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RESUMO

Introducé&o e objetivos. A qualidade do ar em um ambiente estéril € um aspecto de
grande importancia para a cultura celular. Apesar de a condi¢cdo da cultura ser um
fator preponderante para o desenvolvimento de embrides in vitro, ndo ha uma
padronizacdo dos filtros utilizados nas incubadoras dos laboratérios de fertilizacdo in
vitro (FIV). Nos ultimos anos, a qualidade do ar nas incubadoras de cultura
embrionaria vem recebendo maior atencdo, e o papel dos compostos organicos
volateis (VOC) é um item em destaque. O objetivo deste estudo foi avaliar os
resultados laboratoriais de ciclos de FIV, utilizando incubadoras de CO, para cultura
de embrides com o filtro HEPA para particulas de ar e filtro VOC de alta eficiéncia
com carvdo ativado. Materiais e métodos. Este trabalho consiste de um estudo
observacional prospectivo, incluindo 160 ciclos de FIV realizados na Clinica de
Reprodugcdo Humana CRIAR, de janeiro de 2008 a setembro de 2009. Os ciclos
foram pareados de acordo com a idade da paciente, fator de infertilidade, protocolo
de bloqueio hipofisario e origem e qualidade do sémen utilizado. Trinta e cinco (35)
ciclos nos quais os embrides foram cultivados em incubadora de CO, equipada com
fitro HEPA (grupo HEPA) e 35 ciclos cujos embribes foram cultivados em
incubadora de CO; equipada com filtro VOC (grupo VOC) foram comparados.
Resultados. Os grupos foram semelhantes em relacdo aos aspectos gerais dos
ciclos de FIV. Nao foram observadas diferencas entre os grupos quando avaliadas
as taxas de fertilizacdo normal e clivagem embrionéria. A proporcdo de embrides de
alta qualidade (grau A), entretanto, foi maior no grupo VOC (50,8%) comparado ao
grupo HEPA (35,7%; p=0,05). Conclusdes. Ciclos de FIV utilizando incubadoras de
CO; equipadas com sistema de filtragem de ar do tipo VOC para cultivo embrionario
resultam, em maior taxa de embrides grau A, ou seja, aqueles com maior potencial
de implantacao.

Palavras chave: Fertilizacdo in vitro. Qualidade embrionaria. Qualidade do ar.
Incubadora de CO:.. Filtro de ar.



ABSTRACT

Introduction and objectives. The air quality in sterile environment is an important
aspect to cell culture. It is known the culture conditions are essential for in vitro
human embryo development; however there is no standardization for incubator filters
in in vitro fertilization (IVF) laboratories. Recently, the incubator air quality has been
receiving attention, and effect of volatile organic compounds (VOC) has being
highlighted. The aim of this study was to evaluate the laboratorial outcomes of IVF
cycles with embryo culture using CO2 incubators with the HEPA filter for air particles
and a high efficiency VOC filter with activated coal. Material and methods. This is
an observational prospective controlled study which included 160 IVF cycles at
Human Reproduction Clinic CRIAR between 2008 January and 2009 September.
The cycles were matched to patient age, infertility etiology, pituitary desensitization
protocol, and semen origin and quality. Thirty five cycles were compared in which the
embryos were cultured in CO; incubator with HEPA filter (HEPA group) and 35
cycles where a CO; incubator with VOC filter was used for embryos cultures (VOC
group). Results. The groups were similar for general characteristics of IVF cycles.
We did not observed differences about normal fertilization and embryo cleavage
rates. On the other side, the proportion of high quality embryos (grade A) was higher
on VOC group (50.8%) than HEPA group (35.7%; p=0.05). Conclusions. IVF cycles
using CO; incubator with VOC filter for embryo culture results in a increased high
guality embryos rate, those with high implantation potential.

Key words: In Vitro Fertilization. Embryo Quality. Air Quality. Co, Incubator. Air
Filter.
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1 INTRODUGCAO E REVISAO DE LITERATURA

Atualmente, estima-se que 80 milhdes de pessoas em todo mundo sejam
inférteis, o que representa uma prevaléncia de aproximadamente 10% dos casais
em idade reprodutiva. Esses numeros, entretanto, variam entre 0s paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, assim como h& uma variacdo de acesso ao
tratamento (WHO 1991; NACHTIGALL, 2006). Segundo dados do Ministério da
Saude, no Brasil, existem cerca de 2,1 milhdes de casais com problemas de
fertilidade constatada, ou seja, que tenham procurado algum tipo de tratamento
(BRASIL, 2005).

A infertilidade foi reconhecida como um problema de saude publica
mundial pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), sendo considerada como um
desafio-chave do milénio (BOIVIN et al., 2007). Apesar da definicdo de infertilidade,
determinada pela OMS, ser a auséncia de concepcdo apoés 24 meses de relacbes
sexuais regulares desprotegidas, a definicdo classica recomendada é de apenas 12
meses (ROWE et al., 1993; LARSEN, 2005).

O fracasso em ter uma crianca é um ponto saliente em pesquisas sociais,
para mulheres e homens afetados pela infertilidade (LARSEN, 2005). Cerca de 30%
das causas de infertilidade sdo exclusivamente masculinas, uma porcentagem
semelhante é atribuida a causas femininas e de conjugacao de fatores do casal. Os
10% restantes sao considerados como infertilidade sem causa aparente (SHAPIRO,
1993; NACHTIGALL, 2006).

As causas de infertilidade sdo amplamente variadas, incluindo
diagnosticos tais como desordens ovulatérias, doenca tubarea, endometriose,
anormalidades cromossdmicas, fatores imunoldgicos, fatores seminais e infertilidade
sem causa aparente (HOMAN; DAVIES; NORMAN, 2007).

As novas tecnologias em reproducdo assistida (PERIN et al., 2010),

resultado do rapido avango tecnolégico que a ciéncia proporciona, abrangem uma



18

série de métodos que possibilitam a ocorréncia da concepc¢do, mediante assisténcia
médica e tecnoldgica especializada, para as gestacfes que ndo ocorreriam de forma
espontanea, atendendo, portanto, as situacdes emergentes na saude reprodutiva.

