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FERTILIZAGAO IN VITRO: MAIS DE 4 MILHOES DE CRIANGAS NASCIDAS
E UM PREMIO NOBEL

IN VITRO FERTILIZATION: MORE THAN 4 MILLION CHILDREN BORN AND A NOBEL PRIZE

Helena von Eye Corleta'?
RESUMO

Em 1978, nasceu Louise Brown, o primeiro bebé de proveta. Este nascimento histérico foi o resultado de pesquisas do bio-
logo Robert Edwards e do ginecologista Patrick Steptoe (1). Em 2010, Edwards recebeu o prémio Nobel de Medici-
na/Fisiologia, pela importancia desta técnica para a humanidade. Este artigo revisa as etapas envolvidas na fertilizagao in
vitro (FIV), as dificuldades dos pioneiros, as solugdes encontradas e os procedimentos clinicos utilizados atualmente.
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ABSTRACT

Louise Brown, the first baby conceived by in vitro fertilization (IVF), was born in 1978. This landmark was a result of research
conducted by biologist Robert Edwards and gynecologist Patrick Steptoe (1). In 2010, Edwards was awarded the Nobel
Prize in Physiology or Medicine in recognition of the importance of IVF to humanity. The objective of the present article is to
review the steps involved in IVF, the difficulties faced by pioneers, the solutions found, and the clinical procedures currently
employed.
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Apesar de nao ser identificada como uma
doenga fisica, a infertilidade tem importante im-
pacto psicologico nos casais afetados. A inci-
déncia de infertilidade na populagdo em geral é
em torno de 10 a 15% (2,3). Aproximadamente a
metade destes casais necessitara alguma forma
de reproducgao assistida para conceberem. Apds
trinta anos do nascimento do primeiro bebé de
proveta, houve um aumento significativo nas
chances de gestacédo, devido a varios avangos:
novos farmacos (indugao da ovulagéo e inibi¢cao
da hipdfise), ultrassonografia transvaginal para
monitorizagcao folicular e coleta de 6vulos; de-
senvolvimento na cultura de embrides, doagao
de 6vulos, introdugéo da injecao intracitoplasma-
tica de espermatozoides (ICSl) para tratamento
da infertilidade masculina grave, entre outros.
Outras tecnologias desenvolvidas na ultima dé-
cada, como o diagnéstico genético pre-
implantagdo e a criopreservagao de ovocitos e
embrides, aumentaram o escopo de problemas
clinicos tratados com procedimentos relaciona-
dos a FIV. Apesar de todo este progresso, a
maioria dos ciclos de FIV ndo resulta em bebés
em casa, sendo frequente a repeticdo de ciclos
até atingir a gestacéo.

O QUE E A FERTILIZAGAO IN VITRO?

O principio da fertilizagéo in vitro (FIV) é sim-
ples: coletar um 6vulo (ou ovécito) maduro, ferti-
liza-lo em meio de cultura no laboratério e trans-
ferir o embrido resultante para a cavidade uteri-
na, em endométrio receptivo. Apds 30 anos de
existéncia da FIV, quase todas as etapas envol-

vidas foram aprimoradas (figura 1).

Figura 1 - Progressos da reprodugao assistida: A) Imagem eco-
grafica de multiplos foliculos ovarianos em crescimento devido ao
uso de gonadotrofinas, permite 0 amadurecimento de varios 6vu-
los. B) Coleta de ovdcitos por via transvaginal com controle eco-
gréafico, procedimento rapido, de baixo risco e custo substituiu a
laparoscopia para coleta de ovdcitos. C) Injecdo intracitoplasmati-
ca de espermatozoides, o espermatozdide (seta branca) é injeta-
do através de uma micropipeta no 6vulo. Solucionou quase todos
0s casos associados a fatores masculinos graves e introduziu a
técnica de micromanipulagdo dos gametas e embrides. D)Bidpsia
de blastdmeros, para diagnéstico genético pré-natal (PGD).

