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Resumo

Inicialmente o tratamento da infertilidade era baseado apenas em mudancgas de estilo
de vida e ao longo dos anos surgiram novos conhecimentos na biologia da reproducao
humana. Contudo, foi s6 no século atual e anterior que se verificou a permissao,

surgimento e grande desenvolvimento de diversas técnicas de PMA no ser humano.

Essas mesmas técnicas, nos dias de hoje, permitem ultrapassar muitas barreiras de
infertilidade, e o melhoramento das condi¢c8es de cultura aumentar as possibilidades de
gravidez. Sendo assim, surgiu o conceito de cultura em grupo de embriées com o intuito
de melhorar as taxas de gravidez, no entanto, o seu efeito é incerto devido a existéncia
de resultados contraditorios. Varios estudos sugerem a acumulagdo ou deplecédo de
fatores produzidos pelos embrides no meio de cultura como a razéo para o efeito da

cultura em grupo, sendo alguns dos fatores ja conhecidos.

Este relatorio teve como objetivos dar a conhecer as técnicas de PMA em laboratério de
FIV e Andrologia, assim como avaliar a taxa de fecundagdo apds microinjecao
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) em odcitos dispostos individualmente e
em grupo, e subsequente avaliacdo do desenvolvimento embrionario e taxa de embrides
utilizados. Complementarmente, também foi avaliada a interagdo das mesmas taxas
com outros fatores, como a qualidade espermatica, o nimero de odcitos obtidos da

puncéo folicular e ainda a idade materna.

Durante a realizacdo deste estagio foi possivel 0 acompanhamento de todas as praticas
realizadas no laboratério de FIV e andrologia e interpretar a atitude critica necessaria
num embriologista para avaliar as diversas condicbes presentes nesses mesmos
laboratérios. Quanto aos resultados presentes no estudo realizado verificou-se que
neste estudo a cultura em grupo nao resultou em qualquer vantagem ou desvantagem,
contudo, o tamanho de amostra foi reduzido. Concluindo, para futuros estudos é
aconselhado uma melhor uniformizacéo dos ciclos incluidos assim como aumento do
seu numero, para uma avaliacdo mais fidedigna das taxas de embrides utilizados, mas
também para introduzir uma avaliacdo da qualidade embrionaria em condi¢cdes de

cultura em grupo.

Palavras-chave: técnicas de PMA, cultura em grupo, ICSI, taxa de fecundacao, taxa de
embribes utilizados, qualidade espermatica, nimero de odcitos recolhidos; idade

materna



Abstract

Initially infertility treatment was based only in lifestyle changes and over time new
knowledge about human reproductive biology emerged. However, it was just in the
current and previous century that we saw the permission, emergence, and the huge

development of different MAR technics in the human being.

Nowadays, the same technics give the chance to overcome infertility problems, and the
improvement of culture conditions improves pregnancy possibilities. Thus, the embryo
group culture concept arrived with the intuition to improve pregnancy rates, although its
effect is uncertain due to contradictory results. Many studies suggest that the reason for
group culture effect it is the accumulation or depletion of know factors produce by

embryos.

The aims of this study were to make known the MAR technics in the FIV and Andrology
labs, as well as evaluate fertilization rates after intracytoplasmic sperm injection (ICSI)
in oocytes organized individually or in group, and subsequently evaluate embryo
development and embryo utilization rate. Complementarily, it was also evaluated the
interaction of the same rates with other factors, as sperm quality, number of retrieved

oocytes through follicular puncture and the maternal age.

During this internship it was possible to monitor all the FIV and Andrology lab
performances and to interpret the necessary attitude of an embryologist to evaluate all
the conditions present in the laboratory. As for the results of this study group culture
didn’t bring any advantages or disadvantages, however, the sample sized may was too
small. Concluding, for future studies it is advised a better cycle uniformization as well as
improve the number of cycles, to obtain a more precise evaluation of embryo utilization

rate, but also to introduce embryo quality evaluation in group culture conditions.

Keywords: MAR technics, group culture, ICSI, fertilization rate, embryo utilization rates,

sperm quality, retrieved oocytes; maternal age
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Objetivos

O estagio desenvolvido teve como principal objetivo a consolidacdo de conhecimentos
em embriologia clinica, através do acompanhamento das préaticas executadas em
laboratério de Fertilizacdo in vitro (FIV) e Andrologia. Auxiliarmente, de forma a obter-
se esse objetivo, também se considerou essencial uma pesquisa bibliografica e

consequente descricdo das técnicas acompanhadas em laboratério.

Para além disso, surgiu um outro objetivo de forma suplementar a este estagio, a
execucao de um projeto de investigacao: “Influencia da cultura em grupo de odcitos
apos ICSI nas taxas de fecundagao e de embrides utilizados”. Este estudo teve como
propésito abordar um dos varios fatores presentes nos sistemas de cultura de embrides
que pode melhorar o desenvolvimento embrionario, e assim também dar énfase a
atitude critica a ser tomada em ambiente laboratorial de embriologia. De forma mais
pormenorizada, o estudo desenvolvido teve como foco avaliar se a cultura em grupo de
oocitos apos ICSI tem influéncia sobre a taxa de fecundagdo, assim como no
subsequente desenvolvimento embrionario caso se verifique presenca de 2 pronucleos
e 2 glébulos polares e na taxa de embrides utilizados. Adicionalmente, este estudo teve
também como Ultimo objetivo trazer beneficio, em termos de informagédo e
melhoramento da eficacia, para o laboratério da Medicina da Reproducao Assistida do

CHUSJ caso haja uma influéncia positiva da cultura em grupo de odcitos ap6és ICSI.
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Historia da PMA

O periodo do Renascimento, séculos XV e XVI, deram lugar ao periodo do
renascimento cientifico onde se deu grandes avancos na medicina moderna e
consequentemente no tratamento da infertilidade. Na época surgiu um sistema de razéo
cientifica baseado no pensamento racional, sendo assim, incluiu-se a infertilidade nos
problemas com necessidade de diagndstico e tratamento na medicina. Contudo, o
tratamento da infertilidade era baseado apenas em mudancas de estilo de vida. Mais
tarde, em 1677 Antonie Philips van Leeuwenhoek fez a primeira descri¢do detalhada de
espermatozoides aos quais deu o nome de “animalcules” . Como resultado das suas
observacdes Leeuwenhoek surgiu com a hipotese da importancia do espermatozoide
para se obter uma gravidez 2, no entanto, foi Lazzaro Spallanzani, aproximadamente
100 anos depois, que demonstrou essa importancia ao inseminar artificialmente uma
cadela®. Adicionalmente, existem indicios de que Lazzaro Spallanzani também foi o
primeiro a tentar preservar espermatozoides ao congela-los 4. Ja os odcitos de

mamiferos sé foram descobertos em 1827 por Carl Ernst Von Baer 2.

Ao longo dos anos os estudos e desenvolvimentos dos métodos de inseminagéo
artificial tornaram este método mais seguro e popular, no entanto, na altura os
argumentos éticos sobre as técnicas de procriagcdo medicamente assistida (PMA) no
governo e igreja influenciaram o atraso da evolucéo destas técnicas. Apesar disso, entre
as décadas de 1920 e 1930 foram identificadas e estudadas as hormonas envolvidas
na reproducdo humana o que consequentemente levou a produgcdo de hormonas
sintéticas, durante a década de 1940, para uso nos tratamentos de infertilidade °. Logo
apos essa década, em 1953 obteve-se pela primeira vez, no ser humano, uma gravidez
através de inseminacgéo de espermatozoides apés o congelamento °, isto s6 foi possivel

devido a descoberta da capacidade crioprotetora do glicerol ’.

Nas décadas de 1960 e 1970 a compreensdo pelo facto de a fertilizacdo ser gerada pela
fusé@o do espermatozoide com o odcito foi estabelecida, o que permitiu os avangos para
a realizacdo da FIV & Com isto, foi em 1978 que se conseguiu pela primeira vez o
nascimento do primeiro bebe resultante de FIV de o6citos humanos. Neste experimento
0 odcito pré-ovulatorio foi colhido da paciente, fertilizado in vitro e com clivagem normal
em meio de cultura até obter-se um embrido de 8 células, o qual foi de seguida
transferido para o Utero da paciente °. Este grande avango na PMA foi de tal modo t&o
discutido e disperso pelos media que permitiu mudanca de opinides e

consequentemente 0 aumento no apoio das técnicas de PMA. Nessa mesma época

3
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desenvolviam-se os bancos de gametas, no entanto, sé para gametas masculinos, e
assim s6 em 1983 surgiu a primeira gravidez a partir de doacdo de odcitos *°. Poucos
anos depois, em 1986, foi possivel uma gravidez utilizando odcitos apos
criopreservacdo . A possivel criopreservacdo de gametas alargou as hipéteses de
engravidar para os casais com infertilidade, ao poderem preservar a sua fertilidade,

recorrer a doacdes e também pelo incentivo nas pesquisas da area.

Apesar das diversas técnicas de PMA, na altura, ainda existiam muitos fatores
de infertilidade masculina aos quais ainda era dificil contornar, dai surgir a microinjecao
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI). Foi em 1987 que se realizou pela
primeira vez ICSI *2, contudo, nenhum dos zigotos resultantes foi transferido e s6 em
1992 obteve-se gravidezes com sucesso recorrendo a ICSI 13, Adicionalmente a esta
grande evolucdo, em 1988 foi reportada uma gravidez resultante da transferéncia de
embrido apds eclosdo assistida, consequentemente seguiram-se estudos sobre este
método, porém foram surgindo opiniées contraditérias sobre o seu beneficio para as

taxas de gravidez ou de implantagéo 4.

Estes avancos em PMA permitiram ultrapassar varios problemas de infertilidade,
mas ndo sb, uma outra tecnologia desenvolvida na area da PMA foi o teste genético
pré-implantacdo (PGT), esta técnica ndo tem como objetivo superar problemas de
infertilidade, como todas as outras técnicas de PMA, mas consiste na transferéncia de
embribes saudaveis evitando doencas genéticas. Em 1990 langou-se o primeiro relato
bem-sucedido de PGT em embrides humanos, e com o passar dos anos a técnica sofreu

grandes avancos e ainda hoje sofre *°.