Torna-se necessario que o uso das técnicas de reproducdo assistida seja
feito de forma terapéutica, como alternativa sem a qual ndo haveria outra
possibilidade de procriacdo (BIGOUROUX et al., 2004). A rotina propedéutica é
variavel, dependendo da populacdo a ser atingida, das caracteristicas da equipe
médica e da infraestrutura do servico. Nao existe um esquema ideal que sirva a
todos os servigos indistintamente. Portanto, deve englobar, de forma organizada, a
triagem dos fatores mais prevalentes na génese da infertilidade conjugal e aplicacéo
da tecnologia mais adequada em cada situacdo (FEBRASGO, 1997; BIGOUROUX
et al., 2004).

Tem sido observado um aumento das taxas de sucesso em
procedimentos de reproducdo humana assistida, e 0 sucesso das técnicas de
reproducao assistida (PERIN et al., 2010) € fortemente dependente dos métodos,
materiais e equipamentos utilizados (HIGDON; BLACKHURST; BOONE, 2008).

Com o advento da injecao intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI),
um sO espermatozoide € injetado centralmente no citoplasma do odcito visando a
fertilizacdo (PALERMO et al.,, 1992). A ICSI aumenta as taxas de fertilizacéo,
provando ser a escolha terapéutica para casais com fator de infertilidade masculina
grave, onde a fertilizacao in vitro (FIV) classica ndo pode ser uma opcédo. Embora a
ICSI seja um procedimento mais demorado e mais invasivo, é o método de escolha
para casais que tentam engravidar em preferéncia ao uso de sémen de doador
(PALERMO et al., 1995).

Com o aumento das taxas de fertilizacdo pela utilizacdo da ICSI, o cultivo
embriondario passa a ser foco de estudo em TRA, pois, dependendo do
desenvolvimento de caracteristicas morfolégicas dos embrides e do controle das
variaveis nas quais estes sdo submetidos no laboratério, tem-se uma probabilidade
maior de éxito nos tratamentos (VAN RUMSTE; EVERS; FARQUHAR, 2003).
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Apesar de a rotina da maioria dos laboratorios ainda utilizar meios de
cultivo que permitem o desenvolvimento de embrides humanos durante dois a trés
dias, para chegar até a fase de quatro a oito células, e serem entéo transferidos para
a paciente; desde 1997, a cultura prolongada de embrides para o estadio de
blastocisto tem sido foco de estudo. Um dos motivos para esse interesse baseou-se
no argumento de que a cultura prolongada de embrides humanos para o estadio de
blastocisto pode fornecer condicdes mais precisas acerca da selecdo embrionaria
para a transferéncia, o0 que proporcionaria maior taxa de implantagdo, aumentando
consequentemente as taxas de gravidez e diminuindo a probabilidade de gestacao
multipla (BIGGERS, 2003).

Posteriormente, segunda razdo para a cultura prolongada foi baseada na
utilizacdo do diagnostico genético pré-implantacional (DGP), para realizacdo de
analise genética do embrido, quando, normalmente, € realizada a biopsia de um a
dois blastomeros no terceiro dia de clivagem embrionaria, obrigando, assim, a
cultura ser prorrogada até o quinto dia de desenvolvimento, para que os resultados
estejam disponiveis antes da transferéncia dos embrides para o Utero da paciente.
Atualmente, a geracdo de células-tronco embrionarias é outra razdo para o
desenvolvimento in vitro de embrides até o estadio de blastocistos (BIGGERS;
SUMMERS, 2008).

A cultura prolongada do embrido, entretanto, o expde a maiores efeitos do
ambiente in vitro, e, consequentemente, aos possiveis danos causados por esta
exposicao. A poluicdo do ar é uma variavel que é associada a uma ampla gama de
efeitos sobre a saiude humana, e, no ambito da reproducdo humana, parece haver
uma relacao causal entre a poluicdo do ar com o baixo peso ao nascer e defeitos de
nascimento (RITZ et al., 2007; LEGRO et al., 2010).

Estudo realizado recentemente em S&o Paulo encontrou um aumento da
possibilidade de perda da gravidez apos ciclos de FIV e concepcao espontanea em
pessoas expostas a altas concentracfes de particulas maiores que 10 mm de
didmetro (PMjo) durante a fase folicular (PERIN et al., 2010). A hipotese para este
efeito é que a qualidade do ar piora conforme o aumento das concentracfes dos

poluentes no meio ambiente, e em mulheres submetidas a FIV os prejuizos estédo
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associados com a diminui¢ao das taxas de gravidez e de nascidos vivos (LEGRO et
al., 2010).

Gametas e embrides sdo também excepcionalmente expostos ao ar
ambiente durante a fertilizacdo in vitro de odcitos e cultura de embrides, antes da
sua transferéncia para a paciente. Portanto, o controle de qualidade do ar nesses
processos deve ser muito rigoroso, levando em consideragdo o fato de que finas
particulas de ar sdo compostas de uma variedade de compostos, incluindo os
ndo organicos (sulfato, nitrato de ambnio, ions de hidrogénio e metais) e organicos
(hidrocarbonetos aromaticos policiclicos) que podem circular de forma sisteméatica no
laboratério e influenciar a ativagcdo dos gametas, fecundacdo e desenvolvimento
embrionario (LEGRO et al., 2010).

Diversos parametros relacionados as condicdes ambientais na producao
de embrides in vitro, tais como nutrientes, meios de cultura estéreis, temperatura,
pH, qualidade da agua, composicdo da atmosfera, livre de microorganismos e
poluentes, principalmente os compostos organicos volateis (VOC - do inglés volatile
organic compounds), tém sido relativamente padronizados nos ultimos anos em
laboratérios de producdo de embrides in vitro, tanto humanos como animais
(WILDING et al., 2007; SOUZA et al., 2009).

De acordo com a RDC n°33 (Agencia Nacional da Vigilancia Sanitaria —
ANVISA, 2006), que designa a regulamentacdo de condi¢cdes minimas de trabalho
em laboratorios de FIV, o sistema de climatizacdo laboratorial deve manter uma
pressao positiva em relacdo aos ambientes adjacentes; condicbes de controle da
temperatura entre 21°C a 24°C; umidade relativa do ar entre 40% e 60%; vazao
minima de ar total de 45(m°h)/m? vaz&do minima de ar exterior de 15(m*h)/m? e

filtragem minima no insuflamento com filtros G3+carvao ativado+F8 (ANVISA, 2006).

