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Resumo

OBJETIVO: determinar a relagdo entre a morfologia do primeiro corpisculo polar (CP) de oécitos humanos e as faxas de
fertilizagdo e clivagem e a qualidade embriondria em procedimentos de Injegdo Intracitoplasmdtica de Espermatozéide
(ICSI). METODOS: esiudo retrospectivo de 582 ciclos consecutivos de ICSI no perfodo de julho de 2003 a julho
de 2005. A morfologia do primeiro CP foi avaliada com revisdo de 3.177 oécitos em metéfase I, imediatomente
antes da realizagdo da ICSI, sempre pelo mesmo observador. O CP foi classificado nas seguintes categorias: CP
infacto e de tamanho normal, CP fragmentado ou CP de tamanho aumentado. Avaliamos as taxas de fertilizagdo e
de clivagem, o nimero e a proporgdo de embrides de boa qualidade em cada um dos frés grupos avaliados 48
horas apés a ICSI (D2). Foram considerados de boa qualidade os embrides com quatro células, sem fragmentagdo
e com blastémeros simétricos em D2. RESULTADOS: as taxas de fertilizagdo, clivagem e de formagdo de embrides
de boa qualidade resultantes da inseminagdo de oécitos com o CP aumentado (20,7, 18,7 e 5%, respectivamente)
foram significativamente menores que as de odcitos com o CP infacio e de tamanho normal (70,8, 62,5 e 19%,
respectivamente) ou CP fragmentado (69,7, 60,5 e 17,1%, respectivamente). CONCLUSOES: observamos que a
presenca do primeiro CP aumentado relaciona-se com piores taxas de fertilizagdo, clivagem e de formagdo de embrides
de mé& qualidade. Entretanto, a fragmentacdo no primeiro CP parece néo interferir nos resultados da ICSI.

Abstract

PURPOSE: to defermine the relationship between the morphology of the first spindle pole of human cocytes and rates
of fertilization, fragmentation and embryo quality in procedures of Infracytoplasmic Sperm Injection (ICSI). METHODS:
refrospective study of 582 consecutive ICSI cycles, from July 2003 to July 2005. The morphology of the first spindle
pole (SP) was assessed through the analysis of 3,177 oocytes in mefaphase I, immediately before the ICSI procedure,
always by the same observer. SP has been classified in the following categories: normal size infact, fragmented or
augmented SP. Fertilization rate and fragmentation, and the number and rate of good quality embryos in each one of
the three groups studied have been evaluated, 48 hours after ICSI (D2). Embryos with four cells, without fragmentation
and with symmetric blastomeres in D2 were considered as of good quality. RESULTS: rates of fertilization, fragmentation
and of good quality embryo formation, resulting from cocyte insemination, with augmented SP (20.7, 16.7 and 5%
respectively) were significantly lower than the ones from infact and normal size SP (70.8, 62.5 and 19%, respectively)
or from fragmented SP oocytes (69.7, 60.5 and 17.1%, respectively). CONCLUSIONS: it has been observed that the
presence of augmented first spindle pole is related to worse rates of fertilization, fragmentation and bad quality embryo
formation. Nevertheless, fragmentation in the first spindle pole of the cocyte does not seem to affect ICSI results.
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Introducao

A introdugdo da injec¢@o intracitoplasmadtica de
espermatozéide (ICSI) como técnica de reprodugdo as-
sistida trouxe muitas informagdes sobre a morfologia do
o6cito, pois para a realizacdo desta técnica é necessdrio o
desnudamento oocitdrio, deixando-o livre das células do
cumulus oophorus, o que permite a sua melhor observagao
antes e durante o processo de fertilizacdo, permitindo
correlacionarem-se pardmetros da morfologia oocitdria
com a qualidade e viabilidade embriondria'*. A remogdo
das células do cumulus oophorus antes da ICSI, permite a
avaliacdo de muitos pardmetros morfolégicos oocitarios,
como a forma do odcito, a coloragdo e a granula¢io do
citoplasma, a regularidade e a espessura da zona peli-
cida, o tamanho do espago perivitelinico, a presenca de
vactolos, a presenga ou auséncia da vesicula germinativa
e do primeiro corptsculo polar (1° CP), assim como de
sua morfologia®. E importante ressaltarmos que a iden-
tificagdo e a utilizagdo de critérios objetivos capazes de
predizer a qualidade oocitdria permitiriam tanto melhorar
os resultados dos procedimentos de reprodugio assistida,
auxiliando na sele¢do oocitdria e embriondria, como mini-
mizar os problemas éticos relacionados ao congelamento
embriondrio, uma vez que menos odcitos poderiam ser
inseminados, e, conseqiientemente, menos embrides com
qualidade inadequada seriam produzidos®’. Contudo,
a influéncia das caracteristicas morfolégicas oocitdrias
nas taxas de fertilizagdo, gravidez e implantacio, assim
como na qualidade embriondria, ainda sdo bastante
controversas®’.

