos imaturos em situagbes de
preservacgao da fertilidade em doentes oncoldgicas (Trounson et al., 2001; Hashimoto,
2009; Bos-Mikich et al., 2011; Walls et al., 2012; Coticchio et al., 2013; Grynberg et al.,

2013).

Figura 5: Od4citos Humanos observados por microscopia de contraste de fase apds
puncao e desnudagdo. A) Odcito VG, B) Odcito MI, C) Odcito MIl (Imagens cedidas pelo
Servi¢co de Reproducdo Humana do CHUC).

Como mencionado anteriormente, 0 processo de maturagdo envolve alteracées
cromossOmicas, redistribuicdo de organelos, alteragdes do citoesqueleto, sintese e
armazenamento de mARNSs e proteinas e ainda interacéo fisica e bioquimica entre o
oocito e as células do cumulus oophorus. Como tal, a maturagéo in vitro tem de
mimetizar um ambiente o mais semelhante possivel ao ambiente a que os odcitos

estdo sujeitos in vivo, com o objetivo de permitir que este conjunto de fendmenos
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ocorra de forma precisa, regulada e coordenada permitindo assim obter odcitos
competentes (Hardy et al., 2000;Coticchio et al., 2013). Existem dois intervenientes
essenciais para o sucesso da IVM, sendo as células do cumulus oophorus um desses
elementos. O cumulus oophorus totalmente expandido e desenvolvido desempenha
funcdes na maturacdo do odcito; no transporte do mesmo, ao longo da trompa de
falopio; apds ovulagdo, e no processo de fecundacédo. Estas células estabelecem uma
comunicacdo bidirecional com o o6cito mediada por junc¢des tipo gap. Esta
comunicacgao é considerada a chave para a maturacdo do gameta feminino, uma vez
que é ela que mantém o bloqueio meidtico; que, na devida altura, induz o reinicio da
meiose e a concluséo da divisdo meidtica e, é também esta comunicagdo que permite
a maturacdo citoplasmética do odcito (Hardy et al., 2000; Tanghe et al., 2002;
Coticchio et al., 2013). Para além disso, permite ainda o transporte de pequenas
moléculas, essenciais ao o6cito, nomeadamente alguns aminoacidos, colesterol e
moléculas sinalizadoras (Hardy et al., 2000; Tanghe et al., 2002; Coticchio et al.,
2013). Apesar de toda a importancia das células do cumulus oophorus ao nivel da
maturacao oocitaria, existem varios investigadores que conseguem, e com taxas
bastante satisfatorias, a obtencao, in vitro, de odécitos em metafase Il, partindo de
o6citos VG ou MI desnudados, ou seja, o6citos cujas células cumulus oophorus foram
removidas (tépico desenvolvido mais a frente; Baka et al., 1995; Boiso et al., 2002;
Cao et al.,, 2009; Versieren et al., 2011; Fasano et al., 2012; Wang et al., 2012).
Contudo, existem estudos realizados em ratos que demonstram que a manutencéo do
contacto oécito-células do cumulus oophorus permite ndo s6 uma melhor qualidade
oocitaria, como também, estd envolvida na organizacdo espacial e funcional do fuso
meidtico (Barrett & Albertini, 2010). Como tal, apesar de poder ser conseguida a
maturacdo de odcitos na auséncia das células do cumulus oophorus, a auséncia
destas podera ter repercussdes a nivel estrutural nos odcitos que poderao inviabilizar

uma possivel fecundagéo ou que terdo consequéncias mais ou menos graves apos a
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ocorréncia da mesma. Para além das células do cumulus oophorus, o outro
interveniente fundamental neste processo € o proprio sistema de maturacédo in vitro, e
por isso, 0 maior desafio deste procedimento tem sido encontrar um sistema ideal que
permita atingir o objetivo final, a obtencdo de odcitos competentes. Por norma, um
sistema de maturacao in vitro é composto por um meio de cultura de células, sendo
gue o mais comummente utilizado € o TCM199. Este meio contém um conjunto de
amino&cidos considerados essenciais e € suplementado com hormonas
gonadotréficas (FSH e LH). A FSH tem como funcéo estimular o desenvolvimento
folicular e induzir o reinicio da meiose, enquanto que a LH é a hormona responsavel
pela inducdo da ovulagdo in vivo e, portanto € a hormona que induz a maturacao
(Hardy et al., 2000; Tanghe et al., 2002; Coticchio et al., 2013). E importante referir
que os o0citos ndo tém recetores de LH, pelo menos de acordo com o conhecimento
atual (Tanghe et al., 2002). O que vem atestar mais uma vez a importancia das células
do cumulus, pois séo elas que expressam o0s recetores desta hormona e que facultam
aos o0citos a sinalizacdo necesséaria a indugdo da sua maturagdo (Tanghe et al.,
2002). Alguns protocolos substituem a LH pela hCG, sendo que a segunda mimetiza
os efeitos da primeira. Para além das hormonas gonadotréficas, 0 meio € normalmente
suplementado com um soro que fornece um conjunto de proteinas das quais o gameta
feminino necessita mas ndo tem a capacidade de sintetizar (Hardy et al., 2000;
Tanghe et al., 2002; Coticchio et al., 2013), fatores de crescimento e sais inorganicos
gue mantém a osmolaridade e pH (Christopikou et al., 2010). Por vezes 0os meios
também sdo suplementados com substratos energéticos (piruvato, lactato, glucose). O
piruvato pode induzir diretamente a maturagdo nuclear de odécitos sem células do
cumulus oophorus, enquanto que a glucose tem se ser metabolizada pelas células do
cumulus oophorus em resposta ao estimulo da LH para depois poder ser usada pelo
odcito (Christopikou et al., 2010).

A IVM de odcitos imaturos humanos tem sido cada vez mais aceite, desde o
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primeiro relato de gravidez bem sucedida apds este procedimento em 1994. Desde
entdo varios aperfeicoamentos foram feitos no protocolo de IVM e atualmente ja
nasceram mais de 1000 bebés a partir de o6citos maturados in vitro em todo 0 mundo
(Hashimoto, 2009; Wiser et al., 2011).

E frequente a ideia de que apOs maturacdo in vitro apenas a injecio
intracitoplasmatica de um espermatozdéide garante a fertilizacdo dos odcitos. Contudo,
Walls e seus colaboradores realizaram um estudo cujos resultados mostraram néo
existirem diferencas significativas nas taxas de fertilizacdo e na qualidade dos
blastocistos apés ICSI ou fertilizagc&o in vitro, mostrando que a FIV pode também ser

uma técnica viavel na fertilizacdo de odcitos apos IVM (Walls et al., 2012).

5. CRIOPRESERVACAO

A criopreservacdo tem como objetivo prolongar a viabilidade das células
através da interrupcdo das suas reacfes metabdlicas, utilizando temperaturas
extremamente baixas (Jain & Paulson, 2006; Santos et al., 2010). A temperatura
geralmente usada é de -196°C, correspondente a temperatura do azoto liquido (Jain &
Paulson, 2006). Embora esta técnica permita a conservagdo das células num estado
vidvel por longos periodos de tempo, a diminuicdo e consequente subida de
temperatura durante o arrefecimento e aquecimento, resultam frequentemente em
crio-danos e morte celular (Jain & Paulson, 2006; Santos et al., 2010). Os principais
danos ocorrem entre os +15°C e o0s -5°C devido aos danos provocados pelo frio, entre
-5°C e 0s -80°C devido a formacédo de cristais de gelo e a solidificacdo do fluido
intracelular que ocorre entre 0s -50°C e -150°C (Ata et al., 2010).

E preciso considerar que a capacidade de sobrevivéncia do material biolégico
durante o processo de criopreservacdo depende do tamanho do material biolégico a
criopreservar, a sua razao superficie/volume e o teor de agua. Estes fatores sao

determinantes na sobrevivéncia a criopreservacgao (Ata et al., 2010).
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5.1. Oscrio-danos e o papel dos agentes crioprotetores

As técnicas de criopreservacdo podem provocar danos ao nivel do ADN (Acido
desoxirribonucleico), mas também ao nivel estrutural e funcional, por exemplo nos
microtubulos. Uma criopreservagcdo de sucesso visa eliminar estes trés problemas, e
para isso as estratégias de criopreservagdo tém-se munido da utilizacdo de produtos
guimicos chamados agentes crioprotetores (Jain & Paulson, 2006; Santos et al.,
2010).

Os agentes crioprotetores (CPAs) tém a funcao de proteger a célula ou o tecido
contra a desidratacéo, o arrefecimento e os danos causados pela reducdo extrema da
temperatura. De um modo geral, esses agentes podem ser divididos em dois grupos
principais: intracelulares ou penetrantes e extracelulares ou nao penetrantes (Jain &
Paulson, 2006; Santos et al., 2010; Lee et al., 2014).

Os crioprotetores intracelulares ou penetrantes sao constituidos por pequenas
moléculas que facilmente penetram as membranas celulares e formam ligacdes de
hidrogénio com moléculas de agua intracelulares, evitando a formacédo de gelo (Jain &
Paulson, 2006; Santos et al., 2010; Figura 6). O propilenoglicol (PROH) é o mais
utilizado dos crioprotetores penetrantes e, apesar de ter uma baixa toxicidade, ndo tem
um efeito muito alargado na prevencdo da formagéo de gelo. Outros crioprotetores
pertencentes a este grupo tém sido utilizados, nomeadamente o dimetilsulféxido

(DMSO0), do etilenoglicol (EG) e do glicerol (G; Santos et al., 2010).
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>

Figura 6: Modo de acdo dos crioprotetores intracelulares. O-
representacdo do 4tomo de oxigénio; H- representacdo do atomo
de hidrogénio; PROH- representacdo da molécula de
propilenoglicol. A) Moléculas de agua; B) Estrutura molecular dos
cristais de gelo; C) Ligacdo do crioprotetor intracelular
(propilenoglicol) as moléculas de agua (Adaptado de Chian:
Fertility cryopresrvation with oocyte vitrification).

Do grupo dos crioprotetores extracelulares, também conhecidos como néo
penetrantes, fazem parte moléculas como os hidratos de carbono (sacarose,
galactose, trealose, ficoll) e as proteinas. Estas sao moléculas de grandes dimensdes
que néo penetram a membrana celular, protegendo as células por intermédio da sua
ligagdo as cabecas polares dos grupos fosfolipidicos da membrana celular (Jain &
Paulson, 2006; Santos et al., 2010). Estes CPAs agem reduzindo o choque osmético,
controlando a saida de &gua da célula e causando desidratagéo intracelular antes da
congelacdo (Figura 7; Jain & Paulson, 2006). Este grupo de crioprotetores é
normalmente usado em combinagdo com os CPAs penetrantes, de forma a aumentar

a eficacia na prevencao da formacéo de gelo (Jain & Paulson, 2006).
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Figura 7: Modo de a¢éo dos crioprotetores extracelulares.

Durante a descongelacdo a &gua gerada pela fusdo do gelo diminui
rapidamente a pressao osmotica extracelular. Nesta altura, o choque osmético pode
ocorrer devido a um fluxo excessivo de 4gua que pode provocar a turgescéncia da
célula ou até mesmo a sua rotura. Por este motivo, os protocolos de descongelacao
utilizam uma grande concentracdo de CPAs ndo permeaveis (Jain & Paulson, 2006).

Apesar de tudo o que foi referido anteriormente é necessario ter em conta que
0s agentes crioprotetores podem ser toxicos (Ata et al., 2010). A escolha do tipo e da
concentracdo de um agente crioprotetor que resulte numa baixa toxicidade depende
do tipo de célula e tecido a ser criopreservado, bem como da espécie utilizada e do

método de criopreservacao escolhido (Ata et al., 2010).

5.2. Técnicas de criopreservacgao

Todo o material biol6gico sofre danos morfolégicos e funcionais consideraveis
durante a criopreservacdo. Contudo a extenséo da lesdo depende de fatores como o
tamanho e a forma das células, a permeabilidade das membranas, e a qualidade e
sensibilidade desse mesmo material bioldégico. Todos esses fatores podem ser

altamente varidveis, dependendo da espécie, do estadio de desenvolvimento e da sua
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prépria origem (por exemplo, se sdo produzidos in vivo ou in vitro). Ainda assim, os
odcitos e embrides tém uma capacidade surpreendente de reparar danos, total ou
parcialmente e, em muitos casos, para continuar o desenvolvimento normal apos
criopreservagdo/descongelacdo. O objetivo das técnicas de criopreservacao é
minimizar esses danos e ajudar as células a regenerar (Vajta & Kuawayama, 2006).

Atualmente a criopreservacdo de gametas e embrides é realizada por dois
métodos: a congelacado lenta, também conhecida como convencional, e a vitrificacéo,
ambas com vantagens e desvantagens (Santos et al., 2010).