A insuflacdo de ar do sistema de climatizacdo nesta sala deve ser
efetuada de forma a néo interferir no fluxo do equipamento utilizado para a
manipulacdo de amostras, como fluxo laminar e incubadoras e a manipulacdo das
amostras somente deve ser efetuada em uma area limpa classificada, no minimo,

como ISO Classe 5, segundo a norma NBR/ISO 14644-1 da Associacao Brasileira
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de Normas Técnicas (ABNT). Pela definicdo, Sala Limpa Classe 100/ISO 5 € uma
sala na qual a concentracéo de particulas < 0,5 micron ndo seja maior que 100 por
pé cubico ou maior que 3.520 por metro cubico de &rea do laborat6rio, como
demonstrado no quadro 1 (ABNT, 2005).

Limite maximo de concentracio (particulas/m? de ar)

Quadro 1- Classificacao ISSO

Para a obtencdo dessas condi¢cdes, o Banco de Células e Tecidos
Germinativos (BCTG) deve utilizar uma das opcBes de cabine de seguranca
biologica Classe Il Tipo A, médulo de fluxo unidirecional, ou sala classificada como
ISO classe 5 no minimo, segundo as orientacdes da NBR/ISO 14644-4 da ABNT.
Neste caso, 0 BCTG deve obrigatoriamente possuir uma antecamara de acesso a

sala de processamento, além do vestiario de paramentacao.

A sala de paramentacdo deve estar localizada na antissala do laboratoério
de FIV e deve conter as vestimentas necessarias para a realizagdo de

procedimentos com o minimo possivel de contaminacdo. Devem ser utilizadas touca,
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mascara, roupa cirlrgica e burca para o completo isolamento do embriologista
(ANVISA, 2006) (Figura 1).

Figura 1- Imagem ilustrativa da paramentacédo utilizada em laboratérios
de fertilizag&o in vitro.

Fonte: Adaptado de FCE Pharma, 2010.

Obviamente, ha muitos fatores que desempenham um papel no sucesso
de TRA. O ambiente interno das incubadoras onde ocorreu a fertilizacdo e
desenvolvimento embrionario no laboratério € um elemento-chave para o
desenvolvimento embrionario, porém, se comparado a outros fatores, tem sido
pouco estudado ao longo dos anos (HIGDON; BLACKHURST; BOONE, 2008).

Sabe-se que os mamiferos sdo protegidos por seus sistemas imunolégico,
digestivo e epitelial contra agentes ambientais a que estdo expostos em pequena e
larga escala. Estudos recentes sobre toxicologia mostram que 0os mecanismos de
absorcdo de substancias téxicas podem agir diretamente no odécito, com efeitos
sobre o embrido apos a fertilizagdo, de sorte que se deve ter atengdo aos centros de
reproducdo humana localizados em centros urbanos com alto indice de poluigdo

ambiental ou proximos a éreas industrializadas (SOUZA et al., 2009).
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Considerando-se que cerca de 95% do ar interno na incubadora vem da
abertura da porta e apenas 5% do cilindro de CO; utilizado no sistema, pode-se
dizer que a presenca de poluentes oriundos de variadas fontes presentes na sala
podem interferir no desenvolvimento in vitro de embrides (SOUZA et al., 2009).

Sabe-se da importancia da qualidade do ar para um ambiente estéril,
equilibrado com o minimo de interferentes possivel para a cultura celular no
ambiente interno da incubadora, porém ndo ha uma padronizacdo entre 0s
embriologistas com relacdo a filtros utilizados e a procedimentos basicos de limpeza
das incubadoras. Cada laboratério possui os préprios protocolos, e 0s mantém a
partir do momento em que apresentam bons resultados de desenvolvimento
embrionario e gravidez (HIGDON; BLACKHURST; BOONE, 2008).

Com a funcéo de prevenir o crescimento bacteriano e fungico, o sistema
de filtracdo das incubadoras € dotado de uma disposicao solida de cobre interior,
com o objetivo de proporcionar protecdo de eventual contaminacdo passiva.
Portanto, uma das opc¢des para filtros internos de incubadoras € a camara de fluxo
de ar do filtro HEPA utilizadas em culturas embrionarias, que filtra continuamente
todo o volume da camara de ar a cada 60 segundos para evitar a contaminacéo da
superficie. O sistema HEPA de filtracdo remove contaminantes do ar, que podem
entrar na incubadora sobre aberturas de porta de rotina, e € a principal fonte de

contaminacao de células em laboratério de cultura.

Atualmente estad sendo utilizado o sistema de filtracdo VOC disponivel
para acrescentar o sistema HEPA, eliminando os vapores organicos volateis que
podem causar riscos as culturas sensiveis. Sua tecnologia de peneira molecular
captura produtos quimicos potencialmente toxicos comumente encontrados em
produtos como solventes de laboratério, agentes de limpeza e de plastico, que
podem de alguma forma entrar no ar injetado para a incubadora no momento da
manipulacdo (THERMO SCIENTIFIC, 2010) (Figura 2).
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Figura 2- A- Imagem representativa do filtro HEPA-VOC acoplado a
incubadora de CO,. B- Imagem representativa do filtro HEPA-VOC
(HEPA Air-Filter - VOC) em detalhe.

Fonte: Adaptado de Thermo Scientific Forma Steri-Cycle CO2, 2010.

Sabendo que o desenvolvimento in vitro de embrides humanos esta
relacionado, entre outros fatores, as condicdes da cultura, a qualidade do ar no
laboratério de FIV tem recebido maior atencao, principalmente apds a publicacdo da
RDC 33 com a regulamentacéo de condi¢cdes minimas de trabalho em laboratérios
de TRA. A gualidade do ar vem sendo relacionada aos resultados de FIV, e os
laboratérios tém instalado unidades de filtracdo especializadas, com a intencdo de
melhorar a qualidade do ar na cultura de embrides (HIGDON; BLACKHURST;
BOONE, 2008; SOUZA et al., 2009).