A utilizacdo de critérios morfolGgicos obtidos por
meio da microscopia Gptica é um subsidio importante
para o embriologista em servicos de reprodu¢io huma-
na, tanto no momento da escolha do o6cito para a ICSI,
como da sele¢do do embrido a ser transferido para o Gtero
materno, com o objetivo de melhorar a taxa de gravidez®.
A ICSI € realizada quando os odcitos sdo classificados
como maduros, ou seja, atingiram a metdfase II, que é
caracterizada ao microscépio pela observagio do 1° CP’.
A auséncia do 1° CP, por sua vez, pode indicar que o
o6cito ainda € imaturo ou que jd se tornou p6s-maduro,
ambos inadequados para serem inseminados. O CP nio
participa da fertiliza¢do, mas a sua formagao é um passo
fundamental no processo de maturagdo oocitéria, sendo
sua visualiza¢do um indicativo importante de maturidade
oocitdria, fundamental para a realizacdo dos procedimentos
de ICSI ou para avaliacao do sucesso dos protocolos de
maturacdo 7z vitro oocitdria'®!!. Inicialmente acreditava-se
que a morfologia do 1° CP indicava idade pés-ovulatdria
do oécito®. Todavia, alguns estudos mostraram que a
transferéncia de embrides selecionados com base na morfo-
logia do 1° CP resultou em uma taxa de fertilizacdo mais

alta e embrides de melhor qualidade, com maiores taxas
de implantacio e de gravidez®!>!*. Contudo, estes dados
30 controversos, uma vez que encontramos estudos com
resultados contririos na literatura'*'®.

Em virtude da grande aplicabilidade clinica de po-
tenciais critérios morfolégicos passiveis de predizerem a
qualidade oocitdria, um dos determinantes mais importantes
da qualidade embriondria'’, assim como das controvérsias
encontradas na literatura sobre a influéncia da morfologia
do primeiro CP? nas taxas de sucesso dos procedimentos
de reprodugéo assistida, realizamos o presente estudo. O
objetivo é avaliar a influéncia da morfologia do primeiro
corpusculo polar nas taxas de fertilizagdo, clivagem e
qualidade embriondria.

Métodos

Nesse estudo, realizou-se andlise longitudinal retros-
pectiva de 3177 odcitos em metdfase II, obtidos de 582
ciclos consecutivos de ICSI, realizados de julho de 2003 a
julho de 2005, no Laboraté6rio de Reprodugdo Assistida do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP).