Embora houvesse imensas vantagens nas técnicas de PMA antes da década
de 1990, ainda existiam problemas para serem contornados, um desses problemas seria
a gravidez mdltipla, a qual levanta riscos sérios tanto para a paciente como para a sua
descendéncia. No desenvolvimento inicial da FIV os odcitos fertilizados eram mantidos
em meio de cultura até ao terceiro dia e posteriormente transferidos para o Gtero da
paciente, contudo, este método tornava dificil prever qual dos embriées poderia estar
mais apto para implantar e dai considerar-se a transferéncia de 3 ou mais embrides de
uma soé vez resultando, por vezes, em gravidez multipla. Sendo assim, foi no final da
década de 1990 que se iniciou a sele¢cdo do embri&do com melhor qualidade ao 5° ou 6°
dia. Neste estagio, de blastocisto, o embrido tem melhor probabilidade de implantar apos
a transferéncia, no entanto, s6 foi possivel esta estratégia devido ao desenvolvimento
do conhecimento sobre as necessidades nutricionais de um embrido para o cultivar

durante mais tempo 6.
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Para terminar, nos dias de hoje existe uma grande diversidade de métodos que
ajudam a melhorar as condi¢cbes das técnicas de PMA, assim como aumentar as
probabilidades de se obter uma gravidez. Atualmente, as condicbes do meio de cultura,
0s métodos utilizados nas técnicas de PMA, assim como as melhores técnicas a serem
usadas em cada caso tornam-se um dos principais fatores a serem estudados para se
obter um melhor desenvolvimento embrionério e melhor probabilidades de gravidez,

aguele que é o verdadeiro objetivo da PMA.

5
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1.Componente Teorica

1.1. Biologia da Reproducao Masculina

a) Espermatozoide

O espermatozoide € uma célula altamente especializada e extremamente adaptada
para migrar no sistema reprodutor feminino e entregar o seu ADN (acido
desoxirribonucleico) ao odcito, permitindo a formacéo de um zigoto com ADN paterno e
materno. Para atingir o0 seu Unico objetivo o0 espermatozoide apresenta uma diversidade
de caracteristicas tais como capacidade de movimento; uma quantidade de citoplasma
quase nula; auséncia de alguns organelos citoplasmaticos desnecessarios para a
fecundagéo; maquinaria para fecundar o oocito; e um nucleo condensado levando a

inatividade transcricional e traducional, apesar de apresentar vias metabdlicas 1718,

De uma forma simplificada, estruturalmente os espermatozoides s&o divididos em 3
partes principais, a cabeca, a peca intermédia e a cauda (Fig. 1). A cabeca alberga o
material genético e possui 0 acrossoma, a cauda € constituida por caracteristicas que
conferem o movimento linear ao espermatozoide e a pec¢a intermédia contém
mitocondrias para a producdo de energia 8. Para além disso, existem organelos Unicos
destas células: o acrossoma, que cobre a cabeg¢a do espermatozoide e contém enzimas
digestivas (hialuronidase e acrosina); a manchete, uma estrutura microtubular que da
forma a cabeca e facilita o desenvolvimento da pega intermédia; centriolos atipicos, com
propriedades Unicas nos espermatozoides; uma regido de transi¢do ciliar, que controla
a composicdo proteica do compartimento ciliar; e uma bainha fibrosa de estrutura
flagelar que regula sinais de transducgéo, vias metabdlicas e a rigidez mecéanica do

flagelo *°.

7
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Cauda

Peca intermédia Cabeca

Bainha de mitocdndrias
Fibra densa externa
Nexina

Par central de microtdbulos

Raios radiais

Dupla de microtibulos

Membrana plasmatica

\ ’ Dineinas
\ Bainha fibrosa

Figura 1. Estrutura do espermatozoide maturo e corte de varios segmentos do flagelo. Adaptado de Dcunha et al., 2022
18

O flagelo do espermatozoide tem uma parte crucial para o seu movimento, a qual se da
0 nome de axonema. Esta seccdo do flagelo é constituida por 9 dopletos e um par
central (Fig. 1). Nos dopletos sao projetadas dineinas (Fig. 1), proteinas dependentes
de adenosina trifosfato (ATP) para criarem movimento nos espermatozoides 718, Estas
moléculas de ATP séo produzidas pelas mitocéndrias que se encontram organizadas
de forma helicoidal e envolvem o axonema na peca intermédia 8. Contudo, o movimento
dos espermatozoides, para além de depender de energia, também é regulado por
diversas vias de sinalizagdo complexas como a sinalizagdo adenosina monofosfato
ciclica (cAMP)/proteina cinase A e a 3-cinase, que sdo vias controladas pelas
concentracdes intracelulares de ides de célcio (Caz*) e de bicarbonato (HCO3"), e ainda
a via DAG-MAPK (ERK1/2) [proteina ativada por diacilglicerol-mitogéno cinase (cinase

1/2 regulada por sinal extracelular)] *8.

Concluindo, em termos moleculares, os espermatozoides sdo células inativas
transcricional e traducionalmente, o que as torna dependentes de modificacbes pos-
traducdo, tendo as regulagBes redox como principal mecanismo para encaminhar a

funcdo das proteinas %°.

8
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b) A espermatogénese
A espermatogénese consiste na producao de espermatozoides nos tibulos seminiferos
dos testiculos e tem o seu inicio na puberdade até ao final da vida de um homem 1721,
Suspeita-se que um homem adulto por dia produz cerca de 150-270 milhdes de
espermatozoides ?2. Ainda durante o desenvolvimento embrionario as células
germinativas primordiais migram para o local onde se da a evolu¢do das gbénadas, e ai
atingem a sua maturidade ao dividirem-se em espermatogoénias . E nesta fase de
espermatogonias que se inicia o processo sequencial da espermatogénese: proliferacao
das espermatogodnias; diferenciacdo das espermatogonias em espermatocitos; divisdo
meidtica dos espermatdcitos produzindo espermatides; maturacdo de espermatides; e

libertacdo de espermatozoides para o limen dos tubulos seminiferos (Fig. 2) 2.
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Figura 2. Imagem ilustrativa de um corte de tabulo seminifero e diferentes etapas da espermatogénese. Adaptado de

Alberts et al., 2002 7.

De uma forma mais pormenorizada, nos tubulos seminiferos as células germinativas
encontram-se organizadas numa ordem sequencial desde a membrana dos tubulos até
ao seu lumen. Como células iniciais do processo, as espermatogonias encontram-se
junto da membrana basal dos tubulos e em seguida, com o desenvolvimento do

processo, surgem subsequentemente os espermatdcitos primarios, secundarios e as
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espermatides (Fig. 2) 1?1, Ja no limen dos tubulos seminiferos é possivel encontrar
espermatozoides. Os espermatdcitos primarios, produzidos pelas divisbes mitéticas e
diferenciacdo das espermatogoOnias, entram em primeira fase de meiose e o0s
espermatocitos secundarios gerados entram na segunda fase produzindo espermétides,
células haploides 172?123, Finalizando o processo, as espermatides sofrem uma
diferenciacdo morfoldgica até ao estado de espermatozoide: formagdo do acrossoma
por fusdo de vesiculas do complexo de Golgi; rotacdo do nlcleo para extensdo do
flagelo a partir dos centriolos até ao limen dos tdbulos; o nicleo condensa; 0 excesso

de citoplasma é removido; e as mitocondrias reorganizam-se na base do flagelo 2+,

Contudo, existem estruturas e outras células que tém um papel fundamental na
espermatogénese, assim como existe uma gama acrescida de fatores que influenciam
este processo 22, Em termos celulares, para além das células da linha germinativa que
originam os espermatozoides, existem duas outras células muito importantes para o

decorrer da espermatogénese:

- Células de Leydig: estas células encontram-se individualmente ou em grupos no tecido
conjuntivo entre os tabulos seminiferos e apresentam um citoplasma granuloso (Fig. 2)
21 Apesar disso, sdo células que tém como principal produto a testosterona ao serem
estimuladas pela hormona luteinizante (LH) 2?2, Posteriormente, a testosterona
produzida pelas células de Leydig é armazenada no compartimento intratesticular, onde
se encontra em maior quantidade, ou liberta para a corrente sanguinea 2122,
Adicionalmente, a testosterona intratesticular tem uma grande influéncia sobre as

células de sertoli, controlando a espermatogénese 2.

- Células de sertoli: sédo células que se dispdem junto da membrana basal dos tabulos
seminiferos e estendem-se até ao limen dos mesmos, ou seja, apresentam uma forma
irregular, de alinhamento polarizado e em constantes mudancas morfolégicas (Fig. 2)
2122 Auxiliarmente, estas células apresentam diversos locais de comunicacgéo entre si e
com as células da linha germinativa para permitir um meio hormonal apropriado para o
desenrolar da espermatogénese 21?2, Um dos produtos destas células é a proteina de
ligacdo de androgenos (ABP), que é secretada devido a sinalizacdo provocada pela
hormona foliculo-estimulante (FSH), e tem como uma das suas func¢des controlar a
espermatogénese ao ligar-se a testosterona ?2. Finalizando, algumas das funcdes
destas células sdo por exemplo: manutencdo da integridade do epitélio dos tabulos
seminiferos; secrec¢édo de fluido para o limen dos tubulos com objetivo de transporte dos

espermatozoides no ducto; participacdo na maturagédo das espermétides; fagocitose e

10
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eliminacéo de citoplasma; nutrir as células da linha germinativa; movimento das células

no epitélio; e regulacéo do ciclo de espermatogénese L.

Por Ultimo, ap6s a espermatogénese, 0s espermatozoides ainda ndo sao capazes de
fecundar o odcito, e é nos epididimos que estes sofrem maturacdo, adquirem a
habilidade para interagir com a zona pelldcida do odcito e adquirem capacidade de

movimento.

11
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1.2. Biologia da Reproducdo Feminina

a) O odcito
O odcito é uma célula germinativa que tem um papel fundamental no desenvolvimento
embrionario e fetal, uma vez que € onde ocorrem reorganizacdes nucleares,
citoplasméticas e funcionais. Permite ainda a segregacdo do material genético do
espermatozoide e a formacgdo do zigoto 2. Esta célula é considerada como uma das
maiores células no corpo humano, sendo rica em citoplasma, o ooplasma, com granulos
de substancias essenciais para o crescimento celular, a maturacao e o desenvolvimento
inicial apds fecundagéo 2°. Quando maduro, o oécito apresenta-se bloqueado na fase
meidtica metafase Il, onde adquire a capacidade para ser fecundado por um

espermatozoide .