A comparacdo entre a congelacdo lenta e a vitrificacdo € basicamente a
comparagao entre um método e um processo fisico. Muitas vezes a distin¢gdo entre os
dois é feita de forma superficial, pelo facto de se afirmar que a diferenca reside
somente no facto da congelacao lenta utilizar uma velocidade de arrefecimento lenta e
baixa concentracdo de CPAs e a vitrificacdo utilizar uma elevada velocidade de
arrefecimento e altas concentracbes de CPAs, contudo isto € uma forma muito

simplista de abordar a questédo (Saragusty & Arav, 2011).

5.2.1. Congelagdo lenta

Durante a congelagdo, as células enfrentam indmeros stresses fisicos tais
como mudancas na permeabilidade da membrana e volume celular, bem como
formacdo de cristais de gelo (Santos et al., 2010). A congelacdo lenta pode ser
interpretada como uma tentativa de criar um equilibrio delicado entre vérios fatores
causadores de danos celulares, incluindo a formacdo de cristais de gelo, rotura,
toxicidade e danos osmoticos. Esta técnica de criopreservacao, pelo facto de fazer
diminuir gradualmente a temperatura (-0,3°C/min a -2 °C/min), permite a troca entre 0s
fluidos extracelulares da solugdo e intracelulares, sem a ocorréncia de efeitos
osmoticos e deformacgédo celular graves (Vajta & Kuawayama, 2006). A congelacéo

lenta tem a vantagem de utilizar baixas concentracdes de CPAs (1-1,5M), o que pode
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reduzir a toxidade quimica e o choque osmético, contudo nem sempre é eficiente

guanto a eliminacéo da formacé&o de cristais de gelo (Dinnyes & Nedambale, 2009).

5.2.2. Vitrificagdo

A vitrificagcdo pode ser definida como o processo de solidificacdo de uma
solugdo a baixas temperaturas, sem a formacgdo de cristais de gelo intra e
extracelulares (Vajta, 2000; Santos et al., 2010). Este processo foi investigado por um
fisico alemdo, de home Tammann em 1898 (Vajta, 2000). O fenémeno é alcancado
pelo aumento da velocidade de congelacdo e/ou pela incorporacdo de elevadas
concentragbes de crioprotetores nas solugbes. Outros fatores que facilitam este
processo sdo 0 aumento da pressao hidrostatica e a diminui¢cdo do volume da solugéo
de vitrificac@o, a qual esta relacionada com a velocidade de congelacdo (Vajta, 2000).

Diferente da congelagédo lenta, a vitrificacdo caracteriza-se por um rapido
arrefecimento da solucdo e subsequente formacédo do estado vitreo amorfo, livre de
gualquer estrutura cristalina (Santos et al., 2010). O seu protocolo tipico requer uma
alta concentracéo de CPAs ( >5,5M; Dinnyes & Nedambale, 2009).

A vitrificacdo apresenta portanto uma vantagem bastante consideravel em
relagdo a congelagéo lenta, que é a eliminacdo parcial, e por vezes total, de um dos
crio-danos mais prejudiciais, a formacédo de cristais de gelo (Vajta, 2000; Vajta &
Kuawayama, 2006; Santos et al., 2010). Com o intuito de eliminar os efeitos nefastos
provocados pelas elevadas concentragbes de crioprotetores, tem sido usada como
estratégia diminuir a concentragdo do CPA sem prejudicar a capacidade crioprotetora,
através da combinacdo de diferentes CPAs em concentracdes relativamente baixas.
Este procedimento tem como finalidade obter concentragbes de solutos totais
vitrificaveis, diminuindo a toxicidade especifica de cada crioprotetor (Santos et al.,
2010).

Para além da concentracdo do crioprotetor, 0 aumento da velocidade de
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congelacdo pode também ser conseguido com uma cuidadosa escolha do protocolo
de vitrificacdo a aplicar (Santos et al., 2010). Para alcancar velocidades de congelacdo
muito altas o volume da solu¢cdo de vitrificacdo pode ser minimizado, utilizando
sistemas especialmente concebidos para o efeito. Estes sistemas podem ser divididos
em duas categorias, sistemas abertos ou sistemas fechados. Cada um destes grupos
tem as suas vantagens. Nos sistemas abertos é mais facil obter uma taxa de
arrefecimento elevada comparativamente com os sistemas fechados. Contudo, em
ambos os sistemas, a diminuicdo do volume a vitrificar permite o aumento da
velocidade de arrefecimento, possibilitando a diminuicdo da concentracdo de CPAs, de
modo a minimizar os seus efeitos toxicos e osméticos (Saragusty & Arav, 2011). A
vantagem dos sistemas fechados é evitar qualquer tipo de contaminacdo que possa

existir (Saragusty & Arav, 2011).

5.3. Congelacao lenta vs. vitrificacao

A congelacdo lenta tem tido um papel significativo na histéria da
criopreservacdo e o seu impacto presente ndo deve ser subestimado. No entanto, €
possivel qgue num futuro préximo esta técnica venha a ser totalmente substituida pela
vitrificacé@o (Vajta & Kuawayama, 2006), uma vez que esta Ultima tem vindo a ser bem
sucedida na criopreservacado de embrides e odcitos (Dinnyes & Nedambale, 2009).

E preciso ainda sublinhar que varios estudos tém demonstrado que os
processos 6timos de criopreservacao tendem a ser especificos para cada espécie, em
grande parte devido a variacdes na permeabilidade da membrana plasmatica e
sensibilidade do material biolégico aos crioprotetores e a velocidade de
congelacéo/aquecimento (Dinnyes & Nedambale, 2009). A tabela abaixo apresentada

mostra de forma clara e sucinta as diferengas entre estas duas técnicas (Tabela 1).
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Tabela 1: Comparacao entre congelacédo lenta e vitrificacao.

Congelacao Lenta

Vitrificacdo

Velocidade de

arrefecimento lenta

Baixa concentracéo

de CPAs (1-1,5M)

Requer equipamento

sofisticado

Processo moroso (~ 3h)

Elevada probabilidade de

formacéo de cristais de gelo

Facil execucgéo

Elevada velocidade de arrefecimento

Elevada concentracdo de CPAs (>5,5M)

N&o requer equipamento sofisticado

Processo rapido (~15 min.)

Baixa probabilidade de formacéo de

cristais de gelo

Tecnicamente mais complexa

5.4. Criopreservacao de embrides

No ano de 1984 nasceu a primeira crianga proveniente de embribes
criopreservados. Desde entdo, esta técnica tem desempenhado um papel importante
nos tratamentos de reproducao assistida, permitindo aos casais mais de uma tentativa
de transferéncia de embrides apds um anico ciclo de estimulacdo ovarica. Deste
modo, tem sido possivel ndo sé melhorar as taxas de gravidez, como também diminuir
a exposi¢cdo a gonadotrofinas, reduzindo assim os custos do tratamento (Saragusty &
Arav, 2011).

A congelagcdo lenta tem sido amplamente utilizada na criopreservacdo de
embrides, contudo a vitrificagdo tem sido a técnica utilizada com mais frequéncia

recentemente. Varios estudos tém vindo a ser desenvolvidos com o intuito de se
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perceber qual a técnica que permite obter melhores resultados. Num artigo de revisédo
recente os autores concluiram que néo existem diferencas significativas entre os dois
métodos no que se refere as taxas de gravidez, contudo a vitrificagéo esta associada a
taxas mais elevadas de sobrevivéncia apds descongelacdo tanto em embrides de

fases mais iniciais, como no estadio de blastocisto (Ata et al., 2010).

5.5. Criopreservacao de tecido ovarico

A criopreservacao de tecido ovarico humano é um dos procedimentos que
permite a preservacgédo da fertilidade em mulheres que necessitem de ser submetidas a
tratamentos agressivos, suscetiveis de originar uma menopausa precoce (Huang et
al., 2007; Anderson & Wallace, 2011). As amostras de tecido do cortex ovarico podem
ser colhidas da utente em qualquer fase do ciclo menstrual. Estas pequenas amostras
possuem uma enorme quantidade de foliculos primordiais que, por serem pequenos e
pouco diferenciados, sem zona pellcida e sem células da granulosa, apresentam uma
maior tolerancia a criopreservagdo e posterior descongelagdo (Huang et al., 2007;
Anderson & Wallace, 2011). E ainda prematuro avaliar os verdadeiros beneficios deste
procedimento, uma vez que, até ao momento, se encontram documentados na
literatura apenas 26 recém nascidos apds transplante de tecido ovarico criopreservado

(Donnez et al., 2013).

5.6. Criopreservacio de odcitos

O odcito é muito diferente do espermatozoide no que respeita a sua tolerancia
a criopreservacao (Anderson & Wallace, 2011; Saragusty & Arav, 2011). Comparando
as medidas de grandeza dos gametas humanos podemos verificar que o odcito tem,
em média, um didmetro de 120 pm, um volume de 9,05x10°> ym? e uma érea de
superficie de 4,5x10* ym?, ao passo que o espermatozoide tem 28 ym? de volume e
uma area de superficie de 120um® Assim, a razdo superficie/volume no

z

espermatozoide é de 4,3, enquanto que no oécito é apenas de 0,05 (Leibo et al.,
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2002), o que o torna muito sensivel ao frio e altamente suscetivel a formacdo de
cristais de gelo intracelulares (Lee et al., 2014). Para além das dimensdes, a
membrana plasméatica de odécitos em diferentes fases meidticas tem diferentes
coeficientes de permeabilidade, e muitas vezes estas alteracbes de permeabilidade
tornam o movimento de crioprotetores e 4gua mais lento (Anderson & Wallace, 2011).
Por outro lado, os odcitos estdo rodeados pela zona pelldcida que atua como uma
barreira adicional ao movimento da agua e CPAs para dentro e fora da célula,
possuem um alto teor de lipidos citoplasméaticos, o que aumenta a sua sensibilidade a
criopreservacdo e, possuem também menos microfilamentos de actina
submembranares, 0 que torna a sua membrana menos robusta (Saragusty & Arav,
2011). Como resultado do processo de congelacdo/descongelacdo, pode ocorrer a
exocitose prematura de granulos corticais, responsaveis pelo bloqueio a polispermia,
conduzindo ao endurecimento da zona pelGcida tornando a penetracdo do
espermatozoide e fertilizacdo dificeis. Contudo, este entrave pode ser ultrapassado
com o uso da técnica de ICSI (Saragusty & Arav, 2011).

A criopreservacao pode causar desorganizagao ao nivel do citoesqueleto e dos
cromossomas, e pode originar anomalias ao nivel do ADN, como referido
anteriormente. Varios estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de comparar a
incidéncia deste tipo de anomalias entre odcitos frescos e odcitos vitrificados ou
criopreservados por congelagéo lenta. Por exemplo, um estudo de 2009 publicado por
Cao e um grupo de investigadores, mostra nao existir diferencas significativas ao nivel
da integridade do fuso acromatico e alinhamento dos cromossomas, entre 06citos nao
criopreservados comparativamente a o0citos criopreservados por congelacdo lenta ou
vitrificacdo (Cao et al., 2009).

Apesar dos avancos na &rea da criopreservacdo e especificamente na
criopreservagdo de oo6citos (maduros ou imaturos), s6 recentemente a sua

criopreservacdo passou a ser considerada um procedimento estabelecido (Tomasi-
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Cont et al.,, 2014). Apesar das dificuldades da aplicacdo da criopreservacdo aos
gametas femininos, até 2007 tinham sido relatados 200 nascimentos resultantes de
o0citos criopreservados. Este nimero subiu para 500 em 2009 (Saragusty & Arav,

2011).

5.6.1. Criopreservagdo de odcitos: Congelagdo lenta vs. Vitrificagdo

Quando € feita a comparacdo entre a congelacdo lenta e a vitrificacdo de
o0citos, as taxas de sobrevivéncia variam entre 91,8% e 95% para odcitos vitrificados
e entre 61% e 75% para oocitos criopreservados por congelacdo lenta (Cao et al.,
2009 Ata et al., 2010). Os resultados publicados por Cao e colaboradores em 2009
mostraram haver uma tendéncia para a existéncia de menores danos em od6citos
vitrificados comparativamente a od6citos criopreservados por congelagdo lenta.
Mostraram ainda néo existir diferencgas significativas nas taxas de fertilizacéo, contudo
as taxas de clivagem foram inferiores nos odcitos apds congelacao lenta. De acordo
com Cobo & Diaz (2011) um total de 5 estudos com uma amostragem consideravel de
odcitos mostrou que as taxas de fertilizacdo, clivagem e obtencao de embrides de dia
3 (de boa qualidade) foram superiores em od6citos vitrificados, comparativamente aos
criopreservados por congelacdo lenta. Ainda nestes estudos, verificou-se ndo haver
diferencas significativas nas taxas de fertilizagcéo, clivagem, obtencdo de embribes de
boa qualidade e gravidez entre od6citos vitrificados e odécitos nao criopreservados

(Cobo & Diaz, 2011).