De acordo com Battaglia, Khabani e Moore (2001), séo estas unidades de
filtracdo dispendiosas e, portanto, € prudente determinar se sdo eficazes em cada
laboratorio, pois a eficacia da utilizagcdo deste sistema ainda ndo € totalmente

conclusiva.

Nos encontros internacionais de Medicina Reprodutiva, trabalhos sobre
este assunto tém sido apresentados, correlacionando a presenca de poluentes no ar

do laboratério de FIV com os resultados de TRA, apresentando piores resultados
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guando expostos aos compostos organicos volateis (VOC) (WORRILOW; HUYNH,;
PETERS, 2000; WORRILOW et al., 2002; ESTEVES; GOMES; VERZA JUNIOR,
2004).

Os VOC sao compostos quimicos organicos que tém alto nivel de pressao
de vapor suficiente para vaporizar e entrar na atmosfera. S80 numerosos e variados,
de origem natural ou artificial, podendo ser nocivos e toxicos (COSTA; COSTA,
2002). Benzeno, tolueno, xilenos, n-butanol e metilisobutilcetona sdo exemplos de
VOC comumente encontrados no ar como resultado de pintura, provenientes da
emissdo de solventes organicos da tinta, resinas e produtos de polimentos. Estas
substancias quimicas atuam predominantemente sobre o sistema nervoso central
como depressoras, podendo causar desde sonoléncia, tontura, fadiga até narcose e
morte (TAKIGAWA; ENDO 2006).

A concentracdo de VOC pode ser ainda maior em ambientes internos,
privados de um adequado sistema de renovacdo de ar, ultrapassando os limites
aceitaveis para a saude humana. Trabalhadores de ambientes internos tém mais
sintomas de doencas correlatas ao ambiente laboratorial, como irritacdo de olhos,
boca e nariz, dor de cabeca, fadiga e até asma ocupacional (ANDERSON et al.,
2007).

Atencdo tem sido direcionada para VOC e seu papel na alteracdo da
cultura de embrides humanos. Para evitar que VOC provenientes de reagentes,
produtos de limpeza ou materiais atuem sobre células germinativas e embrides, as
incubadoras sédo dotadas de filtros capazes de eliminar do ar essas substancias. O
carvao ativado possui poros de tamanhos diversos que criam um campo de atracéo
para moléculas ricas em elétrons, que ficam retidas. Os VOC, como o benzeno e o
tolueno, sdo efetivamente removidos pelo carvao ativado. Outros gases toxicos,
como os aldeidos, séo efetivamente removidos pelo permanganato de potassio, que

os oxida, causando sua degradacao quimica (FORMAN et al., 2004).

Cohen e cols. concluiram que o ar extraido de algumas incubadoras
revela concentracdes de VOC 100 vezes maiores do que aqueles obtidos a partir de

incubadoras em operacdo do mesmo fabricante. Assim, conclui-se que a emissao de
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gases depende de ambiente e produtos laboratoriais utilizados e devem ser

preparados antes do uso (COHEN et al., 1997).

Foi demonstrado em outros estudos que o uso de carvao ativado em
incubadoras reduz a concentracdo de VOC (WEISSENBORN; MOLLER; NEULEN,
2001). Outro estudo comparou a qualidade do ar no laboratério de FIV antes e ap6s
o deslocamento do laboratério para outro espaco fisico. Um estudo comparativo
entre dois laboratérios com sistema de ar (ISO 5) classe 100 e um de (ISO 6) classe
1000 mostrou que, apds a instalacdo de classe 100, houve melhoria no
desenvolvimento do embrido, maior taxa de clivagem e taxa de gestagdo e menor
taxa de aborto (ESTEVES; GOMES; VERZA JUNIOR, 2004). Estudos anteriores
sugeriram que o sistema classe 100 é o que mais se assemelha ao ambiente estéril
in vivo (WORRILOW; HUYNH; PETERS, 2000).

Assim, apesar de ainda nao totalmente definido, sugere-se que as taxas
de fertilizac&do in vitro de odcitos, taxa de clivagem de embrides e até resultados
clinicos sejam otimizadas em um ambiente com qualidade do ar elevada
(WORRILOW; HUYNH; PETERS, 2000; ESTEVES; GOMES; VERZA JUNIOR,
2004).

A manutencdo da qualidade do ar no ambiente laboratorial e das
incubadoras de CO, em laboratorios de FIV € uma pratica jA adotada pelas
sociedades internacionais de Medicina Reprodutiva (GIANAROLI et al., 2000; MAGLI
et al., 2008) e recentemente o Brasil passam a integrar este grupo por meio da RDC
33 (ANVISA, 2006), e manuais das sociedades brasileira (ESTEVES; CATAFESTA,
MACIEL, 2004) e Latino-americana (RedLARA, 2006). A partir de entdo, os centros
brasileiros passaram a adotar medidas que satisfacam tais normativas, e melhores
resultados nos tratamentos passam a ser observados (ESTEVES; GOMES; VERZA
JUNIOR, 2004; ESTEVES; VERZA JUNIOR; GOMES, 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os resultados laboratoriais de ciclos de fertilizacdo in vitro com
injecdo intracitoplasmatica de espermatozdides (ICSl), utilizando dois tipos de
filtragem em incubadoras de CO,, o tradicional filtro HEPA para particulas de ar e
filtro VOC de alta eficiéncia com carvao ativado.

2.2 Especificos

Os resultados dos ciclos de FIV foram comprados entre aqueles cujos
embrides foram cultivados em incubadora de CO, equipada com filtro HEPA, e
aqueles cultivados em incubadora de CO; equipada com filtro VOC. Foram avaliados
especificamente os resultados de taxas de fertilizacdo normal, clivagem embrionaria,

embrides grau A e gestacao.
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3 CASUISTICA E METODO

3.1 Local do Estudo e Aspectos Eticos

Este estudo foi desenvolvido junto ao Departamento de Saude
Materno-Infantil da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara,
Fortaleza — Ceara, em parceria com a Clinica de Reproducdo Humana CRIAR, de

Teresina — Piaui.