Inicialmente, o periodo menstrual foi programa-
do com o uso de anticoncepcionais orais combinados,
iniciados no ciclo prévio e interrompidos cinco dias
antes da data prevista de inicio da estimula¢io ovariana.
Para supressdao hipofisiria, foi utilizado um agonis-
ta da gonadotrofina (GnRH), acetato de leuprolida
(Lupron®, Abbott; Reliser®, Serono, Brasil) 10 Ul/dia
por via subcutinea ou nafarelina (Synarel®, Pharmacia,
Brasil), via nasal 400 pg/dia , iniciado dez dias antes da
menstruagdo programada e usado até o dia da adminis-
tragdo da gonadotrofina coridnica humana (hCG). Do
primeiro ao terceiro dia do ciclo menstrual, foi realizada
ultra-sonografia transvaginal (USTV) para confirmar
a supressdo ovariana e, apés ser iniciada a estimulagdo
ovariana controlada com FSH recombinante (Puregon®,
Organon, Brasil ou Gonal-F®, Serono, Brasil) na dose
de 200 a 450 Ul/dia nos primeiros cinco dias, ajustada
de acordo com a resposta ovariana, a partir do sexto
dia da estimulagdo. Foi administrado hCG urindrio
(Profasi®, Serono, Brasil), 10.000 UI intramuscular ou
recombinante (Ovidrel®, Serono, Brasil), 250 pg via
subcutinea, quando houve dois ou mais foliculos 218 mm
de didmetro médio. A captagdo oocitdria foi realizada
por punc¢io do fundo de saco vaginal guiada por USTV
34 a 36 horas ap6s a administragdo do hCG. O conte-
tdo folicular foi aspirado sob pressio de 100 mmHg
em tubos de Falcon e mantido a 37°C. Os complexos
cumulus-oécitos (CCO) foram separados do fluido
folicular sob estereomicroscépio (Nikon, Modelo SMZ.-
645) e lavados em meio de cultura HTF modificado
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com HEPES (Irvine Scientific) suplementado com 10%
de soro sintético substituto (SSS-Irvine Scientific),
Santa Ana, CA, EUA, antes de serem transferidos para
placas de cultivo, previamente incubadas a 37°C e 5%
de CO, em ar, contendo meio de cultura HTF (Irvine
Scientific, Santa Ana, CA, EUA) suplementado com
10% de SSS. Apé6s um periodo de duas a cinco horas de
incubag@o no referido meio de cultivo, procedeu-se a
remocio das células do cumulus, por meio da exposi¢io
dos CCO a hialuronidase (H-4272, Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA), na concentra¢do de 80 UI/mL,
em HTF-HEPES, suplementado com 10% de SSS por
30 segundos, seguida pela remo¢dao mecédnica usando
micropipetas de vidro.

As amostras de sémen foram obtidas logo apés a
captagdo oocitdria, sendo manipuladas e analisadas para
realizagao de ICSI, seguindo as recomendagGes para in-
fertilidade masculina’.

Antes da ICSI os o6citos desnudados foram colocados
em microgotas de cinco pL de HTF-HEPES, suplemen-
tado com 10% de SSS, em placas de Falcon e observados
sob microscépio invertido (aumento de 400 vezes), com
contraste Gptico de Hoffman. Foi avaliada a morfologia do
1° CP imediatamente antes da ICSI, caracterizando-se em
trés grupos (Figura 1): CP intacto e de tamanho normal,
com aspecto ovéide e superficie lisa; CP fragmentado,
com aspecto irregular e superficie rugosa; CP de tamanho
aumentado, que apresenta-se nitidamente maior que o0s
anteriores e sem fragmentagdo. Esta caracterizacdo foi
realizada por meio de avaliagdes de uma Gnica observa-
dora (MCPMA), de acordo com os critérios descritos por
Ebner et al."'.

A ICSI foi realizada conforme previamente descrito'®,
36 a41 horas ap6s a administragio do hCG. Apés a ICSI,
o0s odcitos foram incubados isoladamente em microgotas
de 25 pL de HTF + 10% SSS, a 37°C e 5% de CO, em
ar. A avaliacdo da fertilizagdo foi verificada de 18 a 20
horas apés a realizagao da ICSI, caracterizando-se como
fertilizagio normal, a visualizagdo da presenca de dois

prontcleos e de dois CPs. Os odcitos que apresentavam
um, trés ou mais prontcleos foram classificados como
anormais, sendo entdo considerados invidveis, e pos-
teriormente descartados. A clivagem foi verificada em
torno de 24 horas apés a fertiliza¢do observando a divisdo
celular. A qualidade embriondria foi avaliada seguindo as
varidveis de porcentagem de fragmentacio citoplasmdtica,
simetria e nimero de blastdmeros. Foram considerados
embrides de boa qualidade no segundo dia (D2) apés a
ICSI, aqueles com quatro células, blastdmeros simétricos
e sem fragmentacdo.

Para andlise estatistica, aplicando o teste exato de
Fisher, comparamos as taxas de fertiliza¢do, de clivagem
e de formagdo de embrides de boa qualidade oriundas da
inseminagao de odcitos com CP intacto e de tamanho
normal, CP fragmentado e CP aumentado, utilizando
o programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, EUA). Considerou-se um nivel de
significAncia de 5% (p<0,05).

Resultados

Foram analisados 3.177 odcitos em metdfase II,
obtidos de 582 ciclos consecutivos de ICSI, divididos
em trés categorias, de acordo com a morfologia do 1°
CP: CP integro e de tamanho normal (1.366 odcitos),
CP fragmentado (1448 odcitos) e CP aumentado (363
oécitos) (Tabela 1).