5.6.2. Criopreservagdo de odcitos maduros vs. imaturos

Um odcito no estadio de vesicula germinal possui cromossomas que néo estao
totalmente condensados e que se encontram rodeados pela membrana nuclear (Cao
et al., 2009). Por outro lado os seus microtubulos encontram-se dispersos pelo
citoplasma e portanto ndo possui qualquer fuso meiotico (Combelles & Chateau, 2012;

Mohsenzadeh et al., 2012). Estas tornariam os o06citos nesta fase menos propensos a
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danos causados pelo frio. Contudo, ao contrario do que se pensava inicialmente, os
odcitos nesta fase possuem outras caracteristicas que 0s tornam suscetiveis aos crio-
danos. A auséncia de acetilagcdo dos microtdbulos torna-os mais instaveis do que se
pensava, visto que a acetilacdo dos microtubulos estd associada a uma maior
estabilidade dos mesmos (Combelles et al., 2002; Combelles & Chateau, 2012). Para
além disso, nesta fase ainda ndo se iniciou a maturacéo citoplasmatica, e portanto
ainda ndo houve redistribuicdo nem alteragdo estrutural dos organelos (Lee et al.,
2014). Neste sentido, os danos provocados pela criopreservacao nesta fase podem
por em causa esta mesma maturacdo, uma vez que os fatores que controlam estes
processos sdo sensiveis a criopreservacao (Combelles & Chateau, 2012; Wang et al.,
2012). Relativamente a criopreservacdo de o0cito em metafase |, os resultados
publicados até ao momento mostram que, quando 0s 00citos sdo obtidos nesta fase
0s resultados em termos de sobrevivéncia a criopreservagdo sao superiores quando
comparados com a criopreservacdo na fase de vesicula germinal (Versieren et al.,
2011; Zhang et al., 2011; Combelles and Chateau, 2012; Fasano et al., 2012). Quando
se fala em odcitos em metafase Il, a partida pensa-se que estes sdo 0s mais sensiveis
ao processo de criopreservacdo, uma vez que tém dimensdes superiores aos acima
referidos, devido a presenca do fuso meidtico, estrutura extremamente sensivel as
diferengas de temperatura e ainda devido ao baixo coeficiente de permeabilidade da
membrana plasmatica (Ata et al., 2010; Anderson & Wallace, 2011; Wang et al., 2012).
Contudo, os resultados clinicos de criopreservacdo de od6citos imaturos por
congelagdo lenta ou vitrificacdo ficaram aquém dos resultados obtidos com o0d0citos

maduros (Ata et al., 2010; Anderson & Wallace, 2011).

A tabela abaixo apresentada (Tabela 2) compila a informacéo de oito estudos
com elevado impacto nesta tematica. O que se pode concluir apds analise dos

mesmos € que, até ao momento, parece ser mais benéfico, a criopreservacdo de

40
Solange Machado



Preservagdo da fertilidade: maturagdo in vitro de odcitos pré ou pés vitrificagdo Capitulo I

oocitos MIl ap6s maturacao in vitro, em vez de oécitos VG seguidos de maturacao in
vitro (Combelles & Chateau, 2012). Contudo, esta ndo sera certamente uma resposta
definitiva a questao “ o que é melhor: vitrificar antes ou apds maturagao in vitro?”, uma
vez que existe uma variabilidade entre estudos, no que respeita a fonte de odcitos,
tipos de infertilidade, sistemas de criopreservac¢do e maturagao in vitro; variaveis essas

gue devem ser tidas em conta (Combelles & Chateau, 2012)
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Tabela 2: Comparacao da criopreservacédo de odcitos na fase VG e Ml (pds-IVM) (Adaptado de Combelles & Chateau, 2012).

Odbcitos da
Fonte de mesma Método % Maturg(;ao % Fusos_ Cromossqmas : % 5 %
Autores P utente de P com células = normais Normais Fertilizacao/ .
odcitos o . - Sobrevivéncia Maturagéo . ~ Clivagem
(sibling Criopreservacéo do cumulus (n) (n) Activacdo
design)
Ciclos de P N
. = . o P6s crio: 35 Pos crio: 36
Baka et al., 1995 Falh?:\'g“;:gf&(; 50 N&o Congelacéo lenta \I\//I(IBIgg Né&o RESERRAD Pré crio: 22 MIl: 26
_ ¢ ’ Sem crio: 84 Sem crio: 87
(n=188)
Semcei:rsljlrmigfgao VG:63 Pés crio: 40 Pés crio: 23 Pés crio: 22
(n=36) MII:56 Pré crio: 70 Pré crio: 22 Pré crio: 23
Chung et al., 2000 > Néo Vitrificagao Sim
egtlicmkl)jadgo VG:65 Pés crio: 53 Pés crio: 35 Pés crio: 29
= C MII:100 Pré crio: 71 Pré crio: 59 Pré crio: 59
(n=43)
egt:::r:?jadgo VG:48 Pés crio: 30 Pés crio:17 Pés crio: 16
Goud et al., 2000 G0 Néo Vitrificagao X Parcialmente Pré crio: 73 Pré crio: 29 Pré crio: 26
Falha na maturacéo Mil:84 . ._ o
_ Sem crio: 70 Sem crio: 50 Sem crio: 41
(n=189)
Ciclos de . o
Boiso etal., estimulacéo Nao Congelacao lenta HeEr Nao Pés crio: 53 Ilz:)és (frrllc?lg PPr%sc(;ircl)qu
2002 Falha na_maturagao MII:56 Pré crio: 73 Sem crio:72 Sem crio: 82
(n=237)
Ciclos de . o Pés crio: 27 Pés crio: 19
Cao et al., 2009 estimulagdo IVM N&o Vitrificacao \,\ﬁgg Misto E?g grri'gj gg’ Pré crio: 51 Pré crio: 34
(n=472) : : Sem crio: 66 Sem crio: 58
Ciclos de A YA e A Y e
Versieren et al., estimulacdo = = VG:76 - Pés crio: 56 qu c_nq = PQS C.”c," o
= Nao Congelacao lenta : Nao A e Pré crio: 75 Pré crio: 76
2011 Falha na maturacéo MiIl:72 Pré crio: 72 . .
. Sem crio: 82 Sem crio: 93
(n=330)
Ciclos de
Fasano et al., estimulacdo sim Vitrificacso VG:81 N0 Pés crio: 0 # Pos crio: 0 # Pos crio: 0
2012 Falha na maturacéo G MII:87 Pré crio: 29 Pré crio: 21 Pré crio: 11
(n=184)
esctlicmkl)ﬁadgo VG:70 Pés crio: 36 * P6s crio:1 * Pos crio: 0
Wang et al., 2012 a0 Sim Congelacéo lenta : Néo Pré crio: 76 Pré crio:6 Pré crio: 5
Falha na maturacéo Mil:71 L L S
Sem crio: 75 Sem crio :40 Sem crio:13

(n=216)

VG e MIl correspondem & criopreservagéo nas respectivas fases de VG e MIl (pés-IVM), “Sem crio” representa o grupo onde ndo houve criopreservacéo. “Pds crio” representa o grupo de odcitos
onde se realizou a maturacéo in vitro de VG ap6s a criopreservacao. “Pré crio” representa o grupo de odcitos onde se realizou a maturagéo in vitro de VG ou MI antes da criopreservacéo. * A
andlise do fuso e dos cromossomas refere apenas 0s 06citos classificados como perfeitamente normais, nestes grupos os resultados correspondem ao numero total de odcitos analisados. "A
ativacéo da partenogénese foi usada em vez da fertilizagdo com espermatozoides. # As taxas de fertilizacdo e clivagem aparecem como zero uma vez que 0s 06citos ndo maturaram.
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6. PRESERVACAO DA FERTILIDADE

As doencas oncoldgicas sdo, depois das doencas cardiovasculares, a segunda
principal causa de morte em Portugal (Portal da salude, 2012). De acordo com o
registo oncoldgico de 2010, estima-se que foram diagnosticados tumores malignos a
aproximadamente 8653 mulheres, sé nesse ano em Portugal (Oncol, 2010). Os
avancos ao nivel da prevencado, detecdo precoce e tratamento, permitem a estas
mulheres viver por longos periodos de tempo, e assim, questdes como a qualidade de
vida e a preservacao da fertilidade, tornaram-se cada vez mais importantes para as
sobreviventes em idade reprodutiva (Noyes et al., 2010). Para além das doentes
oncoldgicas, todas as mulheres que sdo expostas a agentes gonadotoxicos para o
tratamento de doengas ndo-oncoldgicas, como lupus eritematoso sistémico, aquelas
que sdo submetidas a cirurgia para endometriose, e mulheres com sindromes
genéticos, como sindrome de Turner e pré-mutacdo do X fragil, enfrentam risco de
menopausa precoce, contribuindo ainda mais para a populagdo de mulheres que

necessitam de procedimentos de preservacao da fertilidade (Ata et al., 2010).

Nos ultimos anos tem-se assistido a um aumento consideravel da atividade
clinica no campo de preservacdo da fertilidade em mulheres, isto porque, apesar da
preservacdo da fertilidade para os homens, através da criopreservacdo de
espermatozoides estar disponivel ha muitos anos, ndo existe, até a data, nenhuma
técnica andloga, ndo invasiva, disponivel para as mulheres (Anderson & Wallace,
2011). As técnicas atualmente disponiveis podem dividir-se em dois grupos. Um
primeiro grupo que se baseia na minimizacdo do dano a nivel reprodutivo; e um
segundo que diz respeito a preservacdo do material celular propriamente dito. Do
primeiro fazem parte estratégias como a selegcdo de protocolos com menor
gonadotoxicidade; utilizacdo de hormonas agonistas da GnRH com o intuito de

aumentar a resisténcia das células gonadais; e ainda estratégias de cirurgia
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conservadora, que se baseiam na transposicdo dos ovarios para zonas distantes da
zona a ser irradiada, nos casos de tratamento por radioterapia (Combelles & Chateau,
2012). O segundo grupo abrange estratégias invasivas e que muitas vezes exigem
uma estimulacdo hormonal, o que pode néo ser indicado em alguns casos (Anderson
& Wallace, 2011; Combelles & Chateau, 2012). Até 2013 o Unico método totalmente
estabelecido para a preservacéo da fertilidade nestas mulheres era a criopreservacao
de embrides (Ata et al., 2010; Tomasi-Cont et al., 2014). Apesar da criopreservacao de
embrides ser considerado um método totalmente estabelecido para a preservacao da
fertilidade, existem alguns aspetos a ter em conta quando se recorre a esta opgdo. No
caso de se tratar de mulheres com doengas oncoldgicas é preciso ter em conta que,
dependendo do momento da primeira consulta, podera haver um atraso de 2 a 5
semanas no tratamento da doenca pela necessidade de realizar uma estimulacdo
ovarica, requerida para a fertilizagdo in vitro e haverd exposicdo a niveis de
estrogénios supra fisiologicos. E necessario considerar também que certos tipos de
cancro, como alguns tipos de cancro da mama, ovario e endométrio, ou seja, cancros
estrogénio-dependentes, podem invalidar a possibilidade da realizagdo de uma
estimulacdo classica sob risco de induzir a proliferacao das células cancerigenas.
Nesses casos pode ser realizada uma estimulagdo com utilizagdo conjunta de
inibidores de aromatase (enzima envolvida na sintese de estrogénios). As outras
implicacdes sdo a exigéncia de um parceiro masculino ou vontade de usar esperma de
um dador para a producdo de embrides; a idade das utentes (ndo é aplicavel a
raparigas pré puberes); os direitos legais sobre os embriGes em caso de separacgéo e
todas as questdes éticas, morais e religiosas que esta técnica envolve (Ata et al.,
2010; Combelles & Chateau, 2012). Quanto a criopreservacao de tecido ovarico, esta
opcao tem a vantagem de ndo necessitar de qualquer estimulacdo ovéarica, nem
implicar o atraso consequente no inicio da terapéutica antineoplasica no caso de

utentes com doencas oncoldgicas. Para além disso, pode ser aplicada a mulheres das
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mais diversas idades (adultas e adolescentes, pré-puberes); ndo implica a existéncia
de um parceiro; permite a obtencdo de um elevado numero de odcitos e evita
numerosos problemas éticos e morais que existem quando se fala de criopreservacao
de embrides. Contudo, dois fatores limitantes deste procedimento sdo o facto de
implicar a realizacdo de uma pegquena cirurgia (laparoscopia) e de comportar o risco
de recorréncia da doenca devido a presenca de células neoplasicas no tecido, no caso
de utentes com doencas oncoldgicas (Anderson & Wallace, 2011; Combelles &
Chateau, 2012; Fasano et al., 2012). A criopreservacao de odécitos é permite assegurar
a autonomia reprodutiva de uma utente, ao contrdrio do que acontece com a
criopreservagdo de embrifes. Para além disso, na impossibilidade (por falta de tempo
ou por contra indicagdo), de se realizar uma estimulagdo ovarica, possibilita a
obtencdo de odcitos imaturos que podem ser posteriormente maturados in vitro
(Combelles & Chateau, 2012). Todos estes procedimentos tém vantagens e
desvantagens e relevancia para diferentes situacfes clinicas e sociais (Tabela 3;
Anderson & Wallace, 2011; Combelles & Chateau, 2012). Por isso é fundamental que
médicos de cuidados primarios e oncologistas sejam informados sobre as op¢des de
preservacdo de fertilidade para prevenir perdas de tempo valioso e permitir o
encaminhamento para um centro de reprodu¢cdo medicamente assistida que ofereca

toda a gama de opc¢des de preservacao de fertilidade existentes (Ata et al., 2010).
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Tabela 3: Vantagens e desvantagens das diferentes opcfes de preservacdo da fertilidade
feminina (Adaptado de Combelles & Chateau, 2012).