Morfologicamente, quando se refere a um odcito maduro, € necessaria a visualizagédo
do oécito como um complexo e ndo como uma Unica célula (complexo cumulus-coroa-
odcito) (Fig. 3), onde se encontra caracteristicas citoplasmaticas, como a granulosidade
e a presenca de vacuUolos, e extracitoplasmaticas 2°. Quanto as caracteristicas
extracitoplasmaticas, o oocito é rodeado por uma estrutura de protecdo esférica e
uniforme, a zona pellcida, a qual é ainda é rodeada por uma camada de células, o
complexo cumulus-coroa (Fig. 3) 24?6, As células do cumulus-coroa encontram-se
ligadas entre si através de moléculas de acido hialurénico, adicionalmente, as células
da coroa radiata estdo em contacto proximo com o0 o6cito, uma vez que estas
desenvolvem projecBes citoplasmaticas que atravessam a zona pelacida e formam
jungdes comunicantes com o oolema 26, Para mais, existe um espaco entre a zona
pellcida e o odcito, o qual se da o nome de espaco perivitelino, e nesse mesmo espaco
é visivel um glébulo polar que foi liberto durante a primeira divisdo meiética do odcito
(Fig. 3) 2.

12
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Figura 3. O complexo cumulus-coroa-o6cito e o oécito desnudado. A imagem do lado esquerdo corresponde a um
complexo cumulus-coroa-odcito visto numa lupa binocular e do lado direito a um oécito ap6s desnudagao, onde é possivel
ver um glébulo polar (GP) e o espago perivitelino (EPV), rodeados por uma zona pelicida (ZP). Imagens obtidas através
do software RI Viewer Imaging.

A camada do cumulus ophorus é constituida por varios tipos de células cuja estrutura e
atividade metabdlica estao relacionadas com o crescimento, maturacéo e fecundacédo
do odcito assim como garantir o desenvolvimento inicial do embrido: células
sintetizantes de proteinas ou esteroides, leucécitos e macréfagos 2. Mesmo abaixo do
cumulus oophuros e acima da zona pellcida, encontra-se a camada de células da coroa
radiata, e estas células, por comunicarem diretamente com o odcito, permitem o
fornecimento de substancias essenciais para 0 mesmo, como proteinas 8. J4 a zona
pelicida é constituida principalmente por 3 glicoproteinas e suporta a comunicacao
entre o odcito e as células foliculares (células da coroa radiata), protege o o6cito e o
embrido durante o desenvolvimento inicial e ainda regula a interacédo entre o odécito e os

espermatozoides durante e depois da fecundacéo 2°.
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b) A oogénese
A oogénese tem inicio durante o desenvolvimento embrionario, assim como acontece
com a espermatogénese, através da migracao das células primordiais para o local onde
se da a evolugdo das goénadas 2!. Depois de chegarem ao seu destino, estas células
dividem-se dando origem as oogonias, que vdo aumentando o seu nimero de forma
exponencial até ao momento em que estas células séo rodeadas por células somaticas

epiteliais formando os foliculos primordiais 2.

Existem dois desenvolvimentos durante a matura¢ao dos odcitos, o desenvolvimento do

oocito e a sua meiose e o desenvolvimento folicular.
Desenvolvimento folicular:

Os foliculos primordiais surgem aproximadamente ao 4° més de gestacao fetal e iniciam
0 seu desenvolvimento mais tarde na regido medular do ovario em direcdo ao cortex
3031 Nos foliculos primordiais as células pré-granulosas entram num periodo de
quiescéncia, e a proliferacao celular s6 retoma quando se estabelece um sinal para que
o foliculo inicie o seu desenvolvimento %31, Apés a puberdade, iniciam-se os sinais e
varios foliculos primordiais entram em desenvolvimento todos os dias dependendo da
expressao de alguns genes presentes nos 06citos e na interacdo de varias células 3031,
Existem 3 fases de desenvolvimento folicular: foliculo primario/pré-antral, foliculo antral
e foliculo pré-ovulatério (Fig. 4) 331, Os foliculos primordiais que entram em crescimento
apresentam mudangas bioquimicas, fisiologicas, moleculares e morfolégicas como
aumento do tamanho do odcito e as células pré-granulosas tornam-se cuboides 213931,
Estes foliculos que comegam a desenvolver sdo chamados de foliculos primarios/pré-
antrais. Seguindo o desenvolvimento, as células da granulosa dividem dando origem a
multiplas camadas e os foliculos ficam associados a pequenos vasos sanguineos, e, a
partir das 3-6 camadas de células da granulosa, surge a camada de células da teca 332,
Com a influéncia de fatores de crescimento, as células da teca e da granulosa proliferam
e 0 o6cito continua 0 seu aumento ao acumular agua, iées, lipidos, acido ribonucleico
(ANR) e proteinas 303l De seguida, inicia-se a formacgdo de fluido folicular que é
derivado da corrente sanguinea e de glicoproteinas secretadas pelas células da
granulosa, dando-se como consequéncia o surgimento da cavidade antral (Fig. 4) 23031,
Antes de ocorrer ovulacao, sobre a influéncia da hormona foliculo estimulante (FSH), as
células do cumulus-granulosa que rodeiam o odcito deixam de se dividir, a camada de
células mais interna forma a coroa radiata e a parede do foliculo expressa recetores da

hormona luteinizante (LH) 23%31, Assim que surge um pico de LH na corrente sanguinea

14
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da-se uma sequéncia de eventos que irdo provocar ovulacdo. Contudo, ocorre selecéo
de apenas um foliculo para se tornar dominante enquanto os restantes foliculos, que

também se desenvolveram até a fase de foliculo antral, entram em atresia 23031,

Foliculo primordial

b

Foliculo primério

Membrana
basal

odcito

Zona peldcida - -

Foliculo Antral
‘ Complexo
Antro cumulus-coroa

Teca interna

)
)

Ccélulas da

~= ate

granulosa - Fav,

Foliculo pré-ovulatdrio

Figura 4. O desenvolvimento folicular. Adaptado de Falcone e Hurd, 2017 %,

Desenvolvimento do o6cito:

Ao contrario do que acontece com a espermatogénese, na oogénese as divisdes
meidticas sdo desequilibradas provocando a formacao de apenas uma célula haploide,
0 odcito, e de glébulos polares (Fig. 5) 2. O ambiente presente nos foliculos em
desenvolvimento oferece um nicho essencial para a sobrevivéncia, nutricdo e
desenvolvimento do odcito 31, Assim que se formam os foliculos primordiais as

oogobnias deixam de se dividir e entram em meiose, bloqueando em préfase | 2.
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Seguindo a puberdade, a cada uma vez por més e com o estimulo de um pico de FSH
e LH, um grupo de od6citos bloqueados em proéfase | desenvolve no interior de foliculos
aumentando em tamanho e adquirindo caracteristicas para poderem ser fecundados
assim como garantirem o desenvolvimento inicial do embrido 0%, Nesta fase, os oécitos
ultrapassam eventos subsequentes de maturacdo nuclear e eventos citoplasmaticos
3031 Em termos citoplasmaticos ocorre realocacdo de organelos citoplasmaticos,
aumento do numero de mitocéndrias e ribossomas, armazenamento de reservas e
estabelecimento da polaridade do odcito %03 | J4 durante a maturagdo nuclear ocorre
quebra da vesicula germinativa, extrusdo do primeiro glébulo polar, término da primeira
divisdo meidtica, desenvolvimento até a metafase Il e blogueio nesta fase até ocorrer
fecundacdo (Fig. 5) 213031, Assim que se da a fecundacdo, ocorre ativacdo oocitaria

provocando a extrusdo do segundo glébulo polar 32,
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Figura 5. Desenvolvimento e maturag&o do o6cito. Adaptado de Falcone e Hurd, 2017 2.
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1.3. O embrido e o seu desenvolvimento até a implantacao

O estado de embrido é obtido através do processo de embriogénese, que consiste no
desenvolvimento de um odcito fertilizado. Durante o estadio embrionario, nas primeiras
oito semanas, ocorrem grandes alteracfes com o crescimento continuo e aumento da
complexidade dependentes da sinalizacéo, proliferacdo e diferenciacédo celular 3233,
Nessas oito semanas a primeira semana é crucial sendo que surgem uma série de
eventos importantes que vao desde a deposicao dos gametas até a implantacdo do
embrido: a)Deposicdo do esperma b)Capacitacdo; c)Contacto e fusdo dos gametas;
d)Fertilizacdo; e)Clivagem mitética dos blastémeros/compactacédo; f)Formacdo da

morula; g)Formacéo do blastocisto; e h)implantacdo do blastocisto 2.
a) Deposicédo do esperma

Ap6s a deposicdo do esperma na vagina durante uma relagdo sexual os
espermatozoides tém um tempo de vida entre 3-7 dias dentro do trato reprodutivo
feminino. Nesta fase os espermatozoides ultrapassam um leque de adversidades tais
como contracdes do trato reprodutivo feminino, alteracdes de pH no meio, muco e
defesas do sistema imunitario feminino 2. Consequentemente, é neste evento que

ocorre uma grande perda de espermatozoides.

b) Capacitacéo

Quando os espermatozoides sdo depositados na vagina estes encontram-se num
estado ndo capacitado, mas assim que entram no Utero ocorre a perda de fatores de
decapitacdo e de esteroides da superficie dos espermatozoides (Fig. 6) **. Apds a
remocao destes componentes da membrana surge um aumento na permeabilidade do
espermatozoide a ides de calcio e bicarbonato *2. Continuando a sua ascensdo, 0s
espermatozoides ao chegarem ao oviduto (trompas de Falopio) ligam-se as células
epiteliais entrando num estado de atividade suprimida e formando um reservatério de
espermatozoides que pode manter-se entre 2-5 dias (Fig. 6) 3. No entanto, este
reservatorio pode ser estimulado por sinais extracelulares coincidentes com a ovulagéo,
0 que permite a hiperativagdo da motilidade dos espermatozoides e a continua jornada
até ao encontro do odcito nas trompas de falépio 4. Apesar disso, estes sinais também
levam a remodelacao da superficie dos espermatozoides para a expressao de recetores
que vao interagir com o complexo odcito-cumulus (Fig. 6) 3. Nesta fase os

espermatozoides j4 se encontram capacitados dando-se a reacdo acrossémica, onde
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ocorrem eventos de exocitose resultantes da interacdo com glicoproteinas do complexo

odcito-cumulus e do influxo de célcio 3.