Dos 1.366 oécitos maduros inseminados com CP
normal, 967 odcitos fertilizaram normalmente (70,8%),
854 clivaram (62,5%) e 260 evoluiram para embrides de
boa qualidade (19%). Dos 1.448 o6citos maduros inse-
minados com CP fragmentado, 1.008 oécitos fertilizaram
normalmente (69,7%), 876 clivaram (60,5%) e 248 evo-
lufram para embrides de boa qualidade (17,1%).

Dos 363 o6citos maduros inseminados com CP au-
mentado, 75 odcitos fertilizaram normalmente (20,7%),
68 clivaram (18,7%) e 18 evoluiram para embrides de
boa qualidade (5%), conforme Tabela 1.

Figura 1 - Morfologia do primeiro corpisculo polar [CP). [A] corpisculo polar intacto de tamanho normal. (B) corpisculo polar fragmentado. (C) corpisculo
polar aumentado. Imagem obfida por meio de microscopia éptica invertida com aumento de 400 vezes. Barra de escala=20 pm.
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As taxas de fertilizacdo, clivagem e de formagdo de
embrides de boa qualidade resultantes da inseminagéo de
o6citos com o CP aumentado foram significativamente
menores que as de odcitos com o CP intacto e de tamanho
normal ou CP fragmentado (Tabela 1).

Discussao

Para aperfei¢oarmos os resultados obtidos por meio
da utilizagdo de procedimentos de reproducio assistida,
seriam fundamentais a identificagdo e a utiliza¢do de pa-
rdmetros n@o invasivos e inécuos, capazes de predizerem
a qualidade oocitdria, um dos principais determinantes da
qualidade embriondria e, subseqiientemente, do sucesso do
procedimento realizado. A remocdo das células do cumu-
Jus antes da ICSI permite a melhor observag¢do oocitdria
antes e durante o processo de fertilizagdo, possibilitando
correlacionarem-se pardmetros da morfologia oocitéria,
entre os quais podemos citar a presenga e a morfologia
do 1° CP, com a qualidade e viabilidade embriondria.
Alguns estudos mostraram que a transferéncia de embrides
selecionados com base na morfologia do 1° CP resultou
em uma taxa de fertiliza¢do mais alta e embrides de me-
lhor qualidade, com maiores taxas de implantacdo e de
gravidez®!®!!, Contudo, estes dados sdo controversos, uma
vez que encontramos estudos com resultados contrarios
na literatura', persistindo a indefini¢o da potencial
influéncia da morfologia do 1° CP nas taxas de sucesso
dos procedimentos de ICSI, o que motivou a realizacdo
do presente estudo.

Os odcitos captados ap6s a estimulagdo ovariana com
GnRHs podem apresentar diferentes graus de maturagdo
nuclear e de morfologia do 1° CP, pois eles passaram por
tempos diferentes de maturagdo citoplasmdtica e nuclear.
A ICSI é realizada quando os odcitos sdo classificados
como maduros, ou seja, atingiram a metédfase I, que é
caracterizada ao microscépio pela observacio do 1° CP.
A auséncia do 1° CP, por sua vez, pode indicar que o
o6cito ainda é imaturo ou que ja se tornou pés-maduro,
ambos inadequados para serem inseminados. O CP ndo
participa da fertiliza¢do, mas a sua formagdo é um passo
fundamental no processo de maturagio oocitdria, sendo
sua visualiza¢do um indicativo importante de maturidade
oocitaria, fundamental para a realiza¢do dos procedimentos
de ICSI ou para avaliagdo de sucesso dos protocolos de
matura¢do oocitaria in vitro'>".

A maturagdo oocitéria da préfase I para a metéfase I1
inicia-se com a quebra da vesicula germinativa, associada
a redugio do fluxo de inibidores da meiose, liberados pelas
células da granulosa para o odcito'”. Neste momento, o
odcito deverd ter atingido um nivel ideal de maturagdo
nuclear e citoplasmdtica, necessdrio para garantir condi¢des
adequadas de fertiliza¢do e desenvolvimento embriondrio

Tabela 1 - Distribuicdo das taxas de fertilizaciio, clivagem e embrides de hoa qualidade
de acordo com a morfologia do primeiro corpusculo polar