Opcdes de criopreservacao

dos gametas femininos

Vantagens

Desvantagens

Embrides

Tecido ovarico

O6citos maduros

Odbcitos imaturos
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Elevadas taxas de gravidez

Sem necessidade de
estimulacao ovarica
Aplicavel em todas as idades
Elevado numero de odécitos
imaturos
N&o requer a existéncia de
um parceiro

N&o requer a realizacao de
MIV
N&o requer um parceiro

Sem necessidade de
estimulacdo ovarica
Aplicavel em todas as idades
N&o requer a existéncia de
um parceiro

Estimulacdo ovarica
Necessidade de um parceiro
Idade pubertal

Risco de conter células
neoplasicas
Baixas taxas de gravidez
Invasivo (cirurgia)

Estimulacédo ovarica
Baixas taxas de gravidez
Danos celulares

Baixo sucesso
Requer a realizacdo de MIV
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7. OBJETIVO

A maturacdo in vitro e vitrificacdo de odcitos sdo técnicas que tém mostrado
grande importancia ndo sé a nivel das técnicas de reproducdo medicamente assistida
propriamente ditas, mas também como uma possivel op¢do na preservacao da
fertilidade feminina. A manutencdo da integridade estrutural de um odcito, apos

aplicacdo destas técnicas, é essencial para que este gameta seja viavel e competente.

O objectivo deste trabalho é perceber se € mais ou menos benéfico em termos
de integridade estrutural (presenca de um fuso meiético normal e correto alinhamento
dos cromossomas), realizar a maturacao in vitro dos odcitos imaturos pré ou pos
vitrificac&@o. A finalidade deste trabalho sera contribuir para a optimizacdo das taxas de
sucesso da aplicacdo das duas técnicas em simultaneo, dando um contributo para que

estas sejam uma real opcao na preservacao da fertilidade em mulheres.
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1. DESENHO EXPERIMENTAL

Apoés obtencdo por puncédo folicular, desnudacdo (processo de separacdo das

células do cumulus do oécito) e classificacdo dos od6citos imaturos, estes foram divididos,

aleatoriamente, em dois grupos:

e Grupo 1: Odcitos colocados a maturar in vitro apds puncao folicular (n=109).

Deste grupo de odcitos maturados “a fresco”, numa parte deles foi analisada a

maturacao, a integridade do fuso meiético e dos cromossomas (n= 14); enquanto

que os restantes foram vitrificados/desvitrificados, e por fim, nestes odécitos foi

também a maturacéao, a integridade do fuso meiotico e dos cromossomas (n= 6)

e Grupo 2: Odcitos vitrificados/desvitrificados apos puncao folicular (n=68). Apos

desvitrificagdo os odcitos foram colocados a maturar in vitro, e destes os que

chegaram a fase de metéafase Il foram marcados para analise da integridade do

fuso meiético e dos cromossomas (n=3).

Maturacgéo in
vitro

Odcitos imaturos

(VG e M)

Avaliacdo da

maturacéo, analise da

integridade do fuso
meidtico e
cromossomas

Maturacao in
vitro

Avaliacéo da
maturacdo, andlise
da integridade do
fuso meidtico e
cromossomas

Avaliacéo da
maturagéo, analise
da integridade do
fuso meidtico e
cromossomas
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2. MATERIAL BI0LOGICO

Os od6citos imaturos (VG e MI), que nao sofreram maturaracao in vivo, foram
obtidos no Servico de Reproducdo Humana dos Centro Hospitalar e Universitario de
Coimbra (CHUC), EPE de mulheres sujeitas a ciclos de estimulagdo hormonal
necessarios a realizacdo das técnicas de reproducao medicamente assistida.

Todos os odcitos utilizados neste estudo foram obtidos de acordo com as

normas de ética do CHUC e com o consentimento informado dos utentes.

3. OBTENCAO DOS GAMETAS

Os odcitos foram recolhidos por puncéo folicular ecoguiada e desnudados, num
primeiro momento, por acado quimica da hialuronidase (SynVitro® Hyadase, Origio,
Malgv, Dinamarca) e num segundo momento, por acdo mecanica com pipeta de
desnudacdo (Flexipet® adjustable handle set; COOK, EUA). Os gametas foram
mantidos em caixas de Petri (Falcon®, Becton Dickinson Labware, EUA) com meio de
cultura (IVF™ culture medium, Origio) a 37°C com uma atmosfera de 6% de CO, até a

aplicacdo das técnicas laboratoriais.

4. TECNICAS LABORATORIAIS

Os odcitos de cada mulher foram processados individualmente ou em grupo

consoante a sua fase mei6tica.

4.1. Maturacao in vitro

A maturacdo in vitro € um procedimento laboratorial cujo objetivo é a obtencéo
de odcitos maduros competentes a partir de odcitos imaturos.

O procedimento de maturacdo in vitro foi adaptado de acordo com as
recomendacdes do fornecedor (MediCult IVM® system, Origio), 300 pL dos meios
“‘LAG” e “IVM” foram colocados em tubos de 1,5 mL (Microcentrifuge tube, BIOplastics

BV, Holanda) a estabilizar 12h, em estufa a 37°C com uma atmosfera de 6% de CO,
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antes do inicio do procedimento.

Os odcitos imaturos foram colocados numa caixa de Petri de 4 pogos (Nunclon™
surface, Nunc™, Denmark) com meio “LAG” durante 2h em estufa a 6 % de CO,,
37°C. Em seguida os gametas foram transferidos para outro pogo com meio “IVM”
suplementado com 33.3 puL de soro humano de mulheres sob estimulacdo hormonal
(obtido e processado no Servico de Reproducdo Humana do CHUC), 0.22 uL hCG
(Pregnyl® 5000IU human chorinic gonadotropin, Organon, Holanda) e 0.3 pL FSH
(Puregon® 600IU solution for injection follitropin beta, Organon). O pogo com meio
“IVM” foi coberto com 6leo mineral (Mineral oil, Sigma- ALdrich). Os o6citos foram
colocados em estufa a 37°C com uma atmosfera de 6% de CO,, durante 30h.Findas
as 30h os odcitos foram transferidos para caixas de Petri (Falcon®, Becton Dickinson

Labware) com gotas de meio de cultura (ISM1™

culture medium,Origio) e foram
observados ao microscépio invertido de contraste de fase (Leica AM6000, Leica

microsystems, Alemanha).

4.2. Vitrificacao
O procedimento de vitrificacdo foi adaptado de acordo com as recomendacdes do
fornecedor (MediCult vitrification cooling, Origio). Antes do inicio do procedimento as

solucdes foram colocadas a estabilizar & temperatura ambiente durante 30 min.

Numa caixa de Petri (Falcon®, BectonDickinsonLabware) foi feita uma gota de
meio “equilibration” e outra de meio “vitrification”, cada gota com aproximadamente 50 pL
de meio. Os o0citos foram transferidos um a um para a primeira gota, onde
permaneceram durante um maximo de 15 min., foram depois transferidos para a segunda
gota onde permaneceram no maximo 1 min., Finalmente, foram colocados na palheta de
vitrificacdo, devidamente identificada, (Cryopettess®, Origio) e armazenados em azoto

liquido.
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4.3. Desvitrificacao

O procedimento de desvitrificacdo foi adaptado de acordo com as recomendagdes
do fornecedor (MediCult vitrification warming, Origio). Antes do inicio do procedimento as

solucdes foram colocadas a estabilizar & temperatura ambiente durante 30 min..

Numa caixa de poco central (BD Falcon™, Becton Dickinson Labware) foi
colocado 1 mL de meio “warming”, e esta foi colocada na estufa (a 37°C com uma
atmosfera de 6% de CO, durante 30 min. Numa caixa de 4 pocos (Nunclon™ surface,
Nunc™) foram colocados 300 pL de meio “dilution 17, “dilution 2” nos dois primeiros
pocos, respetivamente, e “washing” nos dois ultimos pogos. Apds a abertura da palheta
de vitrificacdo (de acordo com as recomendacdes do fornecedor) os odcitos foram
transferidos para a caixa de poco central onde permaneceram 3 min.. Com o auxilio da
pipeta de desnudacgéo, os odcitos foram transferidos para o primeiro poco da caixa de 4
pocos onde permaneceram 3 min. Repetiu-se o procedimento para os restantes pocos.
Finalmente, os odcitos foram transferidos para uma placa de Petri (Falcon®, Becton
Dickinson Labware) com gotas de meio “ISM1” (ISM1™ culture medium, Origio) cobertas

por 6leo mineral (Mineral oil, Sigma- ALdrich).

4.4. Imunocitoquimica e microscopia de epifluorescéncia

O principio da técnica de imunocitoquimica baseia-se na utilizacdo de anticorpos
especificos, que neste caso funcionam como antigénios, com a finalidade de localizar

determinadas proteinas numa determinada célula.

O protocolo de imunocitoquimica utilizado foi adaptado a partir do protocolo
descrito por Ramalho Santos et al. (2004). O procedimento foi totalmente realizado em

placas de quatro pocos (Nunclon™ surface, Nunc™).

O primeiro passo da técnica consistiu em colocar os odcitos em acido tyrode (Tyrode’s
solution acidic, Sigma-Aldrich), durante 5 min., a temperatura ambiente, de forma a

ocorrer a dissolucdo da zona pelicida. Em seguida procedeu-se a fixacdo das células
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com 2% (v/v) de formaldeido em mPBS* (PBS tablets, Gibco, Invitrogen Corporation,
Inglaterra; pH=7,2) durante 60 min.,, a temperatura ambiente. Seguiu-se a
permeabilizacdo com PBS com 1% (v/v) Triton X-100 (Triton x-100, Sigma-Aldrich)
durante 20 min., a temperatura ambiente. E, finalmente o bloqueio com PBS com 100 mM
de glicina (Glycine, Sigma-Aldrich) e 1mg/mL de albumina sérica bovina (Albumin from
bovine sérum, Sigma-Aldrich), durante 30 min., a temperatura ambiente. Seguidamente,
procedeu-se a incubagdo com o anticorpo primario para a-tubulina, numa diluicdo de
1:200 (Monoclonal anti- a-tubulin antibody produced mouse, Sigma-Aldrich), durante 60
min., em estufa a 37°C, seguindo-se uma lavagem em PBS com 0,1% (v/v) Triton X-100
durante 30 min. Depois foi realizada a incubagcédo com o anticorpo secundario anti mouse
IgG verde e vermelho (anti mouse IgG green and red, Molecular Probes, EUA) numa
diluicdo de 1:200, durante 60 min.,em estufa a 37°C no escuro. Apds nova lavagem, em
PBS com 0,1% (v/v) Triton X-100 durante 30 min., no escuro, procedeu-se a montagem
das laminas, nas quais foi colocado 1uL de VectaShield com 4,6-diamino2-phenylindole
(DAPI; Vetor Labs, Burlingame, Califérnia) sobre o qual foram colocados 2,5uL de meio
com o odcito. Finalmente, selaram-se as laminas com verniz e estas foram observadas
por microscopia de epifluorescéncia no microscopio Zeiss (Axioplan 2 Imaging
fluorescence, Carl Zeiss, Goéttingen, Alemanha) e avaliadas a integridade do fuso

meibtico e cromossomas.

5. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados foi realizada através da utilizagdo do software
SPSS para Windows (verséo 20, Chicago, EUA). Verificou-se se os dados tinham uma
distribuicdo normal através do teste “Kolmogorov-Smirnov”. Apds se verificar a
normalidade dos dados, utilizou-se o teste “Chi-Square” para analisar a relagcédo entre
as percentagens de odcitos imaturos maturados in vitro “a fresco” e pés vitrificacao; as

percentagens de od6citos imaturos fecundados ap6s maturacdo in vitro e as

'mPBS- PBS com: 1090mg/L glucose (a-D-glucose anhydrous 96%, Sigma-Aldrich), 32,2 mg/L piruvato (Pyruvic acid,
Sigma-Aldrich), 0,4%(w/v) BSA (Albumin from bovine sérum, Sigma-Aldrich) e 50ug/mL penicilina (Penicillin G sodium salt,
Sigma-Aldrich).
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percentagens de sobrevivéncia dos odécitos apos vitrificacdo/desvitrificagcdo. Sempre
que o numero de odcitos foi inferior a 5 numa das células, teve-se em conta o valor do
“Fisher exact test”. Todas as correlagBes foram calculadas por analise da bivariancia,
teste “Pearson”. O teste "T” para amostras independentes foi utilizado para averiguar a
existéncia de diferencas nas percentagens de maturacdo in vitro “a fresco” e pés
vitrificacdo nos diferentes grupos em relacdo a idade, protocolos de estimulacéo
hormonal, causas de esterilidade e resultado do teste imunoldgico de gravidez.
Utilizou-se a andlise “ANOVA de uma via” para estudar essas diferencas entre grupos
relativamente ao numero de embribes de boa qualidade (G1) transferidos. Os
resultados foram expressos como médias + desvio-padrao e as diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas quando associadas a um valor de p <0,05.