A Clinica de Reproducdo Humana CRIAR & um centro privado para o
tratamento da infertilidade por técnicas de reproducdo assistida cuja equipe é
composta por cinco médicos especialistas em reproducdo humana assistida, e trés

embriologistas. A demanda da clinica realiza em meédia 200 ciclos de FIV por ano.

Os aspectos éticos que nortearam este experimento estdo baseados nas
Normas de Pesquisa em Saude, da Resolucéo n.° 196/96 do Conselho Nacional de
Saude — Ministério da Saude - Sobre Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CFM,
1992; CNS, 1996).

Todas as pacientes foram completamente esclarecidas sobre os objetivos
do estudo e possiveis riscos. Cada participante assinou um termo de consentimento
livre e informado, confirmando sua anuéncia em participar voluntariamente deste

estudo.

N&ao houve qualquer conflito de interesses na realizacdo deste estudo,
pois nenhum procedimento adicional foi realizado além daqueles estabelecido nos
ciclos de FIV, aos quais as pacientes estavam sendo submetidas. Também néao

houve qualquer custo adicional relacionado ao estudo.
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3.2 Desenho do Estudo

Este trabalho consiste de um estudo observacional prospectivo, onde
foram incluidos ciclos de FIV realizados na Clinica de Reproducdo Humana CRIAR,
no periodo de janeiro de 2008 a setembro de 2009. As pacientes que concordaram
em participar do estudo realizaram ciclo de FIV como de rotina na Clinica de
Reprodugdo Humana CRIAR e tiveram os embrides cultivados em incubadora de
CO; equipada com um dos filtros: HEPA ou VOC.

A Clinica de Reproducdo Humana CRIAR possuia quatro incubadoras de
CO,, Thermo Forma (Thermo Fisher Scientific Inc., EUA). As incubadoras 1 e 2

estavam equipadas com filtro HEPA e outras duas com filtro VOC (Figuras 3 e 4).



Figura 3- A- Imagem do laboratério de fertilizacéo in vitro da Clinica de
Reproducdo Humana CRIAR. B- Imagem da parte externa da
incubadora de CO..
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Figura 4- A e B- Imagem da parte interna das incubadoras de CO, do
laboratério de fertilizacdo in vitro da Clinica de Reproducdo Humana
CRIAR.

A selecdo da incubadora para cada participante do estudo foi cega para
paciente e respectivo médico, e realizada seguindo a ordem de entrada de cada
paciente no estudo, destinando os embrides para uma das quatro incubadoras de
CO. disponiveis em ordem crescente. Apenas 0s profissionais responsaveis pelo
Laboratério de Embriologia tiveram acesso a identificacdo da incubadora para cada

paciente.
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3.3 Populagéo do Estudo

Foram avaliados no estudo 70 ciclos de FIV realizados na Clinica de

Reproducdo Humana CRIAR, no periodo de janeiro de 2008 a setembro de 2009.

Os ciclos de FIV incluidos no estudo deveriam satisfazer os seguintes critérios de

inclusao:

casais com historia de infertilidade, definida pela auséncia de gravidez
apos 12 meses de relagBes sexuais regulares sem utilizacdo de método

contraceptivo;
nao utilizar doacao de odécitos ou embribes; e

concordar em participar do estudo voluntariamente e assinar termo de

consentimento livre e esclarecido

Foram excluidos do estudo os ciclos de FIV com as seguintes

caracteristicas:

pacientes que nao responderam a inducdo da ovulacdo com

gonadotrofinas;

pacientes que se submeteram a aspiracao folicular, porém nédo tiveram

odcitos recuperados; e

pacientes que se submeteram a aspiracao folicular e obtiveram odcitos,
porém nao houve fertilizacdo destes e, portanto ndo tiveram embrides a

serem cultivados.

3.3.1 Estimulacao ovariana controlada e ICSI

Todos os casais foram submetidos a investigacdo de infertilidade por

médico especialista em Reprodu¢do Humana, e realizaram ciclo de FIV com injecéo
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intracitoplasmética de espermatozdides (ICSl), de acordo com protocolos-padréo da

Sociedade Brasileira de Reprodugédo Humana (2000).

O bloqueio hipofisario foi realizado com agonista ou antagonista do
hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH) seguido por estimulo ovariano
controlado (EOC) utilizando FSH-recombinante (FSH-r, Gonal-F® - Merck-Serono).
O EOC foi monitorado por dosagens séricas de estradiol e ultrassonografias
transvaginais seriadas. Quando a paciente apresentou dois ou mais foliculos com
diametro igual ou superior a 16 mm, foram administrados 250 ug de gonadotrofina
corionica humana-recombinante (hCG-r, Ovidrel® - Merck-Serono) para maturacéo
folicular final. A aspiracéo folicular foi realizada 34-36 horas ap6s a administracdo do
hCG-r.

A aspiracdo folicular foi realizada sob sedacdo e guiada por
ultrassonografia (Figura 5). O fluido folicular coletado foi transferido para uma placa

de Petri, onde os o6citos foram identificados e coletados.

Tubo def ensax
gadod aquiha

A

Figura 5- Esquema representativo do procedimento de aspiracao
folicular para a recuperacéo de oocitos em ciclos de fertilizagdo in vitro.

Fonte: Adaptado de http://www.vivita.com.br/images/coleta de ovulos.ipg
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Apés a desnudacgdo, os oocitos foram classificados quanto ao grau de
maturacdo, e aqueles que se encontravam em estadio de metéafase Il (MIl) (Figura
6A) foram submetidos a ICSI (Figura 6B), segundo técnica-padrao descrita por
Palermo e cols. (PALERMO et al., 1992), utilizando microscépio acoplado a sistema

de microinjecéo (Figura 6C).