HIPERESTIMULO OVARIANO

Inicialmente a FIV era realizada no ciclo
ovulatério natural, com selecdo de apenas um
foliculo dominante, o 6vulo era coletado por
pungdo ovariana laparoscoépica. Frequentemen-
te quando a intervengéo cirurgica para coleta do
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ovulo era realizada, o foliculo ja havia rompido e
0 Unico ovdcito era perdido na pelve. O sucesso
deste procedimento era limitado. Para aumentar
a chance de obtengdo de embrides para transfe-
rir, 0 embriologista necessitaria mais 6vulos, e o0
clinico uma maneira de evitar a ovulagao prema-
tura (4). Foram surgindo alternativas farmacolé-
gicas para a solucao deste problema:

Gonadotrofinas: a utilizagdo de gonado-
trofinas (FSH e LH) para o recrutamento e sele-
¢ao de uma coorte de foliculos nos ciclos de FIV
permite que muitos 6vulos amaduregam e sejam
coletados (5). No entanto, o aumento dos niveis
de estrogénio circulante devido ao crescimento
de multiplos foliculos causa pico prematuro de
LH (retrocontrole positivo), o que leva a ruptura
folicular antes da coleta dos évulos. Vale ressal-
tar que o controle do crescimento folicular era
realizado por dosagens de estrogénios urinarios
e nao por ecografia transvaginal como é realiza-
do atualmente.

Agonistas/antagonistas do GnRH (Gn-
RHa): os agonistas do hormoénio liberador de
gonadotrofinas (GnRHa) tém papel importante
na FIV. Este decapeptideo foi inicialmente utili-
zado em dose unica, como estimulador potente
da secrecgao de gonadotrofinas. Entretanto, logo
ficou evidente que a administragdo continuada
dos agonistas suprime a secrec¢ao de LH e FSH.
Isto ocorre por inibicdo e desensibilizacdo dos
receptores hipofisarios. Na FIV os agonistas,
utilizados de forma continuada, evitam a ocor-
réncia do pico prematuro de LH, prevenindo a
ovulagdo espontanea, o que permite a captagao
programada de o6vulos. Os agonistas do GnRH
fazem com que o ovario fique completamente
em repouso, sem estimulo de gonadotrofinas
enddgenas, permitindo a indugdo da ovulagéo
com gonadotrofinas exdégenas de forma plane-
jada. Em outras palavras, o ovario inibido pelo
agonista do GnRH reassume a foliculogénese
quando se inicia o uso de gonadotrofinas (6).

Nos protocolos de FIV com agonistas do
GnRH é imperativo que se utilize gonadotrofina
coridnica humana (hCG) ou, mais recentemente,
o LH recombinante (LHr), programando a eleva-
¢ao em onda do LH. Este pico programado de
LH (hCG ou LHr) é essencial para que o ovdcito
reinicie a meiose, elimine o primeiro corpo polar
e inicie o processo de luteinizagao folicular, ini-
ciando a preparagao do endométrio para implan-
tagdo. A ruptura folicular e extrusdo dos 6vulos
ocorre exatamente de 34 a 36 horas ap6s a in-
jecdo do hCG, permitindo a programagédo da
coleta de ovulos para FIV e evitando que se
perca o ciclo por ruptura folicular prematura. Ao
final da década de 90 a industria farmacéutica
disponibilizou outra medicagdo capaz de blo-
quear o pico de LH prematuro: o antagonista do
GnRH. Este farmaco bloqueia o receptor de

GnRH, fazendo com que cesse a secregdo de
gonadotrofinas, ndo havendo o efeito de libera-
¢ao inicial que ha com o uso dos agonistas. A
duragéo do tratamento é reduzida, diminui a ne-
cessidade de administracdo de gonadotrofinas e
nao se verifica os efeitos hipoestrogénicos dos
agonistas (6).

Monitorizagcdo do crescimento folicular:
o crescimento dos foliculos durante a indugao
da ovulagao é realizado diariamente ou a cada
dois dias por ecografia transvaginal (figura 1). E
possivel contar o numero de foliculos em cres-
cimento, medir seus didmetros e ainda avaliar o
crescimento endometrial pela visualizagdo dire-
ta. Isto possibilita suspender o ciclo caso este-
jam crescendo poucos foliculos, diminuir ou au-
mentar a dose de gonadotrofinas e, quando um
ou mais foliculos atingem aproximadamente 18
mm, programar a administracdo do hCG para
coleta programada de 6vulos. Antes da ecogra-
fia transvaginal este acompanhamento era feito
com dosagem sérica de estradiol ou de seus
metabdlitos na urina, acarretando pungbes qua-
se diarias e inumeras dosagens laboratoriais.
Atualmente, na maioria dos servigos, as dosa-
gens hormonais sao realizadas apenas quando
ha risco de hiperestimulo ovariano sendo a mo-
nitorizagdo essencialmente ecografica.