54
Solange Machado



[1]

I INTRODUGAO

I1 MATERIAL E METODOS

111 RESULTADOS
A% DISCUSSAO

\Y/ CONCLUSOES

VI BIBLIOGRAFIA



Preservagdo da fertilidade: maturagdo in vitro de odcitos pré ou pos vitrificagdo Capitulo III

1. POPULACAO DE ESTUDO

Este trabalho foi desenvolvido utilizando os gametas femininos como modelo e,
sendo assim a populacdo de estudo abrange somente individuos do sexo feminino,
num total de 75. As idades dos individuos variaram entre os 24 e os 39 anos, sendo
que a média de idades foi de 34 £3,68 anos. Relativamente a idade da populagdo em
estudo é importante referir ainda que 45,3% das mulheres tinham idade =35 anos, ou
seja, idade materna avanca, enquanto que as restantes 54,7% tinham idade <35 anos

(tabela 4).

Tabela 4: Dados descritivos referentes a idade populagao de estudo.

N° total
(0[]

IR EES

Média Minimo Maximo % <35 % 235

75

34+3,68 24 39 54,7 45,3

No que se refere as técnicas de reprodugdo medicamente assistida utilizadas,
em 48% das utentes foi utilizada a fertilizagéo in vitro (FIV) enquanto que em 41,3%
das utentes foi realizada injec@o intracitoplasmatica de um espermatozoide. Nas

restantes 10,6% foram utilizadas outras técnicas (IMSI ou FIV+ICSI; tabela 5).

Na populacdo de estudo, no que diz respeito ao protocolo de estimulacdo, em
67,4% dos casos foi utilizado um protocolo curto, enquanto que em 31,3% dos casos
foi utilizado um protocolo longo. Os restantes 1,3% correspondem a ciclo natural.
Quanto ao tipo de esterilidade, 74,6% das utentes da populacdo de estudo tém
esterilidade 12 e as restantes 25,4% tém esterilidade 22. No que respeita as causas de

esterilidade na populacdo em estudo 35,9% tem um fator masculino (Masc.), 15,6%
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tem um fator tubar, 15,6% tem fator misto, a mesma percentagem tem um fator
idiopéatico (Idio.), a restante populacdo (17,2%) tem outras causas de esterilidade

(vérios fatores femininos; endometriose e fator anovulatorio; tabela 5).
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Tabela 5: Dados descritivos referentes a populagdo de estudo (tipo de técnica de reprodugédo medicamente assistida, tipo de protocolo de estimulagdo hormonal,
tipo de esterilidade e causas de esterilidade).

Tipo de técnica de
reprodugcdo medicamente
assistida

Tipo de protocolo de Tipo de esterilidade Causas de esterilidade

estimulacdo hormonal

%

Ciclo %
% % % 9% % % % % % % % Outras
FIv ICSI Outras* Curto Longo natural 12 22 Masc. Tubar Mista Idio. .
48 41,3 10,6 67,4 31,3 1,3 74,6 25,4 35,9 15,6 15,6 15,6 17,2
Masc. (Masculina); Idio. (Idiopatica)
* IMSI e ICSI+FIV
**  Varios fatores femininos; endometriose, anovulatério
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Na populagdo em estudo, 26,7% das mulheres tiveram um teste imunoldgico de
gravidez positivo, enquanto que as restantes 73,3% tiveram um teste negativo (tabela 6).

Tabela 6: Dados descritivos referentes a populacéo de estudo

(Teste imunolégico de gravidez).

Teste imunolégico de gravidez

% Positivo % Negativo

26,7 73,3

2. MATURACGAO IN VITRO “A FRESCO”

Como referido no capitulo anterior a maturagéo in vitro foi realizada em odcitos
imaturos (VGs e MIs), que ndo maturaram in vivo, uma vez que estes nao tém utilidade
para as técnicas de reproducdo medicamente assistida neste estado de desenvolvimento.
ApoOs realizagdo da maturacao in vitro “a fresco” destes odcitos, esta técnica mostrou ser
mais eficiente quando o estado de desenvolvimento dos odcitos era mais avangado, ou
seja, foi mais eficiente quando se partiu de o6citos em MI comparativamente com odcitos
VG, sendo que esta diferenca tem relevancia estatisticamente significativa (p< 0,001;

tabela 7).
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Tabela 7: Percentagem de maturacao in vitro “a fresco” de VGs e Mls.

N° de odcitos % de maturacao

in vitro

VGs colocadas a maturar 37

32,43
VGs maturadas 12
Mls colocados a maturar 72

61,11

Mlls maturados

Os oocitos imaturos foram obtidos em duas situagfes distintas. Quando a técnica
de reproducdo medicamente assistida a realizar era uma ICSI, os od4citos umas horas
apos puncéo folicular eram desnudados e antes de serem injetados era avaliado o seu
grau de desenvolvimento, ou seja, se estavam maduros ou ndo, pela presenca ou
auséncia do 1° globo polar (respetivamente). Os odécitos que estivessem imaturos (caso
existissem) eram imediatamente retirados e colocados a maturar in vitro, os restantes
eram injetados. Quando a técnica a realizar era uma FIV o0s od6citos eram colocados em
contacto com os espermatozoides sem desnudacado prévia, uma vez que as células do
cumulus oophorus sdo necessarias para que ocorra o reconhecimento do oécito pelos
espermatozéides e consequente fecundacdo. Neste caso, s6 apés 20h e apls
desnudacao para verificar se a fecundacgédo tinha ou ndo ocorrido é que se verificava a
presenca ou ndo de odcitos imaturos e, s6 depois disso estes o6citos eram colocados a
maturar in vitro. Assim sendo, verificou-se que alguns dos odcitos imaturos obtidos ap6s
FIV quando colocados a maturar in vitro, ndo s6 maturaram como também apresentavam
sinais de fecundacdo. A percentagem de fecundacado apds maturacao in vitro quando se
partiu de odcitos em Ml foi de 34% e de 8,3% quando se partiu de odcitos VG. Como se
pode observar pela analise da tabela 8 nédo se verificaram diferencas estatisticamente

significativas entres os dois grupos (p=0,075).
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Tabela 8: Odcitos fecundados apds maturagéo in vitro “a fresco”.

%

o
N . de odcitos fecundados
de odcitos p R
apos maturagao In vitro
Mls maturados 47
34,0
Mls fecundados 16
VGs maturadas 12
8,3
VGs fecundadas 1

Dos 16 odcitos em MI que fecundaram, 14 apresentavam 2 pronucleos (PN) e 2
apresentavam 3 pro-nucleos. Dos 14, apenas 2 evoluiram e originaram embribes de 2
células que posteriormente evoluiram para embrides de 4 células. Dos embribes de 4
células somente um evoluiu originando uma mérula inicial que posteriormente evoluiu
para uma morula que tinha iniciado o desenvolvimento do blastocélio, o outro embrido
nao evoluiu. Dos odécitos com 3 PN nenhum deles evoluiu. Relativamente as VGs, apenas
uma fecundou apds maturagédo in vitro, mas néo evoluiu para além do estadio de zigoto

(2 PN; figura 8,9,10,11).
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Embrido 2
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1
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em
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2
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Figura 8: Esquema representativo da evolu¢édo dos odcitos em MI fecundados.

1
1 1 :
VG fecundada 2PN B|0qUSKIJ em 2

Figura 9: Esquema representativo da evolucéo dos odcitos VG fecundados.
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Figura 10: Odcito 3PN apds 30h em meio de maturacdo. A) Imagem de contraste
de fase; B) Imagem de microscopia de epifluorescéncia (marcagcdo com DAPI).

Figura 11: Odcito fecundado. A) Odcito 2PN apdés 30h em meio de
maturacdo; B) Embrido de 4 células apés 44h em cultura; C) Mérula
inicial apds 5 dias em cultura; D) Mérula a iniciar o desenvolvimento do
blastocélio apés 6 dias em cultura.
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Os odcitos utilizados neste estudo fazem parte de um pool de odcitos
obtidos de mulheres com as caracteristicas acima referidas (tabela 5) e, portanto,
estes gametas estiveram sob as mesmas condi¢cbes e condicionantes que 0s
oocitos do mesmo pool que foram utilizados nas técnicas de reproducéo
medicamente assistida. Posto isto, foram calculadas algumas correlacbes e
realizados testes estatisticos para verificar se existiiam relagcdes e diferencas
estatisticamente relevantes entre grupos com o intuito de perceber se havia alguma
variavel dentro da populacdo de estudo que afetasse a qualidade oocitaria e
consequentemente, por um lado a eficacia da maturacao in vitro e por outro lado as
taxas de fertilizacdo, desenvolvimento e qualidade embrionéria e as taxas de
gravidez, dos odcitos utilizados nas técnicas. Para além disso, pretendia-se saber
se seria possivel definir uma populacdo restrita de utentes com caracteristicas
especificas para aplicacdo da técnica de maturagdo in vitro com o objetivo de

maximizar a eficacia da mesma.

Primeiramente, tentou-se perceber se haveria algum tipo de relacdo entre
0 numero de oocitos em MIl obtidos apds maturagéo in vivo e o numero de od6citos
em MIl obtidos apds maturagéo in vitro. Tal como ilustra a figura 12, essa relagao

néo se verificou (p=0,240).
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Taxa de maturacéo in vivo

100
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Maturacéo in vivo vs. maturacéo in vitro "a fresco"

*
g .
*
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Taxa de maturacao in vitro

Figura 12: Relacdo entre a percentagem de odécitos em MIl ap6s maturagéo
in vivo e a percentagem de odécitos em MIl apds maturacao in vitro “a fresco”.

Verificou-se também néo existir nenhuma relacdo entre a idade das mulheres e a

taxa de maturacgéo in vitro (p=0,221; figura 13). Para além disso, verificou-se também n&o

haver nenhuma diferenca estatisticamente significante entre a percentagem de

maturacao in vitro de odcitos de mulheres com idade <35 e idade =35anos (p = 0,097;

figura 14).
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Idade das mulheres vs. maturacdo in vitro " a fresco"
45

40 o . . o

30 * . $ MR T

25 . +
20 p=0,221

Idade

15

10

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Taxa de maturag&o in vitro

Figura 13: Relagdo entre a idade das mulheres e a percentagem de
odcitos em MIl ap6s maturacgéo in vitro “a fresco”.
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Figura 14: Percentagem de odécitos em MI ap6s maturagdo in vitro “a fresco” em
mulheres com idade inferior a 35 e idade superior ou igual a 35 anos.

Relativamente ao protocolo de estimulagdo hormonal, ndo foi encontrado qualquer
tipo de influéncia do protocolo de estimulacdo hormonal (curto ou longo) nas
percentagens de odcitos em Ml ap6s maturacao in vitro (p = 0,160; figura 15). Da mesma
forma, a causa de esterilidade parece ndo afectar as taxas de maturacao in vitro (p =

0,518; figura 16).
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Taxa de maturacéo in vitro
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Figura 15: Percentagem de odcitos em MIl apds maturagéo in vitro “a fresco”
consoante o protocolo de estimulag&do hormonal.
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Nao feminina Feminina
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Figura 16: Percentagem de odcitos em MIl apds maturac¢éo in vitro “a fresco”
consoante a causa de esterilidade.

No que se refere a percentagem de embrides de boa qualidade transferidos
(embrides G1; classificagdo atribuida de acordo com as normas definas por Almeida et
al., 2012), obtidos de odcitos MIl maturados in vivo, utilizados nas técnicas de reproducao
medicamente assistida, ndo se observou nenhuma relacéo entre a taxa de maturacgdo in
vitro e a percentagem de embrides de boa qualidade (grau 1-G1; p=0,451; figura 17).

Observou-se ainda, ndo existir nenhuma diferenca com relevancia estatistica entre o
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namero de embrides de grau 1 transferidos e a taxa de maturagéo in vitro (p=0,444 ;

figura 18).

Emb.G1 transferidos vs. maturacéo in vitro "a fresco"

p=0,451

w
o
* o

% emb.G1 transferidos
(o]
o

0 T T # T # T #
0 20 40 60 80 100
Taxa de maturacgdo in vitro

Figura 17: Relagdo entre a percentagem de embrides de G1 transferidos em relagdo a
percentagem de odcitos em MIl apds maturacao in vitro “ a fresco”.
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Figura 18: Percentagem de odcitos em MIl ap6s maturacdo in vitro “ a fresco” consoante o
namero de embrides de grau 1 transferidos obtidos a partir de oécitos em MIlI maturados in vivo.
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No que diz respeito aos resultados do teste imunolégico de gravidez, ndo se
verificaram diferencas estatisticamente significativas (p=0,258) nas taxas de maturacéo in

vitro e os resultados do teste imunolégico de gravidez (figura 19).