. L Zona pelucida
3. Formagdo do reservatério para

armazenamento de espermatozoides

| 4. Hiperativagdo

N
SNy ' Cumulus

interacdo com o complexo cumulus-coroa-odcito

‘ )2 Estdgios iniciais de
vl /i capacitagdo

[ T ‘ 5 i
N
Ve \ :
a1 [ |
\‘." 7’
.
1. Inseminagdo

4

Figura 6. Capacitagdo dos espermatozoides. (1) No momento da inseminagao ocorre a deposi¢do dos espermatozoides,
ndo capacitados, no trato genital feminino. (2) Assim que os espermatozoides se comegam a dispersar e a ascender na
cavidade uterina ocorrem altera¢des bioquimicas e biofisicas nos mesmo. Estas altera¢des consistem na perda de
fatores na superficie dos espermatozoides. (3) Na chegada a parte inicial das trompas de Fal6pio, istmo, os
espermatozoides estabelecem ligagdes com recetores nas células epiteliais e produz-se um reservatério pronto para a
ovulacao. (4) Ao receberem estimulos apropriados coincidentes com a ovulagdo, 0s espermatozoides expressam uma
atividade movel hiperativa, migrando até ao local de fecundagdo. (5) Apesar disso, os estimulos ainda provocam uma
remodelacéo da superficie dos espermatozoides para interagirem com o complexo cumulus-coroa-o6cito, inducéo da
reacdo acrossémica e fecundagdo. Adaptado de Nixon e Bromfield, 2018 .

c) Contacto e fusdo dos gametas

Ap6s a capacitacdo, na reacdo acrossomica, ocorre a libertacdo de hialuronidase,
acrosina e outras enzimas que facilitam a penetragdo do espermatozoide no odécito .
O espermatozoide ao aproximar-se do odcito tem de enfrentar 3 barreiras: coroa radiata,
zona pellicida e a membrana vitelina 32. Em todas essas barreiras existem glicoproteinas
aos quais se ligam recetores presentes na membrana do espermatozoide,
desencadeando os eventos de exdcitose da reacdo acrossémica 3. Na primeira
barreira, células do cumulus ophorus e da coroa radiata, ocorre a passagem do

espermatozoide devido a libertacdo de hialuronidase que degrada o acido hialurdnico
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responsavel pela conexdo das células 2%, Com a zona pellcida exposta a acrosina,

libertada pelo acrossoma, provoca a sua lise expondo a membrana vitelina 3233,

d) Fertilizacdo

Apbs a reacdo acrossémica, a membrana interna do espermatozoide fica exposta e
entra em contacto com a membrana do o6cito dando-se assim a fusdo entre os gametas
37 Esta fusdo desencadeia um aumento de célcio no odécito levando a uma série de
eventos que impedem a penetracdo de mais espermatozoides, a reagdo cortical 3233,
Nesta reacdo ocorre a exocitose de granulos corticais pelo odcito expelindo enzimas
gue vao prevenir a polispermia: remover recetores, endurecer a membrana vitelina e
zona pellcida e atrair 4gua para o espaco perivitelino 323337, Apesar do aumento de
calcio no citosol do odcito provocar a reagao cortical, também provoca a formacgéo do
prondcleo do odcito devido ao estimulo da finalizagdo da meiose Il, que se encontrava
bloqueada na metéfase Il (Fig. 7) *2. Em adicdo, o nlicleo do espermatozoide para fundir
com o pronucleo feminino sofre descondensacao da cromatina e formacao de um novo
envelope nuclear, originando o pronucleo masculino devido a presenca de fatores no
citoplasma do odcito . Os pronlcleos, masculino e feminino, apresentam 23
cromossomas cada, e apés a sua fusdo é gerada uma célula diploide com 46

cromossomas, o zigoto (Fig. 7) 3233,
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Figura 7. Desenvolvimento embrionario até ao momento de implantagdo. (A) Horas ap6s a ocorréncia de fertilizagdo o
zigoto apresenta 2 globulos polares (2GP, seta preta) e 2 prontdcleos (2PN, seta amarela). (B) Ao dia 1 é possivel a
visualizagdo de 2 células, blastémeros, cada uma com o seu nucleo (setas vermelhas). Seguindo a fertilizagdo os
embribes ultrapassam uma série de divisdes mitéticas, passando pelo estagio de 4 células ao dia 2 (C), 8 células ao dia
3 (D), estagio de moérula na qual ocorre compactagao do embriéo (E) e de blastocisto aproximadamente ao dia 5/6 (F)
com a distingdo entre a trofoectoderme e a massa interna (a). O embrido enquanto blastocisto eclode da zona pellcida
(G) e quando totalmente eclodido (H) encontra-se em condigdes para implantar na cavidade uterina. Imagens obtidas
através do software Rl Viewer Imaging.

e) Clivagem mit6tica dos blastobmeros/compactagéo

Inicialmente o zigoto encontra-se num silencio transcricional e dando-se o0 seu
desenvolvimento sofre uma reprogramacdo genética e epigenética e divisdes de
clivagem que promovem a ativacdo do genoma embrionario *. Estas primeiras divisées
mitoticas séo sincronizadas e a cada divisdo as células vao reduzindo o seu citoplasma
em relacdo a célula anterior, ou seja, o embrido ndo vai alterando o seu volume 3238, As
células resultantes da segregacéao/clivagem sdo denominadas de blastébmeros e estédo
propicias a erros associados a aneuploidias e a uma separacao desigual do volume dos
blastémeros associada a uma maior probabilidade de multinucleagées *°. Até ao estagio
de 8-células as divisGes mitéticas sdo comandadas por ANR, proteinas, organelos e
outros fatores maternos (Fig. 8) 32340, Apds este estagio os blastomeros aumentam a
sua aderéncia, compactando, e tornam-se totipotentes demonstrando autonomia ao
expressar os seus genes enquanto o ANR maternal vai desaparecendo (Fig. 8) 323,
Durante esta fase inicial de desenvolvimento o embrido ultrapassa pelos seguintes
estagios: 2-células ao dia 1; 4-células ao dia 2; 8-células ao dia 3, onde se inicia a
compactacao; e por Gltimo 16-células ao dia 4 (Fig. 7; Fig. 8) *.
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. Blastocisto mais
Blastocisto

1 Célula 2 Células 4 Células A Células Compactacio inicial desenvolvido

D066

Arumulagie de transcritos maternos

AtivacZo minima de genes

Transcrigie do genoma do embrizo

Figura 8. Atividade transcricional durante o desenvolvimento do embrido pré implantagdo. Nos estagios iniciais o embrido
apresenta uma atividade transcricional nula, sendo orientado por transcritos maternos herdados do oécito e através das
subsequentes divisdes mitdticas estes séo degradados. A ativagédo do genoma do embrido ocorre entre o estagio de 4 e
8 células. Adaptado de Niakan et al., 2012 %,

f) Formacgéo da morula

Um embrido entre 16-32 células compactadas encontra-se no estagio de moérula e é
considerado de boa qualidade quando todos os blastdbmeros estdo inclusos na
compactagdo, caso contrario pode estar associado a uma probabilidade reduzida de
desenvolvimento (Fig. 7) #. Na fase final da compactacéo reaparecem os limites entre
as células e as células do interior da mérula vao originar o embrido propriamente dito e
as células do exterior vdo ser essenciais para a cavitagdo da moérula 2. Ao iniciar-se a
cavitacao, as células do exterior da morula regulam de forma positiva os transportadores
de Na+ o0 que provoca uma maior pressdo osmatica no interior, aumentando assim a

entrada de agua e criando uma cavidade de fluido, o blastocele 242,
g) Formagéo do blastocisto

A formacédo do blastocele e a sua subsequente expansdo sdo essenciais para causar
pressao sobre a zona pellcida e consequentemente rutura da mesma e também para a
diferenciacdo da massa celular interna 324°. Durante esta fase ocorre a localizacdo da
massa celular interna que corresponde a um grupo de células estaminais embrionarias
com desenvolvimento n&o restrito e que por diferenciacéo e divisdes irdo resultar no feto
32, J4 a camada de células exteriores que protege a massa celular interna,

trofoectoderme, ira resultar na placenta e tecido extraembrionario 3240,

Nesta fase de expansdo, ocorre um aumento de volume do embrido que
consequentemente causa a rutura da zona pellcida, permitindo a ecloséo do blastocisto
(Fig. 7) “°.
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h) Implantacdo do blastocisto

Com a remocdo completa da zona pelGcida o blastocisto tem a capacidade para
implantar no endométrio (Fig. 7), no entanto, este processo depende de hormonas, tais
como estrogénios e progesterona, que influenciam a expresséo de citocinas e fatores
de crescimento aumentando a recetividade do Gtero 8. Apesar disso, a aproximacéo do
blastocisto & parede uterina da-se por fatores de adesao e sinalizacdo de polaridade,
orientando o0 mesmo com o lado da massa celular interna como primeiro a estabelecer
ligagdo com o endométrio 2. Este evento acontece aproximadamente ao sétimo dia de
desenvolvimento e logo de seguida as células do trofoblasto iniciam a diferenciagéo

para completar a implantacdo e permitir o subsequente desenvolvimento do embrido

32,38
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1.4. Infertilidade

A infertilidade é uma doenca caracterizada pela auséncia de gravidez no casal depois
de 12 meses de relagBes sexuais frequentes e desprotegidas, mas também pode ser
caracterizada pela presenca de problemas na capacidade de reproducdo de um
individuo ou do casal 344, Globalmente suspeita-se que cerca de 48 milhGes de casais
e 186 milhdes de individuos sofrem de infertilidade “~*’. Este problema ndo é
caracterizado pela impossibilidade se obter uma gravidez, uma vez que pode ser
contornado e quando é impossivel contornar é considerado esterilidade “448, Além disso,
a infertilidade pode ser dividida em priméria e secundaria. Na infertilidade priméaria nao
existe histérico de uma gravidez anterior ao diagnéstico de infertilidade, enquanto

infertilidade secundaria surge quando ocorreu uma gravidez antes do diagnéstico 4.

A infertilidade é um problema que coloca em causa alguns direitos humanos como o
direito a decidir o nimero, tempo e espago para um ser humano ter a sua descendéncia.
Deste modo, o diagndstico e tratamento da infertilidade € um elemento essencial para

o exercer do direito dos casais e individuos de ter uma familia 8 .