Coleta dos évulos: no inicio dos procedi-
mentos de FIV a captagao folicular era realizada
via laparoscopica (1), com necessidade de a-
nestesia geral. Era um procedimento que con-
sumia tempo e tinha alto custo. No inicio da dé-
cada de 1990, a qualidade dos ecografos permi-
tiu que a captagdo dos 6vulos fosse realizada
por puncgao transvaginal guiada por ecografia. A
pungéo é realizada em carater ambulatorial, com
a administracdo de sedacgao (opioide ou sedati-
vo endovenoso), dura em torno de 15 min. A
puncao é realizada 34 a 36 h apds a injecdo do
hCG. Coletas mais precoces podem resultar em
ovocitos imaturos e, por outro lado, apés 36 h
pode ter ocorrido a ovulagdo com perda dos o-
vocitos (4).

Cada foliculo é puncionado sob visualiza-
¢ao ecografica (figura 1), o fluido folicular aspi-
rado em um tubo estéril, aquecido e imediata-
mente transferido para o laboratério de embrio-
logia, geralmente localizado adjacente a sala de
coleta de 6vulos. O embriologista identifica o
ovocito, remove o complexo ovécito-cimulos do
liquido folicular e o coloca na incubadora em
meio de cultura.

No laboratério: no dia da coleta de évulos
0 sémen também precisa ser preparado. Na
maioria das vezes, a coleta é feita por mastur-
bagédo, podem também ser utilizados esperma-
tozoides criopreservados ou ainda retirados dire-
tamente do epididimo ou do testiculo. A amostra
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de sémen € processada no laboratorio e os es-
permatozoides sao capacitados in vitro. Cada
ovécito coletado é separado das células dos
cumulos, por pipetagem, sendo entédo incubado
com o sémen preparado numa aliquota de apro-
ximadamente 100 mil espermatozoides/évulo.
No caso de ICSI (injecéo intracitoplasmatica de
espermatozoide), um Unico espermatozoide é
injetado em cada 6vulo. Apds 16 a 19 horas os
ovocitos sao retirados da estufa e sua fertiliza-
¢ao é verificada. Se houve fertilizagao, dois pro-
nacleos (masculino e feminino) séo visualizados.
Os pré-embrides seguem em cultura por mais
48 a 72 horas. Os embrides no estagio de 4 a 8
células tem sua qualidade avaliada por critérios
morfolégicos. Os dois “melhores” embrides sao
selecionados para transferéncia (4,7). Os embri-
Oes excedentes, de boa qualidade, podem ser
criopreservados em nitrogénio liquido para futu-
ra transferéncia.

Transferéncia embrides: dois a trés dias
apos a coleta dos 6vulos, mediante um exame
especular, a cérvice uterina é exposta, limpa
com meio de cultura ou soro fisiolégico, o ex-
cesso de muco cervical é removido. Um cateter
flexivel é carregado com os embrides, em apro-
ximadamente 50 ul de meio de cultura, e inseri-
do através do orificio cervical externo, até a me-
tade da cavidade endometrial, onde o meio de
cultura contendo os embrides é injetado. Em
alguns servigos se realiza a transferéncia de
embrides em fase de blastocisto, isto € possivel
pelo desenvolvimento de meios de cultura dife-
renciados que possibilitam o desenvolvimento in
vitro dos embrides por mais tempo (5 dias) (8). A
transferéncia € um procedimento com impacto
no resultado final, deve ser realizada cuidado-
samente, evitando o traumatismo da cérvice e
do endométrio. O uso da ecografia transvaginal
para guiar a transferéncia pode melhorar as ta-
xas de gestacéo.

Fase lutea: as medicagbes utilizadas para
evitar a ruptura prematura dos foliculos (agonis-
tas/antagonistas) promovem a desensibilizagao
hipofisaria (inibicdo da secrecdo de LH) e tem
efeito deletério na fungéo do corpo liteo (produ-
¢ao de progesterona). A fungédo do corpo luteo
pode ser mantida por injegcdes de hCG, que mi-
metizam a agao do LH, ou pela administragcao
de progesterona via oral, vaginal ou intramuscu-
lar (9).

A implantagdo embrionaria é a etapa com
menor avango nos 30 anos de FIV. Ainda muito
pouco se conhece sobre a inter-relacdo embri-
ao-endométrio e a implantagéo € o principal de-
terminante do sucesso da FIV/ICSI (4). Apds a
transferéncia de dois embrides, a chance de
gestacao é entre 30 a 40 %.

Doze a quatorze dias apds a transferéncia
dos embrides o beta-hCG sera positivo em caso

de sucesso, caso contrario a menstruagédo ocor-
re.