Figura 6- A- Imagem representativa de odcito em metafase Il (MIl).
B- Imagem representativa da injecdo intracitoplasmatica de
espermatozéides (ICSl). C- Micromanipulador utilizado para
procedimento de ICSI do laboratdrio de fertilizagc&o in vitro da Clinica de
Reproducdo Humana CRIAR.
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Os odcitos injetados foram incubados a 37°C em ambiente com 5% de
CO,, equipadas com filtros HEPA ou VOC de acordo com desenho do estudo (item
3.4), em gota de 50 puL de meio de cultura G1 (Vitrolife, Sui¢ca) suplementado com
10% de albumina sérica humana (HSA-Human Seric Albumin, Irvine Scientific, EUA)
coberto por 6leo mineral (Ovoil, Vitrolife, Suica) previamente equilibrado para
temperatura e pH.

No primeiro dia apés a ICSI, foi verificada a fertilizagdo normal, definida
pela presenca de dois pronucleos (2PN) e dois corpusculos polares (VEECK, 1999)
(Figura 7). Foi considerada neste estudo a taxa de fertilizagdo normal, calculada pela
razdo entre o numero de odcitos com fertilizacdo normal e o nimero total de odcitos

injetados e intactos por paciente.

y
-

Figura 7- Imagem representativa de odcito com
fertilizacdo normal (pré-embrido), definida pela
presenca de dois pronucleos (2PN) e dois
corpusculos polares
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Nos dias subsequentes, os embrides foram avaliados quanto a clivagem e
classificados de acordo com caracteristicas morfoldgicas. Foi considerada neste
estudo a taxa de clivagem, definida pela razéo entre o numero de embrides clivados

e 0 numero de odcitos com fertilizagdo normal (VEECK, 1999).

A classificagdo embrionaria foi realizada utilizando-se 0 mesmo padréo
para todos os ciclos, levando-se em consideragdo o nimero e a simetria dos
blastbmeros e porcentagem de fragmentacdo. No segundo e terceiro dia do
desenvolvimento embrionéario, foram considerados embrides de alta qualidade, grau
A, aqueles com dois a quatro ou mais de seis blastdmeros simétricos,
respectivamente nos dias 2 e 3 do desenvolvimento; e fragmentacdo menor do que
5% (VEECK, 1999) (Figura 8).

Figura 8- A- Imagem representativa de embrido grau A no segundo dia
do desenvolvimento embrionario, com quatro blastdbmeros simétricos,
sem fragmentacdo. B- Imagem representativa de embrido grau A no
terceiro dia do desenvolvimento embrionério, com oito blastémeros
simétricos, sem fragmentacéo
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De um a quatro embrides foram transferidos para a cavidade uterina das
pacientes no segundo ou terceiro dia do desenvolvimento embrionario, de acordo

com critérios médicos e laboratoriais para cada ciclo, como realizado na rotina.

A gestacdo foi diagnosticada pela dosagem sérica de B-hCG, 12 dias
ap6s a transferéncia embrionaria. A gestacdo clinica foi confirmada por
ultrassonografia, pela presenca de saco gestacional com batimento cardiaco, quatro

a cinco semanas apos a transferéncia embrionaria.

3.4 Analise dos Dados

Foram inicialmente incluidos no estudo 160 ciclos, de acordo com os
critérios de inclusédo e exclusédo pré estabelecidos, resultando em 75 ciclos nos quais
os embrides foram cultivados em incubadora de CO; equipada com filtro HEPA, os
guais constituiram o grupo HEPA; e 85 ciclos cujos embrides foram cultivados em

incubadora de CO; equipada com filtro VOC, compuseram grupo VOC.

Os dados clinicos dos casais e resultados dos ciclos de FIV foram obtidos
a partir das fichas clinicas das pacientes, as quais foram pareadas de acordo com a
idade, fator de infertilidade, protocolo de bloqueio hipofisario e origem e qualidade do
sémen utilizado na ICSI para os grupos HEPA e VOC. Apesar de todos 0s casais
incluidos no estudo estarem de acordo com os critérios de inclusdo e excluséo
preestabelecidos, o0s grupos ndo eram homogéneos quanto a etiologia da
infertilidade, origem e qualidade do sémen, idade das pacientes e protocolo de

bloqueio hipofiséario utilizado.

JA que os itens citados sdo relevantes para que o0s resultados
laboratoriais dos ciclos de FIV sejam comparaveis, foi realizado o pareamento dos
grupos de estudo, de forma que para cada ciclo incluido no grupo HEPA, um ciclo
com mesma etiologia da infertilidade, origem e qualidade do sémen, faixa de idade
das pacientes e protocolo de bloqueio hipofisario era incluido no grupo VOC. Os

ciclos que nao apresentaram possibilidade de pareamento entre os grupos foram
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excluidos. ApGs o0 pareamento, cada grupo passou a ser constituido de 35

pacientes, com as mesmas caracteristicas, totalizando 70 ciclos analisados.

Os dados foram submetidos a uma andlise descritiva e estatistica,
utilizando software Minitab 14 for Windows (Minitab, EUA). A analise descritiva
incluiu o perfil demografico das pacientes, assim como as caracteristicas gerais dos
ciclos de ICSI. Os dados numéricos foram apresentados como média e erro-padréo
da média (EPM) e comparados utilizando teste t de Student pareado, e os dados
categoricos foram apresentados como porcentagem, e analisados pelo teste de
Qui-quadrado. Foi considerada diferenca estatisticamente significante quando valor
de p < 0,05.
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As incubadoras foram reguladas para manter temperatura a 37,0 °C, com

ambiente a 5,0% de CO,, e o pH dos meios de cultura no ambiente da incubadora

deve manter-se neutro. Foi realizado monitoramento por meio de registros diarios

das temperaturas e niveis de CO,, e registros semanais de pH dos meios de cultura,

0S quais devem se manter estaveis. As médias dos registros de monitoramento das

incubadoras CO,, bem como coeficiente de variagcdo (CV) e comparacao entre as

incubadoras equipadas com filtro HEPA e VOC estéo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Registros de monitoramento das incubadoras de CO, no periodo

do estudo
GRUPO-HEPA GRUPO-VOC
p*
Média £ EPM Cv Média + EPM Cv

Temperatura (°C) 37,05+ 0,02 0,20% 37,06 £ 0,03 0,25% 0,729
Concentracao

5,47 £ 0,03 2,15% 5,52 +0,03 2,29% 0,150
de CO,
pH 7,25 £ 0,02 0,50% 7,29 £ 0,02 0,63% 0,434

* teste t de Student

Fonte: elaboracado propria com os dados da pesquisa direta.