Fatores de infertilidade:
1. Planeamento de concecado

E evidente que planear uma relagdo sexual na janela fértil do ciclo menstrual aumenta
a probabilidade de se ter uma gravidez espontanea. No entanto, existe por vezes uma
falta de informacdo ou de gestdo nos casais para planear a altura certa para uma
concecdo, sendo esse um dos principais fatores que afeta o surgimento de uma gravidez
espontanea “*. Contudo, existem casais cujo planeamento ndo tem resultados. Nos
casos onde ndo ocorre gravidez nos primeiros 12 ciclos com relacdes sexuais
frequentes durante o periodo fértil sdo definidos como inférteis, contudo ainda existe
uma probabilidade razoavel de desenvolverem uma gravidez espontanea. Apds 48
meses sem uma gravidez espontdnea metade desses casos tém uma probabilidade

muito préxima de zero para a conseguirem “°.
2. Idade

A fertilidade no homem e na mulher varia de forma diferente com a idade, verificando-
se um declinio entre os 25-30 anos na mulher, contudo, € a partir dos 35 anos que se
inicia um declinio abrupto *°. Este declinio e o facto de os casais decidirem ter uma

gravidez numa fase mais tardia tem resultado em problemas atuais nos paises
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desenvolvidos, como a diminuicdo da fertilidade %°%!. E sugerido que na mulher a
diminuicdo da fertilidade com a idade deve-se a deplecdo continua e esgotamento na
menopausa de odcitos que se encontram nos ovarios °2. Complementarmente, também
se verifica uma diminuicdo na qualidade dos odcitos, uma menor probabilidade de
implantacédo do embrido assim como maior probabilidade de aborto 5. Em contraste, o
homem s6 a partir dos 40 anos tem uma reducgdo na producdo de testosterona o que
resulta numa diminui¢do do funcionamento das génadas. Para além disso, ao longo do
envelhecimento também é possivel verificar uma diminuicdo no volume, motilidade, e

morfologia normal do esperma .

3. Infertilidade relacionada com doengas

3.1. Fatores que afetam ambos 0s sexos

Existem doencas que podem afetar a fertilidade de ambos 0s sexos como
hipogonadismo hipogonadotroéfico (1), hiperprolactinemia (2), problemas relacionados
com funcionalidade ciliar (3), fibrose cistica (4), infe¢cdes (5), doencas sistémicas (6) e

fatores relacionados com o estilo de vida ou exégenos (7) #.

(1) - O hipogonadismo hipogonadotroéfico é caracterizado pela estimulacéo insuficiente

da LH e da FSH nas génadas, o que resulta numa produgéo anormal dos gametas 3.

(2) - Na hiperprolactinemia a libertacdo de gonadotrofinas € inibida pela prolactina o que
causa anovulacéo °3, enquanto no sexo masculino causa baixos niveis de testosterona

no sangue, infertilidade e disfuncéo sexual *°.

(3) - Os cilios tém uma fung&o importante no transporte dos espermatozoides, odcitos e
embrides ao longo das trompas de Falépio. Neste 6rgao os cilios podem ser afetados
por inflamacdo, agentes patogénicos ou discinesia ciliar priméaria, comprometendo o
transporte nas trompas de Fal6pio °3. Por outro lado, no sexo masculino a discinesia

ciliar primaria causa um movimento flagelar anormal nos espermatozoides 5°

(4) - A fibrose cistica no sexo feminino afeta de forma negativa as células epiteliais do
trato reprodutivo, levando a producdo de muco cervical espesso dificultando a
passagem do esperma. Ja no sexo masculino normalmente ocorre auséncia de canais
deferentes e vesicula seminal bilateralmente ou unilateralmente, reduzindo o volume de

ejaculado 4.

(5) - Os agentes infeciosos podem danificar 6rgaos ou células, criar uma obstrucéo ou
até ligar-se aos espermatozoides no sexo masculino **. J4 no sexo feminino estes

agentes podem causar inflamacéao pélvica ou uma obstrugédo tubéaria .
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(6) - As doencas sistémicas normalmente influenciam de forma negativa a implantacéo
do embrido, e as doencas autoimunes podem prejudicar a fertilidade de ambos os

géneros 4.

(7) — Um outro motivo pelo qual existe reducéo de fertilidade € o estilo de vida e fatores
exdgenos. A frequéncia das relacfes sexuais, habitos alimentares, exercicio exagerado,
stress, obesidade, medicamentos, o habito de fumar e o consumo de cannabis e alcool,

sdo muitos dos fatores que podem influenciar a fertilidade em ambos os sexos #4.

3.2.  Fatores que afetam a fertilidade feminina

A infertilidade feminina caracteriza-se por problemas de ovulagéo, doencas tubarias,
endometriose ou fatores uterinos ou cervicais *’, ou seja, algo que afeta a fecundacéo,

desenvolvimento embrionario e fetal e a implantagdo. Alguns desses fatores séao:

- Insuficiéncia ovéarica prematura: acontece quando os ovarios perdem a sua
funcionalidade antes dos 40 anos, “3. Pode ser de origem genética, ambiental, infeciosa,
metabdlica, autoimune, provocada por terapia ou cirurgia derivada de cancro e em

alguns casos desconhecida 4.

- Sindrome de ovario policistico: afeta cerca de 5-10% do sexo feminino e, para além
dos problemas ovulatérios, também causa um decréscimo na probabilidade de

implantagdo dos embrides .

- Obstrucao das trompas de Faldpio: Nestes casos ocorre a interrup¢ao do encontro dos
espermatozoides com o 06cito, sendo este problema responsavel por aproximadamente

20% dos casos de infertilidade “3.

- Anomalias uterinas: sdo anomalias causadas pelo mau desenvolvimento do ducto
Millerian na embriogénese. Este problema é responsavel por 7,3% dos casos de

infertilidade e tem uma frequéncia de 6,7% na populacéo em geral *3.

- Pdlipos endométrios: Na presenca destes polipos estimou-se que existe um
decréscimo na probabilidade de implantacdo embrionaria e também um aumento na

probabilidade de aborto .

- Endometriose: Este problema pode levar a infertilidade ao causar deformacgbes
anatémicas devido a adesfes e fibroses, mas também pode causar anormalidades

enddcrinas e distlrbios imunoldgicos #4. Cerca de 12,5% dos casos de infertilidade
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primaria e 11,1% dos casos de infertiidade secundaria estdo relacionados com

endometriose 3.

3.3.  Fatores que afetam a fertilidade masculina

Acredita-se que cerca de 7% dos homens sofrem de infertilidade (Krausz, 2011). A
gualidade, quantidade de espermatozoides no esperma ou ambos sédo os fatores
responsaveis pela incapacidade para ter uma gravidez espontanea e estes tanto podem

ser congénitos (a) ou adquiridos (b) 57%8:
(a) Fatores congénitos

- Anorquia: E caracterizada pela auséncia de testiculos e consequentemente auséncia

de esperma, num individuo com fenétipo masculino e genétipo 46, XY .

- Criptorquidia: E o defeito congénito & nascenca que mais ocorre em criancas do sexo
masculino. E definida pela falha da descida de pelo menos um testiculo para o escroto
fazendo com que este figue exposto a temperatura corporal, o que afeta de forma

negativa a qualidade e quantidade espermatozoides no esperma .

- Anormalidades genéticas: Diversas mutagdes genéticas podem causar doengas que
afetam a fertilidade masculina tais como sindrome de Klinefelter, microdele¢des no

cromossoma Y, sindrome de Kallmann e a sindrome da insensibilidade a andr6genos
58

(b) Fatores adquiridos

- Trauma testicular: ApGs a puberdade ou durante a puberdade os traumas testiculares

podem levar a alteracdes na producéo do esperma °.

- Obstrucdo ou sub-obstru¢do do trato urogenital proximal e/ou distal: Apesar dos
pacientes terem uma funcionalidade testicular normal, a obstru¢do ou subobstrucéo
pode causar auséncia de espermatozoides no esperma ou apenas uma diminui¢do na

concentracédo de espermatozoides °8.

- Varicocele: Este € um dos fatores mais comuns na infertilidade masculina, e é definida
pela dilatacdo das veias que drenam o sangue dos testiculos ®2. Este problema pode
causar aumento da temperatura testicular, da pressao intra-testicular, hipoxia devido a

atenuacdo do fluxo sanguineo e refluxo de metabolitos téxicos ®2. Consequentemente,
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ocorrem anormalidades no esperma, diminuicdo do volume dos testiculos e da funcao

das células de Leydig .
- Cirurgias que podem afetar a vasculariza¢@o dos testiculos

- Disfuncéo eréctil ou de ejaculacdo: Sao problemas raros na infertilidade. Na auséncia
de espermatozoides no liquido seminal e presenca na urina apos masturbacao, &

diagnosticado ejaculacéo retrégrada 8.
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2.Tecnicas laboratoriais de Procriacao

Medicamente Assistida

2.1. Laboratério de Andrologia

2.1.1.Avaliacdo espermatica

O ejaculado consiste numa mistura de secre¢cdes com dois componentes principais, 0s
espermatozoides (produzidos pelos testiculos) e os fluidos seminais (produzidos pelas
glandulas sexuais acessorias), contudo, esta mistura s6 se da quando os componentes
sdo expulsos para o exterior %, Numa avaliacdo espermatica tem-se como objetivo
analisar o normal funcionamento dos testiculos, assim como avaliar a fertilidade e o
sucesso de cirurgias como vasectomias . Para isto, sdo examinados os dois
componentes principais através de atributos quantificaveis: a concentragdo de
espermatozoides e o volume do ejaculado; contudo, existem muitos outros fatores que
devem ser avaliados como caracteristicas fisicas do ejaculado, morfologia e motilidade
dos espermatozoides %4, Apesar da avaliacdo espermatica ser um dos exames mais
importantes no laboratério para avaliar fatores masculinos, permanece um processo
complexo e dificil de padronizar . Existem diversas variaveis, tanto de medidas no
laborat6rio como do préprio paciente, que podem influenciar a andlise ou composi¢ao
do sémen: coleta ou ndo de todo o esperma; a atividade das glandulas sexuais
acessorias; o tempo de abstinéncia ejaculatéria; o tamanho dos testiculos do paciente;
o estado enddécrino; medicacdo do paciente; e suplementos ou medicamentos néo

prescritos 4.