80 -
70 - n
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

15

[ p=0,258

Taxa de maturacéo in vitro

Negativo Positivo

Teste imunolégico de gravidez

Figura 19: Percentagem de odcitos em MIl apds maturacdo in vitro “ a fresco”
consoante o resultado teste imunolégico de gravidez.

3. MATURACAO IN VITRO POS VITRIFICACAO

Com o objetivo de perceber se a maturacao in vitro é mais eficaz antes ou apés
maturacao, a segunda parte deste trabalho consistiu em maturar od6citos, também eles

imaturos (VGs e MIs) apés vitrificacao.

Tal como apresentado na tabela 9, ndo se registaram diferengas estatisticamente
significativas (p=0,267) entre a percentagem de maturacdo in vitro apos vitrificacdo de

VGs e Mls.
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Tabela 9: Taxa de maturacéo in vitro de VGs e Mls poés vitrificagao.

N° de o6citos % de maturacéo in

vitro

VGs colocadas a maturar 12

8,33
VGs maturadas 1
Mls colocados a maturar 16

25,00
Mls maturados 4

A semelhanca do que foi feito com os dados obtidos com a maturacéo dos odcitos
in vitro “a fresco”, também com aqueles que foram maturados in vitro apés vitrificagéo
foram calculadas correlacdes e foram realizados testes estatisticos para perceber se
existiam ou ndo relagbes e diferencas com relevancia estatistica entre as variaveis

testadas.

Como demonstra a figura 20 ndo ha correlacdo (p=0,775) entre as taxas de

maturacgao in vivo e as taxas de maturacao in vitro pos vitrificagao.
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Maturacdao in vivo vs. maturacdo in vitro pds vitrificacao
100
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Figura 20: Percentagem de o6citos em MIl apds maturacéo in vivo consoante a percentagem
de odcitos em MIl apds maturagéo in vitro pos vitrificagao.

A idade das mulheres parece nao estar relacionada (p=0,399) com a taxa de
maturacao in vitro apos vitrificagdo (figura 21). Também ndo se registaram diferencas
estatisticamente significativas (p=0,598) entre as taxas de maturacdo in vitro poés
vitrificagdo em mulheres com idade inferior a 35 anos e idade superior ou igual a 35 anos

(figura 22).
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Idade das mulheres vs. maturacgdo in vitro pés vitrificacéo
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Figura 21: Relag&o entre a idade das mulheres e a percentagem de odcitos em MIl ap6s
maturacéo in vitro pos vitrificacéo.
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Figura 22: Percentagem de odécitos em MIl apés maturacao in vitro pés vitrificagdo consoante
a idade.
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Relativamente aos protocolos de estimulacdo hormonal e causas de esterilidade, as

taxas de maturagdo in vitro pds vitrificagdo parecem nao ser afetadas pelo protocolo de

estimulacgao utilizado (curto ou longo; p=0,766; figura 23), nem pela causa de esterilidade

das mulheres (p=0,348;figura 24).
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Figura 23: Percentagem de oécitos em MIl ap6s maturacdo in vitro pés vitrificacdo
consoante o protocolo de estimulagdo hormonal.
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Figura 24: Percentagem de odcitos em MIl apdés maturacdo in vitro pés vitrificacdo
consoante a causa de esterilidade.
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No que diz respeito a percentagem de embrides G1 transferidos, ndo foi
observada nenhuma correlacdo (p=0,269) entre a percentagem de embrides de boa
qualidade (G1) transferidos e a taxa de maturacéo in vitro pés vitrificacdo (figura 25). Da
mesma forma, ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas (p=0,120)
entre 0 numero de embrides de boa qualidade transferidos e a taxa de maturacéao in vitro

apos vitrificacao (figura 26).

Emb.G1 transferidos vs. maturacgdo in vitro pos vitrificagéo
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Figura 25: Relacdo entre a percentagem de embrides G1 transferidos e a percentagem de
odcitos em MIl apds maturacao in vitro pos vitrificag&o.
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Figura 26: Percentagem de odcitos em MIl apds maturagdo in vitro poés vitrificagdo

consoante o nimero de embrides G1 transferidos.

Por fim, relativamente aos resultados do teste imunolégico de gravidez néo foram

verificadas diferencas com relevancia estatistica (p=0,383 entre as taxas de maturacao in

vitro pos vitrificacdo e os resultados do teste de gravidez imunoldgico (figura 27).
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Figura 27: Percentagem de odécitos em MIl apds maturacdo in vitro pos vitrificacdo

consoante o resultado do teste de gravidez imunolégico.
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4. MATURAGAO IN VITRO “A FRESCO” E POS VITRIFICACAO

A sobrevivéncia ao processo de vitrificacdo é um dos elementos essenciais para o
sucesso desta técnica. Considera-se que um o00cito sobreviveu ao processo se tiver
totalmente expandido e se apresentar um citoplasma homogéneo e de cor clara. Pela
observacdo da tabela 10 pode verificar-se que nos resultados obtidos com este estudo
nao existem diferencas estatisticamente significantes (p=0,121) entre a percentagem de

sobrevivéncia de odcitos imaturos (VGs e MIs) e o6citos em MIl maturados in vitro.

Tabela 10: Taxa de sobrevivéncia de o6citos VG, Ml e M| vitrificados.

N° total de N° total de odcitos que % sobrevivéncia a

odcitos sobreviveram vitrificacéo

VG 18 5 27,78
Mi 50 8 16,00
Mill 21 8 38,10
Total 89 21 23,60

Para tentar perceber se existem diferentes taxas de maturagdo in vitro de odcitos
imaturos antes ou depois da vitrificagdo (objetivo deste trabalho) foi feita a andlise da
percentagem de maturacado de odécitos VG e MI. Tal como apresentado na tabela 11, na
maturacdo in vitro das VGs ndo se detetaram diferencas estatisticamente significativas
(p=0,098) independentemente da altura em que elas foram maturadas, contudo quando
se observam as percentagens de maturacao in vitro dos Mls verifica-se que estes tém
percentagens de maturacdo significativamente superiores (p=0,009) quando maturados

antes da vitrificagao (tabela 12).
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Tabela 11: Percentagem de odcitos em MIl apds maturacgéo in vitro “a fresco” e percentagem de
odcitos em MIl apds maturacao in vitro poés vitrificacdo de VGs.

% Maturacao in % Maturacéo in vitro

vitro “a fresco” pés vitrificacdo

VG maturada 32,4 8,3 13

p=0,098
VG ndo maturada 67,6 91,7 36

Tabela 12: Percentagem de de odcitos em MIl apés maturacgédo in vitro “a fresco” e percentagem
de de odcitos em MIl ap6s maturagéo in vitro pos vitrificacéo de Mils.

% Maturacéo in % Maturacéo in vitro

vitro “a fresco” pés vitrificacéo

MI maturado 61,1 25,0 48

p=0,009

MI ndo maturada 38,9 75,0 40

Com o intuito de se perceber se a maturacdo in vitro e a vitrificacdo estariam a
causar alteragbes a nivel molecular, nos elementos essenciais a divisdo celular e
segregacao dos cromossomas, 0s microtubulos, foi feita uma analise dos mesmos apods
maturacao in vitro “a fresco” e apds maturacéo in vitro pos vitrificagao.

O que se constatou no presente trabalho foi que, independentemente do momento
em que a maturacao in vitro foi realizada e independentemente da fase inicial dos oécitos
imaturos utilizados (VGs ou MiIs), todos os odcitos MIl aos quais se fez a andlise da
integridade do fuso meidtico e cromossomas apresentavam danos ao nivel da integridade

dos microtubulos e do alinhamento e condensacdo dos cromossomas (tabela 13). Apesar
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de todos os oécitos em MIl apresentarem anomalias no fuso e nos cromossomas, foi
possivel observar quatros conjugac¢des diferentes de danos, tal como € demonstrado na

figura 28.
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Tabela 13: Danos observados no fuso meidtico e cromossomas em o06citos VG e Ml maturados in vitro a fresco, prés e pos vitrificacéo.

Maturacéao in vitro RYEWENIRViiol Maturacao in vitro
“a fresco” pré vitrificagao pos vitrificagdo

Fase
inicial

Mlls com fuso nao bipolar

Mlls com cromossomas pouco condensados

Mlls com fuso nao bipolar 9 (75) 1 (20)
Mlls com cromossomas pouco condensados 1(8,3) 2 (75) 4 (80)

Total de Mlls com danos | 3 | 6 |
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Fuso ndo bipolar Fuso n&o bipolar Fuso inexistente Fuso inexistente
€ cromossomas e cromossomas e cromossomas e cromossomas
pouco dispersos alinhados pouco
condensados condensados

a-tubulina ’

Microscopia
de
contraste
de fase

Figura 28: As quatro conjugacdes de anomalias observadas ao nivel do fuso meiético e cromossomas.
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O numero de mulheres em idade reprodutiva, que poderdo ser alvo de processos
gque comprometam a sua fertilidade, tem aumentado consideravelmente e,
consequentemente, a preservacdo da fertilidade feminina tem sido alvo de atencdo de
embriologistas e médicos, sobretudo os que se encontram ligados a medicina da
reproducéo (Noyes et al., 2010). A criopreservagao de odcitos deixou de ser considerada
uma técnica experimental apenas em Janeiro de 2013 (Tomasi-Cont et al., 2014),
contudo, dentro das varias opgOes de preservacao da fertilidade feminina é aquela que
permite assegurar a autonomia reprodutiva de uma mulher (Anderson & Wallace, 2011).
A vitrificacdo de odcitos é a técnica de criopreservacao que se tem mostrado mais eficaz
na criopreservacdo dos gametas femininos e a maturacdo in vitro € uma técnica muito
importante quando se trata da criopreservacdo de odcitos imaturos (Combelles &

Chateau, 2012).

1. FONTE DE 00CITOS

Os protocolos de estimulagdo ovarica utilizados nos tratamentos de reproducgéo
medicamente assistida resultam no desenvolvimento de mudltiplos foliculos e odcitos
(Combelles, 2003). No entanto, apesar da indu¢do da maturacdo por parte da hCG
administrada (Combelles, 2003), 15 a 20% dos odcitos obtidos das utentes estdo
imaturos (Lei et al., 2014). Os odcitos neste estado de desenvolvimento ndo tém qualquer
utilidade em termos clinicos e, por isso, podem ser uma fonte interessante para estudos
do tipo do aqui apresentado em gametas femininos. Foram estes odcitos imaturos que
foram utilizados no presente estudo, ou seja, 0écitos imaturos que ndo maturaram in vivo.
Muitos dos estudos deste género publicados utilizam também esta fonte de odcitos,
contudo alguns autores defendem que estes gametas podem ter falhado a maturacéo in
Vivo por apresentarem a sua integridade gendmica comprometida (Coticchio et al., 2013).
Para além da integridade gendmica, estes odcitos podem ter a sua integridade estrutural

também comprometida.
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2. CARACTERISTICAS DA POPULACAO EM ESTUDO E TAXAS DE MATURACAO IN VITRO PRE E
POS VITRIFICACAO

A populagdo de estudo é sempre um fator que pode condicionar os resultados
obtidos e, de facto no presente estudo a populacédo utilizada tem uma elevada
heterogeneidade, ndo s6 em termos de idade, como também em termos do tipo e causa
de esterilidade e do tipo de protocolo aplicado. A idade e a causa de esterilidade séo
fatores que condicionam a escolha do protocolo de estimulagdo hormonal e a resposta de
cada utente ao protocolo condiciona a qualidade oocitaria, que é uma condi¢do
importantissima ndo s6 para o sucesso das técnicas de reproducao assistida (Alviggi et
al., 2012), mas também para as técnicas aqui em estudo: a maturacdo in vitro e a
vitrificacdo. Posto isto, é preciso ter em conta esta elevada variabilidade quando se
analisam os resultados aqui apresentados. Os resultados obtidos mostram n&o haver
qualquer tipo de correlacdo entre as taxas de maturacdo in vitro “a fresco” e poés
vitrificagdo e a idade das utentes, as causas de esterilidade e os protocolos de
estimulacéo aplicados. A semelhanca dos resultados obtidos neste trabalho, um estudo
publicado em 2012 por Wang e um conjunto de investigadores mostrou ndo haver
influéncia da idade das utentes (neste caso <36 e =236 anos) nas taxas de maturagao in
vitro. Todavia, no estudo de Mohsenzadeh e colaboradores publicado em 2012, a taxa de
maturacdo in vitro “a fresco” e apos vitrificagdo foi superior em mulheres com idade
inferior ou igual 30 anos, tais como as taxas de maturacdo in vitro em pacientes com
causa de infertilidade masculina foram superiores comparativamente com as que
possuiam uma causa de esterilidade ovéarica. A idade e os restantes fatores acima
referidos seriam as variaveis que poderiam afetar e condicionar a qualidade oocitaria e
por isso comprometer a efichcia da maturagdo in vitro. Contudo, estas variaveis em
estudo parecem néao afetar a eficacia desta técnica, e ao contrario do que era esperado
também nado permitem definir um perfil ideal de utente para a qual seria oportuno indicar

a maturacéo in vitro como alternativa a uma estimulacdo hormonal (maturacdo in vivo).
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Relembrando o que foi referido no capitulo anterior os odcitos utilizados na realizacdo
deste trabalho fazem parte de um pool de odécitos que esteve sujeito ao mesmo tipo de
condigcbes e condicionantes que o0s o0citos que foram utilizados nas técnicas de
reproducdo medicamente assistida. Por tudo isto, e de uma forma mais indireta, analisou-
se se haveria alguma correlacdo entre as taxas de maturacdo in vitro “a fresco” e pds
vitrificacdo e alguns indicadores do sucesso das técnicas de reprodu¢do medicamente
assistida e do préprio resultado final de um ciclo de tratamentos. Os indicadores
escolhidos foram a percentagem de o6citos em metafase Il maturados in vivo, o nimero
e percentagem de embrides de boa qualidade transferidos e os resultados dos testes
imunoldgicos de gravidez. Neste caso também néo foi identificada nenhuma correlagéo
entre estes indicadores e as taxas de maturagdo in vitro e ndo existe na literatura nenhum

estudo que faga uma analise deste tipo.