Morfologia do primeiro corpisculo polar

Pardmetros Normal Fragmentado ~ Aumentado
Odcitos maduros inseminados 1.366 1.448 363
Nimero de oécitos fertilizados 967 1.008 75
Taxa de fertilizacéio (%) 70,8 69,70 20,70
Clivados 854 876 68
Taxa de clivagem (%) 62,5 60,5¢ 18,7¢
Embrides de boa qualidade 260 248 18
Proporciio de embrides de boa 19 17,1¢ 5

qualidade (%)

a,c,e=sobrescritos iguais na mesma linha indicam auséncia de diferenca
significativa (p>0,05); a,b,c,d, e, f=diferentes sobrescritos na mesma linha indicam
presenca de diferenca significativa (p<0,05); valores de p obtidos pelo teste
exato de Fisher; taxa de fertilizagdo=nomero de odcitos fertilizados dividido
pelo nimero de oécitos inseminados; taxa de clivagem=nimero de oécitos
fertilizados clivados dividido pelo nimero de oécitos fertilizados; proporcao
de embrides de boa qualidade: nimero de embrides com 4 células, simétricas
e sem fragmentacdo no segundo dia pés-inseminagdo dividido pelo nimero
total de embrides produzidos.

subseqiiente. Na literatura é enfatizado que a sincronia
entre a maturidade nuclear e citoplasmdtica oocitdria é um
aspecto fundamental para que o embrido resultante apre-
sente bom desenvolvimento e viabilidade®’. Encontram-se
relatos controversos de que a presenga do 1° CP intacto e
do espaco perivitelinico normal seja sugestiva de melhor
sincronia entre a maturagdo citoplasmdtica e nuclear
oocitdria, e, conseqliientemente, da melhor qualidade
oocitiria®. Estes dados foram refor¢cados por achados
encorajadores'”!'" que sugeriram um papel prognéstico
importante da morfologia do primeiro CP na qualidade
embriondria.

Evidenciamos menores taxas de fertiliza¢do, de clivagem
e de formagdo de embrides de boa qualidade, resultantes
da inseminagdo de o6citos com o CP aumentado, quando
comparados a o6citos com o CP intacto e de tamanho
normal ou fragmentado. Nossos achados sdo concordantes
com os obtidos por outros autores', sugerindo a ndo uti-
lizagdo de obcitos com estas caracteristicas morfolégicas
para os procedimentos de ICSI. Apesar de ndo termos
evidéncias disponiveis, acreditamos que a presenca de
um CP aumentado possa estar associada a uma segregacio
desproporcional de mitocdndrias e proteinas, necessarias
tanto para a ocorréncia da fertilizagdo normal, como para
o desenvolvimento embriondrio pré-implantacdo, o que
precisa ser melhor elucidado.

No presente estudo, ndo se observou diferenga sig-
nificativa entre as taxas de fertiliza¢do, clivagem e de
formagdo de embrides de boa qualidade resultantes da
inseminagéo, por meio da ICSI, de odcitos com CP intacto
e de tamanho normal ou CP fragmentado, sugerindo que a
presenca de fragmentagdo do 1° CP nido interfere com estas
variaveis. Nossos achados sdo similares a outros estudos
publicados, nos quais também ndo foi evidenciada relagio
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entre fragmentacdo no 1° CP e as taxas de fertiliza¢do ou
qualidade embriondria'*"-2.

Temos indicios de que a fragmentacio do 1° CP possa
ser resultado do envelhecimento oocitdrio durante o cultivo
in vitro®. Desta forma, diferentes protocolos de manipulagdo
gamética e o intervalo de tempo entre a realiza¢do da cap-
ta¢do dos odcitos, o desnudamento oocitdrio e a realizagdo
da ICSI podem ser os responsdveis pelas diferengas nas
taxas de sucesso, e nos resultados controversos presentes
na literatura, acerca da potencial influéncia da morfologia
do 1° CP nas taxas de fertilizagdo, qualidade embriondria
e implantagdo subseqiiente. Da mesma forma, diferentes
protocolos de estimulagdo ovariana e critérios de avaliagio
também podem contribuir para a divergéncia dos dados
disponiveis na literatura, relativos ao valor prognéstico
da morfologia do 1° CP nos resultados da ICSI.

Nossos dados sugerem que a presenca do 1° CP
aumentado relaciona-se com piores taxas de fertilizagdo,
de clivagem e de formagdo de embrides de boa qualida-
de, o que justifica a ndo utilizac¢do destes od6citos para
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