7

Para uma avaliacdo espermatica basica € fundamental procedimentos pré-

processamento e procedimentos de processamento:
A. Pré-processamento

Estes procedimentos consistem na angariacdo de informacdo sobre o paciente e na
colheita e entrega da amostra. Antes de tudo é aconselhado ao paciente 2-7 dias de
abstinéncia sexual como é recomendado pelas regras da “World Health Organazation”
(WHO) %4, Contudo, alguns estudos indicam que periodos de abstinéncia curtos levam
a melhores resultados a nivel de motilidade, morfologia e integridade do ADN dos

espermatozoides enquanto periodos longos resultam em melhorias no volume do
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sémen e na concentracdo de espermatozoides %. Apds a rececdo da colheita esta deve
permanecer entre 20-37°C para concluir a liquefacdo, a qual devera terminar entre 15-
30 minutos ®*%°, Se a colheita néo for realizada numa sala privada ao lado do laboratério,
€ aconselhado a deslocacao do frasco de colheita junto ao corpo e de preferéncia

entregue no laboratério num méaximo 30-50 minutos 4.
B. Processamento

Apo6s a liquefacao, ou seja, depois de 30-50 minutos da ejaculagéo, o sémen devera ser
avaliado, sendo que a exposicao in vitro duradoura afeta qualidades como a motilidade
e morfologia dos espermatozoides %45, Para a avaliacdo € necessario a utilizacédo de
material estéril, guias de seguranca e boas praticas de laboratério uma vez que o sémen

€ uma amostra de risco bioldgico por ser um possivel portador de agentes infeciosos

64,65

Nesta fase sdo avaliadas caracteristicas macroscopicas e microscopicas do sémen

apos a liquefacao:
1) Avaliacdo macroscopica

- Aspecto e cor do ejaculado: Segundo a WHO (2021) um ejaculado normal devera ter
uma aparéncia homogénea e uma cor creme/cinzenta opalescente %*; para além disso,
o nivel de opacidade esta associado a concentracdo de espermatozoides, ou seja,
guanto mais opaco maior sera a concentracdo dos mesmos %4%; por outro lado, fora do
que podera ser normal, surgem outras cores como ligeiramente amarelado devido a
periodos de abstinéncia prolongados, vermelho acastanhado pela presenca de
eritrocitos (hematospermia) ou um amarelo bem visivel que sugere doencga no figado ou

consumo de determinadas drogas/vitaminas 6+%°,

- Liquefacdo: A liquefacao inicia-se logo a seguir a ejaculacao, tornando o ejaculado
coagulado num fluido mais aquoso, mas com viscosidade superior a agua; a WHO
sugere uma temperatura de 37°C e uma agitacdo suave da colheita para facilitar a
liquefacdo, no entanto, caso ndo haja agitacdo durante a liquefagédo é aconselhado uma

agitacdo suave durante 15-30 segundos antes de analisar a amostra %4,

- Viscosidade: A viscosidade do sémen pode ser avaliada aspirando-o com uma pipeta
e deixando cair devido a gravidade, caso a gota néo caia de forma discreta e forme um
fio maior que 2cm é considerada uma viscosidade elevada °4%; em situacGes de

viscosidade elevada a avaliacdo da concentracdo e motilidade dos espermatozoides
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sdo afetadas, podendo ser ultrapassada ao adicionar meio fisiol6gico ou enzimas

proteoliticas °°.

- Odor: Caso surja um cheiro de urina ou de putrefacdo é importante ser registado e
pode revelar importancia clinica, apesar disso, existe uma diversidade na intensidade

do cheiro “sui generis” do sémen 4,

- Volume: O volume de uma amostra de sémen permite a determinacdo do seu niumero
total de espermatozoides e reflecte o funcionamento das glandulas acessérias sexuais
6, Para a medicédo do volume a WHO (2021) recomenda pesar o sémen juntamente
com o frasco de colheita e de seguida é feita a subtragdo do peso do frasco ao peso do
conjunto resultando no peso/volume do sémen (1 g/ml) ; adicionalmente, se o volume

registado for entre 1.5-6 ml é considerado um volume normal de ejaculado .

- pH: In vitro o ejaculado tem tendéncia para se tornar cada vez mais alcalino, uma vez
que vai perdendo CO,, sendo assim, o ideal para a leitura do pH sera 30 minutos apés
ejaculacéo e nunca ultrapassar 1 hora; a medi¢do do pH consiste na deposi¢cdo de uma
gota de sémen bem misturado no papel medidor de pH e a cor que surge € comparada
com a faixa de calibracdo; os valores obtidos para serem considerados normais devem
estar entre o intervalo 6.0-10.0, em contraste, valores abaixo dos 7.2 indicam falta de
fluido seminal alcalino e valores acima do normal estdo relacionados com atrasos de

medicdo e mau manuseamento da amostra 545,
2) Avaliacdo microscopica

- Aglutinagdo: A aglutinacéo consiste na ligacé@o entre espermatozoides moveis afetando
a motilidade dos mesmos e a sua gravidade depende da estrutura que aglutina e do
nimero de espermatozoides °4%; devido a ligacdo entre espermatozoides esta
caracteristica pode influenciar de forma erratica as medigbes da motilidade e

concentragao °°.

- Agregacbes: Ao contrario da aglutinagdo, a agregacdo consiste na ligacdo de
espermatozoides a outras células ou a espermatozoides imoéveis e fios de muco;

contudo, também afeta as medic6es da motilidade e concentracdo de espermatozoides
64

- Presenca de outras células: Para além de espermatozoides o sémen pode apresentar
outras células tais como células epiteliais do trato genital urinario, células germinativas
imaturas e leucécitos; contudo, ndo € possivel distinguir leucocitos de células

germinativas imaturas sem a utilizacdo de uma técnica de coloragéo 4°°,
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- Concentracdo de espermatozoides: a concentracdo é designada pelo niumero de
espermatozoides numa unidade de volume de sémen e esta relacionada com o volume
dos testiculos, com a funcionalidade dos 6rgéos reprodutivos, assim como dependente
do volume do liquido seminal e prostatico 54%. A determinacdo da concentracdo de
espermatozoides numa amostra varia e depende do tipo de material usado assim como
do método. Adicionalmente, a calibracdo dos materiais/aparelhnos usados €

extremamente importante para assegurar uma medi¢cdo com preciséo .
A WHO (2021)% recomenda:

e 0 uso de uma camara de contagem, hemocitometro Neubauer (Fig. 9)

e microscopio 6tico de contraste de fase em ampliacdo x200 ou x400

e uma contagem minima de 200 espermatozoides em cada réplica para nao se
ultrapassar um valor aceitavel de erro de amostragem

¢ Na contagem a linha do meio presente nas trés linhas que delimitam um
quadrado grande (Fig. 9), deve ser considerado o limite de contagem

¢ Na performance das réplicas contar o mesmo nimero de redes e quadrados na
qual se fez a primeira contagem

e Para os calculos da concentracdo a soma das réplicas deve ser dividida por um
fator obtido através da diluicdo e nimero de redes ou quadrados grandes
contados (Fig. 9)

P PP T
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Figura 9.Hemocitémetro Neubauer. No painel da esquerda esta representado um esquema da area de visualizacdo do
hemocitdmetro, onde se encontra um quadrado grande central (C) e oito quadrados grandes na periferia (P). O quadrado
central apresenta 25 quadrados médios (painel do meio), sendo possivel verificar em cada (circulo no painel do meio)
16 quadrados pequenos incorporados (painel da direita). Adaptado de World Health Organization, 2021 5.

O valor de 15 x 108 por mililitro é considerado o limite entre um valor aceitavel de
espermatozoides e 0 que € considerado oligozoospermia (abaixo dos 15 x 108). Por
outro lado, o caso de auséncia de espermatozoides é definido como azoospermia e para

se confirmar o diagnéstico é necessario a andlise de pelo menos duas colheitas
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realizadas em dias diferentes. Para além disso, ainda na confirmagéo € necessario a

centrifugacéo e subsequente avaliagdo do sedimento ©°.

- NUmero total de espermatozoides: apds a determinacdo da concentracdo é possivel
determinar o nimero total de espermatozoides huma colheita através da multiplicacdo

do volume e concentracdo de espermatozoides nessa mesma colheita 5.

- Motilidade dos espermatozoides: Assim que a liquefacéo se encontra completa deve
ser determinada a motilidade do ejaculado, uma vez que este sofre desidratacéo e
alteracdes no pH e temperatura, o que influencia de forma negativa a motilidade 5455, A
WHO (2021) para a determinagdo da motilidade sugere passos semelhantes aos da
determinacdo da concentracdo de espermatozoides, contudo existem outras

recomendacdes %4

e E necessario a contagem de 5 campos por réplica no minimo, caso nesses 5
campos nédo existir pelo menos 200 espermatozoides aumentar o himero de
campos até perfazer 200 espermatozoides

e A escolha dos campos deve ser feita de forma aleatéria

e Em cada campo deve ser selecionada uma area para se realizar a contagem

¢ No final calcular a percentagem de cada categoria de motilidade

A WHO (2021) classifica a motilidade em 4 categorias: progressivos rapidos,
espermatozoides com movimento ativo e uma direcdo delineada; progressivos lentos,
espermatozoides com caracteristicas semelhantes aos anteriores, no entanto, com
movimento mais lento; ndo progressivos, espermatozoides que apresentam movimento
flagelar, contudo, ndo se deslocam do mesmo local ou em circulos muito pequenos; e
iméveis, aqueles que ndo apresentam qualquer movimento 4. Apesar disso, a WHO
estabelece um limite de referéncia de 32% de espermatozoides progressivos, caso haja

menos gue esse valor é considerado astenozoospermia 54,

- Vitalidade dos espermatozoides: Quando a concentracdo de espermatozoides moveis
é inferior a 40%, € importante distinguir entre os espermatozoides iméveis aqueles que
estdo mortos (necrozoospermia) e 0s que estdo vivos, mas com problemas de
motilidade (astenozoospermia) %%, Sendo assim, a vitalidade corresponde a
percentagem de espermatozoides imdveis vivos através da avaliagdo da integridade da
membrana dos mesmos numa amostra de sémen %¢. Para além disso, o teste mais
usado é o da coloragdo eosina-nigrosina, onde a eosina penetra células com membrana
comprometida, mortas, e ndo células com membrana intacta, vivas, deste modo, ocorre

coloracéo dos espermatozoides nao viaveis (Fig. 10) %45 Uma desvantagem deste
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método é o facto de as amostras usadas para o teste ndo poderem ser usadas de
seguida para as técnicas de PMA . Adicionalmente, existe um outro método, menos
usado que o teste eosina-nigrosina, que permite o uso das amostras testadas nas
técnicas de PMA, o teste hiposmatico. Neste teste os espermatozoides vivos com uma
membrana intacta, semipermeavel, irdo aumentar em volume flagelar na presenca de
uma solucéo hipoténica (Fig. 10) 5. Contudo, a WHO (2021) sugere o teste da eosina-
negrosina para testar a vitalidade, ndo existindo um limite exato, no entanto, caso mais
de 25-30% dos espermatozoides forem vivos e imdveis a causa pode ser um problema

genético ciliar .

Solugédo

0 ' R
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) « Variagdes no aumento de
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de esperma volume flagelar
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1 Gota de sémen
+ Teste hipo-osmético

2 Gotas de eosina
+

2 Gotas de nigrosina

Coloragdo eosina-nigrosina

Figura 10. Testes de viabilidade espermatica. (a) Coloragcdo com eosina-nigrosina. (b) Teste hipo-osmético. Adaptado de
Baskaran et al., 2020 .