Injecéo intracitoplasmatica de esperma-
tozoides (ICSI): a ICSI é uma técnica de mi-
cromanipulagao que possibilita a inseminagao in
vitro (figura 1), melhorando as taxas de fertiliza-
¢do em casais com fator masculino grave ou
com falha de fertilizagdo em tentativa prévia de
FIV. A ICSI é indicada para homens com oligo-
astenoteratospermia grave e para casos de a-
zoospermia com recuperagao microcirurgica ou
aspirativa de espermatozoides do epididimo ou
do testiculo (10).

A técnica consiste da injegdo de um unico
espermatozoide através de uma micropipeta no
citoplasma do évulo. Foi descrita por Palermo e
cols. em Bruxelas no ano de 1992 (11) e foi ra-
pidamente difundida, pois revolucionou o trata-
mento da infertilidade masculina (10).

QUANDO INDICAR A FIV/ICSI

A FIV foi originalmente utilizada para se ob-
ter gestacdo em pacientes com infertilidade de
causa tubaria. E l6gico que se as trompas nao
conseguem exercer sua fungdo de captagao,
nutricdo e transporte dos gametas e pré-
embrides, este processo deva ser feito fora do
corpo (in vitro) e os embrides depositados no
endométrio através da cérvice, evitando assim o
trajeto tubario. As indicagdes de FIV se amplia-
ram para causas masculinas graves, principal-
mente apos a ICSI, a infertilidade sem causa
aparente e até para anovulagdo. Atualmente,
quando procedimentos mais simples e baratos
nao resultaram em gestagao, a FIV é considera-
da “a ultima opg¢ao”. Quase todas as causas de
infertilidade podem ser tratadas pela FIV, exceto
quando ndo ha gametas disponiveis, seja por
faléncia ovariana prematura ou por azoospermia
por atrofia testicular (12).

TAXAS DE GESTAGAO/RISCOS

A taxa de sucesso da FIV/ICSI deve ser
medida pela taxa de bebés em casa apds o pro-
cedimento. Desfechos intermediarios comumen-
te publicados (taxa de implantagdo (nimero de
sacos gestacionais/numero de embrides transfe-
ridos), gestagdes bioquimicas (BhCG positivo) e
gestagbes clinicas (saco gestacional visivel em
ecografia transvaginal precoce) sdo importantes
para avaliar a qualidade do laboratério e as pra-
ticas clinicas da instituicdo, mas sdo comumente
mal-entendidas pelos usuarios.

As taxas de gestagdo clinica apdés a
FIV/ICSI (saco gestacional a ecografia transva-
ginal) sdo de 44 %, e o numero de recém-
nascidos em casa em torno 27 % dos ciclos com
pungéo de 6vulo, segundo dados publicados em
2008 pela Rede Latino-Americana de Reprodu-
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¢ao Assistida (13). Os ultimos registros das So-
ciedades Americana e Européia de Reprodugao
Assistida relatam dados similares aos da Améri-
ca Latina (30%).

A qualidade do centro de reprodugao assis-
tida é importante no resultado da FIV/ICSI, en-
tretanto o fator prognéstico que mais se correla-
ciona com as taxas de bebé em casa apés os
tratamentos é a idade da mulher. Nos EUA, em
2008, os nascimentos conforme a idade da mu-
Iher/ciclo iniciado sdo os seguintes: <35 anos =
41,3%, 35-37 anos = 31,1%, 38-40 anos =
22,2%, 41-42 anos = 12,3% e >42 anos = 4,1%
(14).

A gestacdo multipla é considerada uma
complicagdo da fertilizagdo assistida sendo um
importante parametro de qualidade de um servi-
¢o de reproducao humana. Tendo como base
gestacbes Unicas, os gémeos tém quatro e os
trigémeos oito vezes maior mortalidade perina-
tal, e significante maior comprometimento neu-
ropsicomotor permanente. A taxa de gemelari-
dade extrema (= 3 embrides) na América Latina
ainda esta em 8 %, enquanto na América do
Norte e Europa € menor do que 2 % dos ciclos
de FIV (13,14). Isto se deve ao fato de que na
América Latina realiza-se a transferéncia de
mais embrides, na tentativa de aumentar a
chance de gestacdo. A normativa que rege os
procedimentos de reproducéao assistida no Brasil
permite a transferéncia de até quatro embrides,
enquanto na maioria dos paises da América de
Norte e Europa dois ou apenas um embridao po-
dem ser transferidos.