3. MATURACAO IN VITRO “A FRESCO”: FONTE DE 00CITOS, CELULAS DO CUMULUS OOPHORUS
E MEIO DE MATURACAO IN VITRO

Como mencionado no capitulo anterior as taxas de maturacgéo in vitro "a fresco”
foram significativamente superiores (p <0,001) quando se partiu de odcitos em metafase |
comparativamente as taxas obtidas quando a fase inicial dos odcitos era vesicula
germinal. Estes resultados nédo séo dificeis de compreender, visto ser mais simples atingir
a metafase Il quando a fase de desenvolvimento inicial dos od6citos é mais avancada, ou
seja quando se parte de um odécito em metafase | comparativamente com um odécito em
préfase | (vesicula germinal). Os resultados de um estudo publicado em 2013 por Lee e
colaboradores estdo em concordancia com os resultados obtidos neste trabalho, contudo
Mohsenzadeh e investigadores publicaram um estudo em 2012 cujos resultados
mostraram que as taxas de maturacdo “a fresco” eram superiores em VGs
comparativamente com odcitos em MI. Relativamente a estes resultados obtidos no
presente trabalho é importante referir que as taxas de maturag&o in vitro obtidas podem

ser inferiores as taxas apresentadas noutros estudos do mesmo tipo publicados (Boiso et
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al.,, 2002; Cao et al., 2009; Fasano et al., 2012; Mohsenzadeh et al., 2012; Lee et al.,
2013; Lei et al., 2014), no entanto € necessario ter em conta a dimensao da amostra do
presente estudo e dos restantes similares, a origem das amostras e as condi¢cdes de
maturacdo (maturacdo com ou sem células do cumulus e meio de maturacéo). Alguns
estudos publicados utilizaram também odcitos obtidos de ciclos de estimulagdo hormonal
(o6citos que ndo maturaram in vivo; Baka et al., 1995; Boiso et al., 2002; Christopikou et
al., 2010;Fasano et al., 2012; Mohsenzadeh et al., 2012; Wang et al., 2012; Lee et al.,
2013; Lei et al., 2014), contudo existem outros que utilizaram odcitos dos chamados
ciclos “IVM” (Cao et al.,, 2009). Os ciclos “IVM’ sao ciclos nos quais é feita uma
estimulagdo distinta do comum (doses mais baixas de hMG e menos dias de
estimulagdo) que tem como objectivo recrutar um numero restrito de odcitos, mas que
estes mantenham o seu estado imaturo (Cao et al., 2009) e ainda outros que utilizaram
oocitos de mulheres sujeitas a cirurgia para remocao dos ovarios (Chung et al., 2000).
Para além desses estudos ndo utilizarem a mesma fonte de odécitos, S0 muito raros os
que se referem a maturacao in vitro de oécitos em MI (Mohsenzadeh et al., 2012; Lee et
al., 2013), a grande maioria usa somente oécitos VG (; Baka et al., 1995; Boiso et al.,
2002; Cao et al., 2009; Christopikou et al., 2010; Fasano et al., 2012; Wang et al., 2012;
Lei et al., 2014). Ainda sobre estes resultados € muito importante referir que a maturagéo
in vitro foi realizada com od6citos desnudados, ou seja, quando os od4citos foram
colocados a maturar ndo estavam rodeados por células do cumulus oophorus. Tal como
referido no primeiro capitulo as células do cumulus oophorus estabelecem uma
comunicac¢ao bidirecional com o odcito mediada por juncdes tipo gap. Esta comunicagéo
€ considerada a chave para a maturacdo do gameta feminino, uma vez que é ela que
mantém o bloqueio meidtico; que, na devida altura, induz o reinicio da meiose e a
conclusdo da divisdo meidtica e é também esta comunicacdo que permite a maturacao
citoplasmética do odcito (Hardy et al., 2000; Tanghe et al., 2002; Coticchio et al., 2013).
Para além disso, permite ainda o transporte de pequenas moléculas essenciais ao od6cito,

como é o caso de alguns aminoacidos, colesterol e moléculas sinalizadoras (Hardy et al.,
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2000; Tanghe et al., 2002; Coticchio et al., 2013). No entanto, nos estudos em que sao
utilizados odécitos imaturos de ciclos de estimulagdo hormonal (anteriormente referidos), a
maturacao in vitro é feita com odécitos desnudados, contudo alguns autores defendem que
a presenca de células foliculares é necesséria a resposta mediada por gonadotrofinas e
que, por sua vez, esta é essencial & maturagdo in vitro (Christopikou et al.,2010). A
auséncia de células do cumulus oophorus pode comprometer a eficacia da maturacao in
vitro (Fasano et al., 2012; Wang et al., 2012; Lee et al., 2014) e é inquestionavelmente
incompativel com uma correta maturagdo nuclear e citoplasmética (Sutton, 2003). Como
ja foi mencionado neste trabalho outro dos elementos essenciais a maturacao in vitro é o
proprio meio de maturagdo. De acordo com um estudo publicado por Christopikou e
outros investigadores em 2010, a suplementacdo dos meios de maturacdo (mesmo que
comerciais) com LH, FSH e estradiol aumenta consideravelmente as taxas de maturagao
in vitro (Christopikou et al., 2010). No presente estudo foi utilizado um meio de maturagéo
in vitro comercial que foi suplementado com FSH, hCG e soro humano de mulheres em
estimulacao (indica¢g6es do fornecedor). Contudo, e a semelhanca do que acontece com
outros meios (comerciais € ndo comerciais) e com outros estudos (Christopikou et al.,
2010), este meio foi desenvolvido para a maturacao in vitro de complexos cumulus-o6cito
e nao de odcitos desnudados, fator este que pode condicionar os resultados obtidos. No
entanto tendo em conta a fonte dos odcitos, era impossivel matura-los com células do

cumulus oophorus.

4. FECUNDACAO APOS MATURACAO IN VITRO

A fecundacdo de odcitos imaturos apds maturacdo in vitro € algo que nao se
encontra descrito na literatura, pelo menos, em artigos relevantes na area. Esta situagéo
deve-se ao facto de todos esses estudos utilizarem apenas odcitos dos chamados ciclos
de estimulacdo ICSI, ou seja, odcitos imaturos de utentes cuja técnica de reprodugéo
medicamente assistida aplicada foi a ICSI. Nesta parte do estudo estes odcitos foram

obtidos de ciclos de estimulacao FIV. Os oécitos de FIV séo colocados em caixa de Petri
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em contacto com os espermatozéides ainda como complexo cumulus-odcito, ou seja eles
ndo sdo desnudados e, ndo sendo desnudados é dificil ter acesso ao seu grau de
maturacdo. Como tal, s6 um dia apdés puncao folicular é que os odcitos de FIV sdo
desnudados e s6 ai se sabe se existem ou nao oo6citos imaturos. Dito isto, estes o6citos
ainda que imaturos ja estiveram em contacto com o0s espermatozoides, e em
determinadas situactes, estes penetraram os gametas femininos, mas como eles nao se
encontravam em metéfase Il ndo foi possivel correta ocorréncia e visualizacdo de
fecundacdo. Contudo, quando sdo colocados em meio de maturagcdo in vitro, estes
olcitos conseguem atingir a metafase Il reunindo-se as condi¢cdes para que ocorra a
fecundacgéo, uma vez que o espermatozoide ja se encontra no seu interior. Relativamente
a estes resultados ndo foram verificadas diferengcas estatisticamente significativas
(p=0,075) entre a percentagem de fecundacdo em oécitos em MI maturados in vitro e
oocitos VG maturados in vitro. No entanto, se a dimensdo da amostra for superior é
possivel que essas diferengas surjam. Ha que referir ainda que, de um total de 16 odcitos
fecundados a partir de odcitos em MI maturados in vitro, apenas 2 evoluiram originando
embrides com 4 células e apenas um evoluiu até moérula. Os restantes Ml e VG
maturados in vitro ndo evoluiram. Possivelmente, o reduzido numero de odcitos
fecundados que evoluiram podera dever-se a danos ao nivel dos microtibulos que
impediram as corretas divisdes celulares, danos esses visiveis nos oécitos maturados in

vitro (figura 28).

5. TAXAS DE SOBREVIVENCIA A VITRIFICACAO

A vitrificacdo de o0citos imaturos e posterior maturagdo in vitro € uma das opcoes
para a preservacao da fertilidade feminina. Esta € uma alternativa vidvel em situagdes em
gue ndo é possivel ou é de todo desaconselhavel a realizacdo de uma estimulacéao

ovérica (Combelles & Chateau, 2012).

A sobrevivéncia ao processo de vitrificagdo é fundamental para o sucesso da
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técnica. Varios estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de perceber se é mais
benéfico, em termos de eficidcia da técnica, vitrificar odcitos imaturos (VG e MI) ou
oocitos maduros (MIl). No estudo de 2009 publicado por Cao e colaboradores e no
estudo de Fasano e colaboradores de 2012, os resultados mostraram que as taxas de
sobrevivéncia a vitrificagdo foram comparaveis entres odcitos VG e odcitos em Mil. No
estudo de 2013 realizado por Lee e colaboradores, a técnica de criopreservacédo usada
foi a congelacgédo lenta e & semelhanca do presente estudo e dos referidos anteriormente,
as taxas de sobrevivéncia de odcitos VG, MI e MIl (maturados in vitro) ndo foram
estatisticamente distintas (p=0,121) entre o0s trés grupos. Ao contrario destes estudos, 0s
resultados do trabalho de 2002 de Boiso e colaboradores mostraram que a taxa de
sobrevivéncia de odcitos VG ao processo de criopreservagdo (congelacdo lenta) era
significativamente superior a taxa de sobrevivéncia de o6citos em MIl maturados in vitro.
No presente trabalho, as taxas de sobrevivéncia nos trés grupos testados (oécitos VG, MI
e MIl) foram inferiores as descritas por outros autores (Boiso et al., 2002; Cao et al.,
2009; Fasano et al., 2012; Lee et al., 2013). No entanto, é importante relembrar uma vez
mais que tem de se ter em conta as reduzidas dimensdes da presente amostra (VG,
n=18; MI, n=50; MIl, n=21), comparativamente com as amostras de outros estudos
publicados. Para além disso, o inicio do estudo foi concomitante com a introducdo da
técnica de vitrificagdo no laboratorio, como tal € preciso ter em conta que as primeiras

amostras deste estudo foram criopreservadas na fase experimental da técnica.

Alguns autores defendem que o desenvolvimento de protocolos 6ptimos
para cada fase meiotica vai permitir a criopreservacéo eficaz de o6citos em qualquer uma

das fases (VG, Ml ou Mll; Combelles & Chateau, 2012, Wang et al., 2012).

6. MATURACAO IN VITRO PRE E POS VITRIFICACAO

Como foi referido varias vezes ao longo deste trabalho, o objetivo deste estudo

era tentar perceber se é mais benéfico, em termos de eficicia das técnicas, maturar in
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vitro odécitos pré ou pos vitrificacdo. De acordo com o descrito na literatura, grande parte
dos estudos refere que as taxas de maturacao in vitro sdo significativamente superiores
antes da realizacao da criopreservagao dos odcitos quer por vitrificacdo (Cao et al., 2009;
Fasano et al., 2012; Mohsenzadeh et al., 2012; Lee et al., 2013) ou por congelacao lenta
(Wang et al., 2012). Contudo, outros estudos referem néo existir diferengas significativas
nas taxas de maturacdo de VG antes ou ap6s vitrificacdo (Lei et al.,, 2014) e antes ou
apoés congelacao lenta (Boiso et al., 2002). No presente trabalho, a taxa de maturacao in
vitro de odcitos VG foi igual (p=0,098) “a fresco” e apos vitrificacdo, contudo, no que diz
respeito aos odcitos em MI, a taxa de maturacao in vitro “a fresco” foi superior a taxa de
maturacao in vitro pos vitrificagcdo (p=0,009). Relativamente a este dado é importante
referir que no estudo de 2013 publicado por Lee e outros investigadores, os autores
verificaram que independentemente da congelacdo lenta ser realizada antes ou apés

maturacgao in vitro os o6citos em MI maturaram melhor que os oécitos VG.