- Morfologia dos espermatozoides: a morfologia, assim como a concentracdo e
motilidade dos espermatozoides, € essencial para a avaliacdo do funcionamento do
sistema reprodutor masculino (principalmente testiculos e epididimos). Na
espermatogénese ocorre as principais reorganizacdes morfolégicas que nado sao
homogéneas levando & producédo de um ejaculado com espermatozoides de diversas
aparéncias morfoldgicas 4%, Apesar disso, defeitos morfolégicos especificos como
globozoospermia, caudas multiplas, sem cabeca e displasia da bainha fibrosa estédo
associados a doencas genéticas ®°%8, Observacdes de amostras de espermatozoides

recolhidos do trato reprodutor feminino, como mucos endocervical e da superficie da
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zona peldcida, permitiram uma melhor definicdo de um espermatozoide “normal”, ou
seja, com potencialidade de fertilizacdo. Sendo assim, a avaliagdo da morfologia
consiste na analise de anomalias presentes na cabeca, peca intermédia, cauda e a
presenca de residuos citoplasmaticos nos espermatozoides (Fig. 11) 5. Além disso,
também é analisada/registada a presenca de defeitos especificos nos espermatozoides,
células germinativas imaturas e células que ndo sdo espermatozoides . A avaliacdo
da morfologia dos espermatozoides consiste nos seguintes passos: esfregaco de uma
gota de amostra numa lamina, secagem ao ar livre, fixacdo, coloracdo e analise ao
microscopio °. Na fase de coloracéo existem corantes como Papanicolau [sugerido pela
WHO, (2021)], Shorr e Diff-Quick, os quais garantem uma coloracao diferencial entre a
cabeca, acrossoma, cauda e residuos citoplasmaticos 4. Concluindo, a WHO (2010)
estabeleceu um limite minimo de 4% para espermatozoides de morfologia “normal” para
se considerar infertilidade (teratozoospermia), no entanto, na sexta edicdo, WHO
(2021), nao se estabelece limite minimo de morfologia “normal” sendo que esses limites

podem nao corresponder a realidade de um individuo 54,

A. Defeitos na cabeca
(@ (b) (c) (@ (e) ()

Afilado Piriforme Redonda Amorfa Com Acrossoma
, 1 o vacuolos pequeno
Sem

acrossoma

Pequena

B. Defeitos na peca intermédia C. Defeitos na cauda D. Excesso de residuos
citoplasmaticos
() () 0] 0] k) 0 (m) (n)
Pescoco Assimétrico  Grossa Fina Pequena Torcida Enrolada > Que um terco
torcido da cabeca

Figura 11. Anomalias morfolgicas nos espermatozoides. Adaptado de World Health Organization, 2021 %,
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2.1.2.Extracdo de espermatozoides

A infertilidade € um problema com diversas causas e uma grande parte delas pode ser
masculina, como é o caso da azoospermia (10-20% dos casos de infertilidade
masculina) e este problema pode ter origem obstrutiva ou ndo obstrutiva (60% dos casos
de azoospermia) %970, Para contornar a auséncia de espermatozoides no ejaculado
surgiram diversas técnicas para recolha de espermatozoides nos testiculos ou
epididimos, tais como: aspiracdo testicular de espermatozoides (TESA), aspiracao
percutanea de espermatozoides do epididimo (PESA), extracdo de espermatozoides
testiculares (TESE), microaspiracéo de espermatozoides do epididimo (MESA) e micro-
TESE. Estas técnicas, para além de serem exercidas em situacfes de azoospermia ndo
obstrutiva e azoospermia obstrutiva quando a tentativa de reconstrucédo falhou, séo
também uma opc¢éo para falhas na ejaculagéo durante um ciclo de ICSI e em asteno-
/necrozoospermia total "*. Contudo, na maioria das situacdes de azoospermia néo
obstrutiva s6 se tornou possivel ultrapassar a infertilidade devido ao desenvolvimento
das técnicas de recolha de espermatozoides dos testiculos e epididimos, assim como
ao desenvolvimento da ICSI, ao contrario do que acontecia no passado onde o0s

pacientes apenas tinham como alternativa a doacéo de espermatozoides ou adogéo .
TESA

A TESA corresponde a aspiracdo de esperma do testiculo ndo sendo necessario
material cirargico e pessoal especializado, para além disso desenvolveu-se a partir da
biépsia testicular (Fig. 12) 2. Para este tipo de extragdo surgiram métodos de aspiracdo
com agulha fina para se recolher os espermatozoides: pistola de bi6psia ou agulha entre
19-23 de calibre 2.
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\

Figura 12. Técnicas de extragdo de espermatozoides do testiculo. A) Aspiracao testicular (TESA). Uma agulha associada
a uma seringa € inserida no testiculo. A seringa € movida dentro do testiculo de forma a romper os tubulos seminiferos
e aspirar espermatozoides de diferentes areas (Al). Um pedaco de tecido é aspirado e com a ajuda de pingas é removido
(A2). B) Extracdo convencional de espermatozoides (TESE). As amostras colhidas sdo mergulhadas em meio de cultura
adequado (C1), e o tubo é transferido para o laboratério para processamento posterior (C2). O homogeneizado é no final
analisado microscopicamente e confirmada a presenca de espermatozoides (C3). Adaptado de Esteves et al. 2011 ™.

Durante a aspiracdo do esperma, este é aspirado para um tubo com meio aquecido e
logo de seguida transferido para o laboratorio, onde se d& a andlise microscopica para
a presenca de espermatozoides, caso estes estejam ausentes pode executar-se

aspiracao do testiculo do lado oposto .

TESE

Este método consiste em bidpsias testiculares para posterior extracdo dos
espermatozoides do tecido recolhido (Fig. 12), apesar disso, nos dias de hoje é
considerado o método padrdo por ter melhores probabilidades de recolha de
espermatozoides (excluindo a micro-TESE) 2. Esse melhor rendimento na recolha
deve-se a maior quantidade de tecido que é removido, contudo, tem taxas de
complicac6es mais elevadas e maior tempo de operacdo com as mudltiplas bidpsias.

Apesar de tudo, as vantagens deste método sobrepdem-se as suas desvantagens 2.
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Com a TESE conseguem ser extraidos espermatozoides em cerca de 50-60% dos

casos de azoospermia ndo obstrutiva e 100% dos casos de azoospermia obstrutiva 5.

Concluindo, existem questbes que ainda ficam por responder como o melhor local para

se recolher tecido no testiculo e quantas biépsias devem ser realizadas 2.
Micro-TESE

A micro-TESE surgiu com o intuito de colmatar problemas que ocorrem da TESE, sendo
que nesta ultima ocorriam interrupgdes na vasculatura do testiculo, devido as mdltiplas
biépsias exercidas, o que pode resultar em atrofia testicular 2. Este método, como
consiste numa operagdo com um microscopio (Fig. 13) para a procura de locais de
producado no testiculo, apresenta melhores taxas de recolha de espermatozoides em
comparagdo com a TESE, contudo, a micro-TESE ainda € recente, néo foi totalmente

aceite e também apresenta as suas desvantagens "2,
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Figura 13. Extragdo microcirdrgica de espermatozoides (micro-TESE). E realizada uma incisdo Gnica e grande numa
area avascular da albuginea para expor o parénquima testicular (A). De seguida, é realizada uma microdissecagao (B)
do tubulo seminifero para identificar e remover grandes tubulos com potencial para terem células germinativas e
espermatogénese ativa (B1). Enquanto tubulos pequenos tém menor probabilidade (B2). As amostras testiculares
extraidas sdo transportadas para o laboratério onde séo processadas (C1) e posteriormente analisadas (C2). Adaptado
de Esteves et al. 2011 7,

PESA

Esta técnica consiste na aspiragdo de espermatozoides do(s) epididimo(s) com a ajuda
de uma agulha fina que é injetada diretamente no escroto e esta conjugada com uma
seringa contendo meio de cultura para espermatozoides aquecido (Fig. 14) . Esta
aspiracdo € repetida noutros locais do epididimo até ser encontrado um numero
adequado de espermatozoides pelo laboratério 7. E uma técnica simples, rapida e no
exige uma cirurgia aberta, no entanto, ndo se sabe ao certo o local no epididimo que
contém espermatozoides podendo falhar o seu encontro e para além disso, pode ocorrer

mistura de células sanguineas ao injetar um vaso sanguineo .
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Figura 14. Técnicas de extracédo de espermatozoides dos epididimos. A) Aspiracdo de espermatozoides dos epididimos
(PESA). Os epididimos sao estabilizados com a ajuda das maos, sendo inserida, através do escroto, uma agulha
associada a uma seringa (Al), resultando na aspiragdo de fluido. B) Aspiragdo microcirdrgica de espermatozoides dos
epididimos (MESA). Neste procedimento o epididimo é exposto e um tubulo epididimo é dissecado e aberto. O fluido
proveniente do tubulo é aspirado (B1). No final o fluido € mergulhado em meio de cultura adequado (C1), transportado
para o laboratdrio, onde é analisado microscopicamente e confirmada a presenca de espermatozoides (C2). Adaptado
de Esteves et al. 2011 7,

MESA

Assim como a PESA, a MESA, corresponde a extragdo de espermatozoides do
epididimo, contudo, a diferenca entre estas duas técnicas é que na MESA ocorre uma
cirurgia aberta através de um microscopio (Fig. 14) 1. Para esta técnica é realizada uma
excisdo no escroto e o epididimo é aberto, deste modo, o fluido espermatico que é
libertado é aspirado para uma seringa contendo meio de cultura para espermatozoides
L7 Caso ndo haja espermatozoides suficientes num local identificados no laboratério,
¢ feita nova abertura no mesmo epididimo ou no outro até serem encontrados suficiente
4, Esta técnica permite uma extracdo com auséncia de células sanguineas e extracéo
de um grande numero de espermatozoides moveis, contudo, é necessario pessoal

especializado, um microscopio e tempo para se realizar a cirurgia aberta 7.
Processamento de amostras de epididimo e testiculo

Apos o procedimento de extracdo de espermatozoides, as amostras séo recolhidas para

um tubo contendo meio de cultura para espermatozoides (evitando aglutinacéo) a uma
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temperatura de 37°C e de seguida o conjunto € encaminhado para o laboratério. No
laborat6rio ocorre a verificacdo, o mais rapido possivel, do numero suficiente de
espermatozoides méveis para o desencadear da ICSI ou criopreservacdo . O
processamento de amostras de epididimo e testiculo serd descrito mais adiante na

seccdo de Preparacéo de espermatozoide (Secc¢éo 2.1.4).
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2.1.3.Criopreservacao de espermatozoides

Os espermatozoides de ser humano foram pela primeira vez criopreservados por Lazaro
Spallanzani, contudo, o seu método de congelagdo nao trazia grande rendimento ®77,
Mais tarde, com a descoberta das propriedades crioprotetoras do glicerol 7, Bunge e
Sherman em 1953 conseguiram obter com sucesso gravidezes e hascimentos através

de espermatozoides criopreservados com glicerol em azoto liquido 8.