Outros riscos secundarios a FIV/ICSI séo
bem menos frequentes, entre eles se destacam
os acidentes de pungao e o hiperestimulo ovari-
ano (4). A forma grave deste Ultimo ocorre em
0,5 a 2 % dos ciclos de FIV. E proveniente de
uma hiper-resposta ovariana as gonadotrofinas,
0 que ocasiona aumento importante do ovario
acompanhado de ascite, derrame pleural e he-
moconcentragdo. Pode resultar em tromboem-
bolismo arterial e venoso, dificuldade respirato-
ria e infarto do miocardio. As pacientes mais
suscetiveis ao hiperestimulo sdo jovens e ano-
vuladoras.

PROCEDIMENTOS QUE SE TORNARAM
POSSIVEIS DEVIDO A FIV/ICSI

Diagnéstico genético pré-implantacao (PGD)

O desenvolvimento de embribes in vitro e a
micromanipulagdo permitiu o acesso as células
embrionarias (blastdbmeros) para analises mole-
culares por PCR (figura 1). O PGD pode ser u-
sado para impedir a transmissdo de doencgas
genéticas autossdmicas dominantes (doenca de
Huntington, distrofia miotonica), autossémicas
recessivas (fibrose cistica, talassemia) e desor-

dens ligadas ao cromossoma X (hemofilia, X-
fragil) (7,15).

A aneuploidia é a anormalidade no numero
de cromossomas em células individuais. Mulhe-
res com mais de 35 anos tem altas taxas de
embrides com aneuploidia, associada a falhas
de implantagdo na FIV. A hibridizacédo fluores-
cente in situ (FISH) em blastdmeros dos pré-
embrides antes da transferéncia pode detectar
as aneuploidias, evitando a transferéncia dos
embrides comprometidos. Entretanto, ensaios
clinicos randomizados n&do demonstraram au-
mento das taxas de gestagcado apos este proce-
dimento em mulheres com mais de 35 anos.

A possibilidade de determinar o antigeno
de histocompatibilidade (HLA) em blastdmeros
permite a selecdo e transferéncia apenas de
embrides com o HLA desejado. Isto tem sido
indicado, em alguns paises, para “gerar’ doado-
res de sangue de corddo ou medula, para irmao
ou parente com doenga grave. Questdes éticas
importantes estdo envolvidas em quase todos os
procedimentos que envolvem selegdo embriona-
ria (4).

Congelamento de embribes e 6vulos

A indugao da ovulagdo na FIV proporciona
a coleta e fertilizagdo de multiplos 6vulos e fre-
quentemente a formagao de embrides exceden-
tes. Houve evolugédo das técnicas de congela-
mento de embrides para posterior transferéncia
e, atualmente, as taxas de nascimento apéds
transferéncia de embrides congelados sdo de
16% na America Latina e de 26% na América do
Norte (13,14).

Nos ultimos anos o numero de embrides
congelados em todo o mundo aumentou signifi-
cativamente. Varias e diferentes questbes éticas
principalmente quanto ao destino dos embrides
congelados existem nos paises em que esta
técnica é permitida. Acredita-se que no Brasil
existam em torno de 25.000 embrides congela-
dos. Pela legislagéo brasileira, os embrides que
nao vao ser utilizados pelos genitores, ndo po-
dem ser descartados, havendo duas destina-
¢Oes possiveis: a doagdo dos embrides conge-
lados excedentes para pesquisa com células-
tronco ou para outro casal infértil, de forma ané-
nima.

O congelamento de 6vulos demorou mais
tempo para ser uma realidade. Apenas a partir
de 2006, estabeleceu-se a vitrificagao de évulos,
uma forma de congelamento ultra-rapido, que
evita a formagao de cristais dentro do citoplas-
ma. Esta técnica consegue ser reproduzida na
maioria das clinicas e oferece boas chances de
recuperacdo e fertilizagdo dos o6vulos apds o
descongelamento, com taxas aceitaveis de ges-
tacdo. Quando o numero de o6vulos é muito
grande ou se o casal, por questdes éticas ou
religiosas, ndo deseja congelar embrides, sédo
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fertilizados menos 6vulos e os excedentes po-
dem ser congelados (7,16).

CONCLUSAO

O nascimento de Louise Brown revolucio-
nou o tratamento da infertilidade. Apés 30 anos
o tratamento esta mais eficaz, simples e seguro.
O entendimento do processo de implantagao
embrionaria é o desafio para o futuro. A transfe-
réncia de apenas um embrido com altas taxas
de gestagao evitaria a gestacdo multipla e a
morbimortalidade a ela associada.
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