Em relacdo a etiologia da infertilidade dos casais incluidos nos estudo

ap0s o pareamento, observou-se que a maioria apresentava fator de infertilidade

masculina (38,6%), seguido por infertilidade idiopatica (21,4%), obstrucdo tubaria
(20,0%), fatores associados (14,3%) e endometriose (5,7%) (Figura 9).
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endometriose

. 5.7
fatores associados

14.3

Figura 9- Fatores de infertilidade dos casais incluidos no estudo, apo6s
pareamento

Fonte: elaboracao propria com os dados da pesquisa direta.

Cinquenta casais (71,4%) estavam realizando o primeiro ciclo de ICSI,
dez realizaram o segundo ciclo (14,3%) e dez casais efetivaram o terceiro ou quarto
ciclos de ICSI (14,3%).

A maioria das pacientes utilizou bloqueio hipofisario com agonista do
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) (82,9%) e espermatozodides ejaculados
para a ICSI (90,0%). A Tabela 2 mostra as caracteristicas gerais dos casais e dos
ciclos de ICSI de acordo com o0s grupos estabelecidos. Ndo houve qualquer

diferenca significante entre os grupos.
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Tabela 2- Caracteristicas gerais dos casais e ciclos de ICSI de acordo com

grupos de estudo

GRUPO-HEPA GRUPO- VOC
Caracteristicas gerais p*
(Média = EPM) Média + EPM)
Idade da mulher (anos) 32,3+0,8 32,7+0,7 0,173
Idade do homem (anos) 38,1+1,8 358+1,1 0,250
Dose total de FSH-r
administrada (Ul) 1958,3 +94,7 2032,1 + 88,6 0,533
Concentracao sérica de
estradiol no dia do hCG 2759,4 +451,6 2721,4 +433,9 0,960
N° de foliculos > 15mm
no dia do hCG 8,3 + 0,7 9,7+0,8 0,151
N° o6citos obtidos 11,7+1,9 12,7+15 0,677
N° de embrides obtidos 52+0,5 6,1+0,7 0,337

* teste t de Student pareado

Fonte: Elaboracao propria. Dados da pesquisa

A taxa de odcitos maduros também foi semelhante entre os grupos
(HEPA: 83,5% versus VOC: 75,5%; p=0,957). A partir do fato dos grupos terem se
apresentado semelhantes quanto ao numero de odcitos obtidos, taxa de odécitos
maduros e numero de embrifes, € possivel inferir que a quantidade de placas
preparadas para o cultivo embrionario também tenha sido semelhante entre os
grupos. Como consequéncia, supfe-se que a manipulacdo das incubadoras em
relacdo a frequéncia de abertura e fechamento das mesmas ndo tenha variado,
mantendo, assim, condicdes médias semelhantes de entrada de ar e temperatura

nas incubadoras para os dois grupos estudados.
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Em seguida, foram comparados os resultados de fertilizacdo e clivagem

embrionéria de acordo com o tipo de filtro utilizado na incubadora de CO,, ndo tendo

sido observadas diferengas entre os grupos HEPA e VOC (Figura 10).

P=0,202
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embrionaria

Figura 10- Comparacao dos grupos HEPA e VOC quanto aos resultados

B Grupo-HEPA

® Grupo-VOC

de fertilizacdo normal e clivagem embrionaria nos ciclos de ICSI

Fonte: Elaboragao prépria. Dados da pesquisa

Apesar de ndo se haver observado diferencas entre 0os grupos quando

comparadas as taxas de fertilizacdo normal e clivagem embrionaria; ao se avaliar a

proporcdo de embribes grau A por grupo de estudo, notou-se uma diferenca

estatisticamente significante, pois um maior numero de embrides grau foi obtido

guando cultivados em incubadora de CO; equipada com filtro VOC (Figura 11).
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P=0,05

60 4

50 4

40

30 4

20

Taxa de embrides grau A

10 -+

Grupo-HEPA Grupo-VOC

Figura 11- Taxa de embrides grau A nos grupos HEPA e VOC

Fonte: Elaboracao propria. Dados da pesquisa

Foram selecionados os embribes de melhor qualidade e transferidos em
média 2,6 = 1,6 embrides por paciente no grupo HEPA, com 47,9% dos embrides
graus A. No grupo VOC foram transferidos em média 3,0 + 1,6 embrifes, com 57,2%
dos embrides grau A (p=0,205 e p=0,308, respectivamente). A taxa de gestacao
clinica para as pacientes do grupo HEPA foi de 42,9% e no grupo VOC de 25,7%
(p=0,129).
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5 DISCUSSAO

O sucesso da TRA ¢é altamente dependente dos métodos, suprimentos e
equipamentos utilizados, além da experiéncia de médicos e embriologistas da
equipe. Apesar, porém, dos varios fatores envolvidos, o0 ambiente da incubadora
onde o embrido se desenvolve in vitro até a transferéncia ao Utero materno é crucial
(HIGDON; BLACKHURST; BOONE, 2008).

A incubadora deve ter um controle rigoroso quanto a temperatura,
gualidade, composicao e umidade relativa do ar (HIGDON; BLACKHURST; BOONE,
2008). A frequéncia com que a incubadora € aberta e o tempo durante o qual os
embrides sdo mantidos fora da incubadora também s&o fatores criticos para o
desenvolvimento embrionario, ja que uma reducéo na exposicado dos embrides ao ar
ambiente promove desenvolvimento de embrides de melhor qualidade e maior taxa
de formacé&o de blastocisto (ZHANG et al., 2010).

Menor tensdo de oxigénio na incubadora, o que supostamente
proporciona uma diminuicdo dos efeitos dos radicais livres de oxigénio nos
embrides, também parece promover maior sucesso nos ciclos de FIV (MEINTJES et
al.,, 2009). Estas observacfes corroboram a importancia da qualidade do ar da
incubadora onde o embrido estd exposto durante os dias de cultivo in vitro, e,

consequentemente, dos filtros utilizados para este fim.