7. MATURACAO IN VITRO, VITRIFICACAO E DANOS NO FUSO MEIOTICO E MICROTUBULOS

A formacgdo de um fuso meidtico na metafase da segunda divisdo meiotica é
essencial para a separagdo dos cromatideos irmaos e consequente obtencdo de odcitos
euploides (Baka et al., 1995; Boiso et al., 2002; Christopikou et al., 2010; Sharma et al.,
2013). A formagdo de odcitos aneuploides pode reduzir as taxas de fertilizacdo e

implantacao (Christopikou et al., 2010; Coticchio et al., 2013).

Este estudo é pioneiro na andlise de danos nos microtibulos de odcitos
maturados in vitro “ a fresco”, pré e pos vitrificagdo. No entanto, € possivel encontrar na
literatura outros trabalhos onde foi feita a analise do estado do fuso meibtico e dos
cromossomas em o0cito maturados in vitro “a fresco” e apos criopreservacao (vitrificagao
e congelacao lenta). Em 1995, o estudo publicado por Baka e colaboradores mostra que
os danos no fuso meiético eram significativamente superiores em oécitos em Mill

resultantes de maturacéo in vitro e criopreservados (congelagéo lenta) comparativamente
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com o0s o0citos VG criopreservados e maturados apés descongelacdo e
comparativamente a odcitos maturados in vitro sem serem criopreservados e od6citos
maturados in vivo. Os autores deste estudo concluem que a criopreservacdo de VGs e
posterior maturacdo in vitro ndo aumenta significativamente os danos ao nivel do fuso
meidtico. J& em 2002 Boiso e outros investigadores publicaram um estudo onde
concluem que os efeitos negativos ao nivel do fuso meidtico e cromossomas ocorrem
independentemente do momento em que a criopreservacdo (congelacdo lenta) foi
realizada (antes ou ap6s maturacdo in vitro). A semelhanca destes resultados também
em 2012 os resultados do estudo de Wang e colaboradores mostraram que os danos na
configuracdo do fuso meibtico e cromossomas eram semelhantes independentemente da
altura em que a maturacdo das VG era realizada, antes ou apés criopreservagao
(congelacao lenta). Ao contrario dos estudos anteriores, um mais recente publicado em
2014 por Lei e outros investigadores mostra que 45,2% dos odcitos maturados in vitro e
48% dos odcitos maturados in vitro e vitrificados apresentam danos no fuso meiético.
Estes autores concluiram que a maturacao in vitro tem efeitos adversos na organizagéao
do fuso meidtico e dos cromossomas independentemente de estes serem ou nao
vitrificados, uma vez que nao observaram diferencas estatisticamente significativas entre
0s grupos, e concluem ainda que a vitrificagdo afeta significativamente a atividade
mitocondrial. No presente trabalho os odcitos em MIl (maturagé@o avaliada pela presenca
do primeiro globo polar) em que foi feita a andlise da integridade dos microtubulos e
cromossomas, independentemente da fase de maturacéo inicial dos odcitos (VGs ou MIs)
e do momento em que foi realizada a maturacdo in vitro (“a fresco”, pré ou pés
vitrificagé@o), todos eles apresentaram danos. No entanto, foi possivel identificar quatro
conjugacOes diferentes de danos: 1) od6citos em MIl com fuso meiético ndo bipolar e
cromossomas pouco condensados, 2) odcitos em MIl com fuso meidtico ndo bipolar e
cromossomas dispersos; 3) oocitos em MIl sem fuso meidtico e cromossomas alinhados
e 4) oécitos em MIl sem fuso meidtico e pouco condensados. A conjugacao fuso meiético

ndo bipolar e cromossomas dispersos € a anomalia aparentemente menos grave e foi a
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mais observada. Os diferentes estudos que fazem analise da integridade dos
microtubulos e alinhamento dos cromossomas também verificaram a existéncia de
diferentes conjugacgdes de danos. No entanto, as classificagfes atribuidas a cada dano
sdo distintas de estudo para estudo, tal como o tipo de microscopia utilizada
(fluorescéncia 2D ou confocal). Relativamente a este ultimo ponto, h4 autores que
defendem que a fluorescéncia 2D limita a analise das anomalias do fuso (Combelles &
Chateau, 2012) e que também néo esta ainda perfeitamente definido o que sera um fuso
com ou sem anomalias dentro das diferentes conjugacdes que se vao observando
(Combelles & Chateau, 2012). Apesar de tudo, um grupo de investigadores refere que em
bebés nascidos de o6citos maturados in vitro ndo existe um aumento de anomalias fetais
comparativamente com bebés concebidos por técnicas de reproducdo medicamente
assistida com odécitos maturados in vivo e bebés concebidos naturalmente (Liu et al.,

2014).

E importante referir uma vez mais que os odcitos utilizados no presente trabalho
poderiam a partida ter a integridade do seu fuso e cromossomas comprometida, uma vez
qgue ndo maturaram in vivo. Por outro lado, mesmo sem qualquer tipo de manipulagao in
vitro 0s 04citos e 0 seu fuso podem ser afetados por fatores como a idade (Combelles et
al., 2003; Sharma et al., 2011) e fatores de infertilidade como a endometriose (Sharma et
al., 2011). A incidéncia de aneuploidias nos oécitos é afetada pela idade materna
sobretudo depois dos 35 anos (Coticchio et al., 2013), mas em mulheres com idade
superior a 30 anos, o numero de odcitos obtidos e a taxa de formacédo e expansao de
blastocistos diminuem. No que se refere especificamente ao fuso meiético, 79% dos
oocitos de mulheres com idade materna avancada tém anomalias no fuso e
cromossomas comparativamente com 17% em mulheres jovens (Sharma et al., 2011).
Uma explicacdo possivel pode ser o declinio da competéncia dos odécitos provocada pela
diminuicdo dos mecanismos reguladores e reparadores de danos como resultado do

stress oxidativo (Sharma et al., 2011).
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Até a0 momento parece que existe um maior nimero de estudos a concluirem
gue é mais benéfico realizar a maturacéo in vitro antes de vitrificar os odcitos (Cao et al.,
2009; Fasano et al.,, 2012; Mohsenzadeh et al., 2012; Lee et al., 2013). Contudo, é
preciso ter em conta que nestes estudos a andlise feita se baseia somente na maturacao

nuclear.

Ha muito que a congelacdo lenta comecou a ser substituida pela vitrificacao.
Estudos onde esta técnica foi aplicada na criopreservacdo de odcitos antes ou apoés
maturacao, mostraram todos eles que os danos ao nivel do fuso eram causados pela
criopreservacdo e ndo pela maturacdo in vitro (Boiso et al.,, 2002; Wang et al., 2012).
Com a vitrificagdo, o paradigma € completamente o oposto. Neste caso 0s autores
defendem que os danos se devem a maturagdo in vitro e ndo a vitrificacdo (Lei et al.,
2014). Por isso, e tal como ja se sabia a vitrificagcdo € a técnica de criopreservagdo mais
eficaz a evitar a ocorréncia de danos provocados pela reducéo extrema das temperaturas
(Vajta, 2000; Vajta & Kuwayama, 2006; Santos et al., 2010). O gameta feminino é uma
célula muito fragil e sensivel a variagbes do meio em que se encontra, por mais
pequenas que estas sejam (Fasano et al., 2012; Coticchio et al., 2013; Sharma et al.,
2013). Num odcito sujeito a condigbes inadequadas existe um elevado risco de
despolimerizacdo do seu fuso (estrutura celular particularmente sensivel a baixas
temperaturas; (Boiso et al., 2002; Combelles, 2003; Coticchio et al., 2013; Sharma et al.,
2013) e de outros componentes celulares deixarem de exercer a sua fungéo (Combelles,
2003; Sharma et al., 2013). A maturacao in vitro pode ter efeitos nefastos ao nivel da
formacéo do fuso meidtico e do adequado alinhamento dos cromossomas (Christopikou
et al.,, 2010; Coticchio et al., 2013), crescimento oocitario incompleto e maturacao
citoplasmética anormal, (Christopikou et al., 2010) e a sua eficacia pode ser muito
afetada por condigbes sub-6ptimas do meio (Christopikou et al., 2010; Fasano et al.,

2012). E importante ressalvar que as técnicas de maturacao in vitro e vitrificagéo variam
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significativamente com o0s niveis de pratica, protocolos e condicbes laboratoriais
(Combelles & Chateau, 2012). Contudo, e apesar de todas as dificuldades, o primeiro
bebé concebido a partir de odcitos vitrificados apdés maturacao in vitro nasceu em 2009
(Chian et al., 2009) e que até ao momento estdo documentados um total de 4 nados-

Vivos apos aplicacao conjunta destas técnicas (Combelles & Chateau, 2012).
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Globalmente, os resultados obtidos neste estudo permitem-nos concluir que a
maturacdo in vitro é mais eficaz quando os odcitos imaturos estdo em metafase |
comparativamente com odécitos em profase | e que a maturagéo in vitro de odcitos em
metafase | é mais eficaz quando realizada antes da vitrificacdo. Relativamente ao
processo de vitrificacdo é de referir ainda que as taxas de sobrevivéncia de odcitos VG,
MI e MIl (maturados in vitro) ndo foram estatisticamente distintas (p=0,121) entre 0s trés
grupos testados. Os resultados permitem ainda concluir que, independentemente do
momento em que a maturacdo in vitro foi realizada (pré ou pés vitrificacdo), os odcitos
maturados in vitro, nos quais foi feita a analise da integridade do fuso meidtico e
alinhamento dos cromossomas, apresentavam todos danos a este nivel. No entanto, é
importante referir uma vez mais que os gametas utilizados neste estudo pertenciam a
uma coorte de odcitos induzidos a maturar in vivo mas que nao conseguiram maturar,
podendo os danos ao nivel do fuso meidtico e alinhamento dos cromossomas serem pré-

existentes.

Este trabalho é o resultado de um estudo muito preliminar. Num futuro préximo
seria interessante numa primeira fase aumentar o nimero da amostra nos diferentes
grupos e parametros testados de forma a obter resultados mais sélidos. Ainda nesta
primeira fase seria benéfico substituir a microscopia 2D por microscopia confocal que
permite ter uma nocao tridimensional e, portanto mais clara e real das estruturas a
analisar. Num segundo momento seria interessante fazer a andlise de embribes
resultantes de o0citos maturados in vivo e utilizados nas técnicas de reproducéo
assistida, que ficaram parados em determinada fase do seu desenvolvimento, de forma a
perceber se estes danos verificados ao nivel do fuso mei6tico e cromossomas tém
repercussdo nos embrides ou se o0 odcitos tém capacidade de reparar estes danos. Por
fim, seria necessario fazer andlise da maturagado citoplasmatica “a fresco”, pré e poés
vitrificacdo, nomeadamente pela andlise da localizacdo e funcionalidade das

mitocondrias, localizacdo dos granulos corticais e atividade de enzimas especificas do
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metabolismo do oécito. Tal como ja foi referido neste trabalho, a maturacéo
citoplasmética é muitas vezes menosprezada, mas tem um papel fulcral na competéncia

dos odcitos.

A maturacao in vitro e vitrificagdo de odcitos sdo jA uma realidade em alguns
laboratérios de FIV e a tendéncia € para que este nimero suba consideravelmente nos
proximos anos dado o aumento notavel de mulheres em idade reprodutiva com
necessidade de preservar a sua fertilidade. Para além disso, a maturacao in vitro € uma
mais valia em situacdes de utentes com ovarios poliquisticos (uma vez que estas tém
uma elevada predisposicao para o desenvolvimento de uma hiperestimulacdo), para mas
respondedoras, com sindrome dos ovarios resistentes, mulheres com endometriose e
para doacao de odcitos. A vitrificagdo para além da sua aplicabilidade na preservacao da
fertilidade e doacg&o de odcitos, é também importante em situagbes em que a realizagéo
das técnicas de reproducdo medicamente assistida ndo € possivel pela falta de
espermatozoides no dia da punc¢éo folicular ou em situagdes de hiperestimulacdo em que
na impossibilidade da realizacdo da transferéncia se criopreservam o0s gametas
femininos, evitando questBes éticas da criopreservacdo de um numero elevado de

embrides.

Tendo em conta que o presente estudo e outros semelhantes tém demonstrado
que estas técnicas podem ter efeitos nefastos ao nivel da integridade do fuso meidtico e
alinhamento dos cromossomas, outra tendéncia seré a utilizagdo de tecnologias, como o
PolScope que permitem a visualizagéo in vivo da integridade do fuso meidtico e, que
portanto permitem a selecdo de odcitos com fusos intatos para as técnicas de reprodugéo

medicamente assistida.
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