A remocao de poluentes do ambiente interno de incubadoras equipadas
com filtro VOC, de alta eficiéncia com carvao ativado, parece fornecer uma camada
de protecdo mais elevada contra contaminantes do que e o tradicional HEPA para
particulas de ar (HIGDON; BLACKHURST; BOONE, 2008).

O objetivo deste estudo foi comparar os resultados laboratoriais dos ciclos
de ICSI, guando os embrides foram cultivados em incubadora de CO, equipada com
filtro HEPA ou VOC. Nao foram observadas diferencas na fertilizagdo normal e

clivagem embrionaria; por outro lado, notou-se que a propor¢do de embrides grau A,
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ou seja, aqueles considerados com maior potencial de implantacdo, era maior

guando cultivados em incubadora de CO; equipada com filtro VOC.

Estudo anterior visando a avaliar o desenvolvimento de embrides de
mamiferos apds a remocdo de potenciais poluentes do ambiente da incubadora
utilizando filtros VOC, comparado a incubadora com filtro HEPA, mostrou que houve
diferenca de 6% na taxa de formagé&o de blastocisto a favor da incubadora utilizando
filtro VOC (HIGDON; BLACKHURST; BOONE, 2008). Esses autores conseguiram
observar resultados significativos somente na cultura embrionaria na fase de
blastocisto, enquanto neste estudo foi possivel notar resultados mais precoces, no
segundo e terceiro dias do desenvolvimento embrionério, com uma diferenca de

15% na taxa de embrides grau A entre 0S grupos.

Os achados do estudo ora sob relato ndo demonstraram qualquer relagao
entre o filtro da incubadora e resultados clinicos dos ciclos de ICSI. Sabe-se,
entretanto, que os resultados de gestacdo clinica sdo influenciados por diversos
fatores além da qualidade embrionaria, e mais especificamente do filtro de ar da
incubadora. Entre estes fatores intervenientes estdo aqueles relacionados ao
paciente, como a idade e a etiologia da infertilidade; ao tratamento, como a
fertilizacdo; e inerentes aos profissionais e procedimentos envolvidos, como a
habilidade do embriologista, o tipo de cateter e transferéncia embrionaria (RHODES
et al., 2005).

Assim, é coerente que nao se tenha observado diferencas entre as taxas
de gestacdo, ja que diversos outros fatores ndo controlados neste estudo podem
interferir nos resultados e, portanto, ndo se ha de considerar os resultados clinicos

como objetivo principal a ser avaliado.

Por outro lado, visando a uma boa utilizacdo das incubadoras no estudo,
e com a inten¢do de reduzir ao maximo os vieses, foram tomadas algumas medidas,
como ter sempre um meio de calibracdo interno, jA que a calibracdo elimina as
diferencas de fabricacdo entre as incubadoras, e até mesmo de incubadoras de um
mesmo fabricante (HIGDON; BLACKHURST; BOONE, 2008). Além disso, testes
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trimestrais usando placas com meios de cultivo e padronizacdo da posicao dos

embrides dentro da incubadora foram realizados.

Mantiveram-se registros diarios das temperaturas, niveis de CO; e pH do
meio de cultura, bem como o ambiente da sala em que a incubadora reside de
acordo com a orientacdo para cultura de embribes humanos (ESTEVES;
CATAFESTA; MACIEL, 2004; RedLARA, 2006). Tais registros fazem parte da rotina
do laboratério e neste estudo contribuiu para certificacdo de que a Unica variavel
diferente entre as incubadoras de CO, fosse a mudanca de filtro. Qualquer eventual
alteracao associada tanto com a incubadora como ao ambiente externo a ela foram

registrados.

Algumas limitagdes, contudo, devem ser ressaltadas. As pacientes que
compunham a populagdo geral da clinica foram alocadas prospectivamente e
controladamente em dois grupos por ordem de inclusdo no estudo, de acordo com
os critérios de inclusdo. As pacientes apresentando algum dos critérios de exclusao
foram retiradas do estudo, mas os grupos ainda ndo eram homogéneos quanto as

caracteristicas das pacientes.

Para evitar que a variabilidade entre os grupos pudesse interferir nos
resultados (RHODES et al., 2005), os ciclos foram pareados, levando-se em
consideracdo a idade das mulheres, a etiologia da infertilidade, a origem do
espermatozoide utilizado na ICSI e o protocolo de bloqueio hipofiséario utilizado. Com
0 pareamento, apesar de 0s grupos terem se tornado semelhantes quanto as
caracteristicas das pacientes e dos ciclos de ICSI, o numero final de ciclos avaliados

tornou-se bastante reduzido.

Este estudo deverda ser continuado, para que um maior numero de
pacientes possa ser avaliado a fim de confirmar os resultados obtidos até o
momento. Para que as muitas variaveis intervenientes dos resultados dos ciclos de
FIV sejam controladas, os o6citos de cada paciente deverdo ser divididos em dois
grupos, sendo que os embrides da mesma paciente sejam cultivados nos dois tipos

de incubadora e o desenvolvimento embrionério posteriormente comparado.
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Mesmo com o0 pequeno numero de amostra e outras possiveis
interferéncias nos resultados deste estudo, foi possivel encontrar resultados
significativos quanto a taxa de embrides de alta qualidade, grau A, no segundo e
terceiro dias de desenvolvimento, de acordo com a incubadora utilizada. Assim, se
pode assegurar que a qualidade do ar da incubadora € de suma importancia no
desenvolvimento embrionario, e filtros com carvao ativado devem ser utilizados a fim

de melhorar os resultados dos ciclos de FIV.
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6 CONCLUSOES

Com suporte nos resultados observados neste ensaio conclui-se que
ciclos de fertilizacdo in vitro com injecao intracitoplasmética de espermatozéides
(ICSl), nos quais sao utilizadas incubadoras equipadas com sistema de filtragem de
ar do tipo VOC para cultivo embrionario, resulta em melhor resultado laboratorial.

A utilizacdo de incubadoras equipadas com sistema de filtragem de ar do
tipo VOC ndo interfere nas taxas de fertilizacdo normal, clivagem embrionaria ou
gestacéo; por outro lado, obtém-se maior taxa de embrides grau A, ou seja, aqueles

com maior potencial de implantacéo.
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