Apesar dos espermatozoides apresentarem uma elevada resisténcia ao congelamento
devido a sua baixa quantidade de agua intracelular e devido a sua composicéao de lipidos
na membrana plasmatica, estes também sdo prejudicados nas proteinas que estédo
envolvidas na permeabilidade da membrana, motilidade, metabolismo, apoptose,
capacitacdo e fertilizacédo %. Contudo, nos dias de hoje existem diferentes técnicas de
criopreservagdo que foram melhorando conseguindo-se ultrapassar os problemas de
criopreservagado e manter a motilidade e viabilidade dos espermatozoides durante mais

tempo 7.

Uma das grandes vantagens da criopreservacao de espermatozoides € a preservacao
de fertilidade. Nestas situacdes 0s pacientes irdo ultrapassar procedimentos que podem
comprometer a sua fertilidade como tratamentos citotdxicos (quimioterapia e
radioterapia), tratamentos cirlrgicos e ocupacao em cargos de risco para a fertilidade
6476 Para além disso, a criopreservacao de espermatozoides também pode ser utilizada
para preservar espermatozoides de dadores e em casos de paciente azoospérmicos
gue passaram por procedimentos de recolha de espermatozoides dos testiculos ou
epididimos °. Também se pode recorrer a criopreservacdo dos espermatozoides
quando existe dificuldade do paciente para realizar a colheita e para evitar transmisséo

de infegdes ®.
Protocolos para a criopreservacéo de espermatozoides

Existem riscos na criopreservagcao e armazenamento dos espermatozoides, tais como
0s encontrados na seguranca das amostras assim como do pessoal, manutencdo do
local e dos niveis de nitrogénio e ainda riscos de contaminacéo cruzada %4. Para isso,
sd0 necessarias boas praticas de laboratorio de andrologia, algumas delas séo:
identificacdo adequada das amostras e armazenamento das mesmas numa sala e
tanque seguros, utilizacéo de equipamento de seguranca adequado (como luvas e bata)

e controlo dos niveis de nitrogénio 4.
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No processo da criopreservagédo ocorre o risco de formacdo de cristais de gelo que
consequentemente provocam stress oxidativo e osmoético nos espermatozoides 7620,
Sendo assim, 0 sucesso da criopreservacao de células depende drasticamente da
formacgédo de cristais de gelo intracelulares, os quais sdo evitados com o uso de
crioprotetores. Nos dias de hoje, existem dois tipos de crioprotetores: 0s permeaveis
(sulfoxido de dimetilo e glicerol) e os impermeéveis/ndo permeaveis (albuminas,
dextrano e citrato de gema de ovo) %. Os crioprotetores permedveis sdo aqueles que
tém a capacidade de ultrapassar a membrana plasmatica e substituir a agua intracelular,
enquanto os impermeaveis/ndo permedveis ndo conseguem entrar nas células, mas

criam um gradiente osmético desidratando as células #°.

A WHO (2021) sugere o uso do crioprotetor GEYC (conjunto: glicerol - gema de ovo -
citrato), que deve ser adicionado aos poucos e misturado suavemente ao sémen
(adicionando metade do volume de crioprotetor em relacédo ao volume de sémen), apos
isto, a mistura deve ser incubada por 5 minutos entre 30-35°C. Seguidamente, é
realizada a aspiragcdo da mistura de sémen com o crioprotetor para palhetas de

criopreservacdo de espermatozoides, que no final devem ser seladas ®*.

Para além disso, as palhetas depois de preenchidas seguirdo um protocolo de
congelacdo: congelacdo lenta programada, que consiste na diminuicdo lenta da
temperatura; congelacdo a vapor, onde inicialmente os espermatozoides permanecem
em azoto liquido a vapor durante 1-2 horas e posteriormente colocados em azoto
liquido; e a vitrificagcdo, quando os espermatozoides sdo imediatamente submersos em

azoto liquido 54,

Nos casos de congelacdo de espermatozoides provenientes da recolha nos testiculos
ou epididimos, o protocolo é 0 mesmo que para o ejaculado, contudo, nos casos de
baixa quantidade de espermatozoides recolhida existem alteracdes recomendadas .
Para estes casos a WHO (2021) tem como sugestao criopreservar as amostras de
espermatozoides obtidas usando um crioprotetor de glicerol, glucose e solucdo de
tiroide (TGG). E misturado e adicionado cuidadosamente o mesmo volume de
crioprotetor ao volume da preparacdo de espermatozoides, de seguida sdo executados

0S Mesmos passos que para a congelacdo do ejaculado .

Por vezes é necessario o transporte das amostras criopreservadas e para isso é
utilizado um contentor, disponivel comercialmente, arrefecido com nitrogénio liquido e

que poderd permanecer com as amostras durante dias mantendo a temperatura .
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Na descongelagdo das amostras as palhetas removidas do azoto liquido s&o
imediatamente colocadas a 37°C, e ap6s descongelacdo a mistura de sémen e
crioprotetor é descarregada para um tudo de centrifuga. Antes de centrifugar a mistura
(10 minutos a 500g) é adicionado meio de cultura para espermatozoides. E removido o
sobrenadante da amostra resultante e o pellet diluido num volume adequado de meio

de cultura para espermatozoides 5.
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2.1.4.Preparacao de espermatozoides

Apbs ejaculacao, os espermatozoides presentes no sémen tém de passar por diversos
passos de maturacdo para adquirir a capacidade de fertilizacdo, apesar disso, o plasma
seminal, depois de 1 hora, pode ter influéncia negativa sobre os espermatozoides
através dos danos provocados por outras células, pelo aumento de osmolaridade e pela
inibicdo da sua maturagdo ®4®, Adicionalmente, em condicdes in vivo, ocorre uma
selecdo dos espermatozoides no trato genital feminino, ou seja, 0os espermatozoides

moveis sdo separados dos iméveis e do plasma seminal 8.

A partir das informacdes descritas acima € evidente a necessidade de separar 0s
espermatozoides do plasma seminal, em condicbes in vitro, para que o0s
espermatozoides adquiram a capacidade de fertilizar os odcitos 4882 Com isto,
surgiram as técnicas de preparacdo de espermatozoides, que tém como objetivo
recuperar uma maior percentagem de espermatozoides de morfologia normal, méveis e
com danos reduzidos no ADN, aumentando as probabilidades de fertilizagdo e

consequentemente aumentando a eficacia das técnicas de PMA 6482,
Diferentes técnicas de preparacdo de espermatozoides:

Em aplicagOes terapéuticas nas técnicas de preparacdo de espermatozoides é crucial o
uso de técnicas e materiais estéreis. Em todas as técnicas de preparagdo o meio de
cultura para espermatozoides sugerido pela WHO (2021) é constituido por uma solucao

salina, proteinas e um tampé&o para as condi¢cGes ambientais 5.
. Lavagem simples

Esta técnica consiste na diluicdo do esperma em meio de cultura e posteriormente séo
realizadas centrifugagfes com o objetivo de separar os espermatozoides do liquido
seminal (Fig. 12), no entanto, juntamente com 0s espermatozoides sdo separados
outros tipos de células como os leucécitos 6482, Sendo assim, é uma técnica que resulta
em bom rendimento de concentracdo em situacdes de normozoospermia %4882 As
centrifugacdes sdo aconselhadas entre os 300-500g e apds cada centrifugacdo €&
descartado o sobrenadante e o pellet é diluido em novo meio de cultura. Contudo,
guando se opta por um menor nimero de lavagens é aconselhado um aumento do meio
de cultura adicionado nas lavagens assim como um aumento da forga de centrifugacao

e tempo da mesma 5.

Apesar deste método ser simples e barato, a centrifugacao repetida das amostras

resulta numa suspensao de espermatozoides com motilidade reduzida e pode provocar
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a producdo de espécies reativas de oxigénio, o que prejudica a competéncia dos

espermatozoides para a fertilizagéo .

Lavagem
simples
L
= ”— o o~
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1. Mistura 2. Remogdo do 3. Lavagem 4. Remogiodo 5. Resuspensdo
sobrenadante sobrenadante
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sémen o = =
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1. Adigdo dos 2. Remogdo do 3. Lavagem 4, Remogdo do 5. Resuspensdo
gradientes e do sémen sobrenadante sobrenadante

Figura 15. Representagdo esquematica das técnicas de preparagdo de espermatozoides. S&o apresentadas 3 técnicas:
uma lavagem simples, o swim up e os gradientes de densidade. Adaptado de Montag and Morbeck, 2017 &°.

. Swim-up

7 7

O swim-up € uma técnica baseada na migracdo dos espermatozoides e € a mais
utilizada para pacientes com normozoospermia e em casos de infertilidade feminina,
contudo, néo é ideal para sémen de ma qualidade 8%2, Em comparacédo com a lavagem
simples este método tem um rendimento de concentracdo menor, no entanto, esse
rendimento deve-se a selecao de espermatozoides moéveis e consequentemente tem
como vantagem uma maior percentagem desses mesmos espermatozoides e de melhor
morfologia e ainda auséncia de espermatozoides iméveis, outras células e fragmentos

celulares 548182,

O swim-up consiste na deposicdo de meio de cultura sobre a amostra de sémen
liquefeito num tubo de centrifuga, ou o contrério (Fig. 12). Apesar disso, é considerada

a realizacdo de uma lavagem do sémen antes do swim-up, no entanto, estudos
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anteriores demonstraram que esse passo pode resultar em danos de peroxidacdo nas
membranas dos espermatozoides, levando a sugestdo de um swim-up direto (Fig. 12)
6480 Adicionalmente, durante o swim-up o rendimento de espermatozoides méveis que
irdo migrar para o meio de cultura pode ser melhorado aumentando a area de contacto
do sémen com o meio de cultura ao inclinar o tubo de centrifuga 45°¢ durante 1 hora a
370C 482 Apds o swim-up é recolhido meio de cultura da camada superior, onde se

encontra uma grande quantidade de espermatozoides moéveis (Fig. 12) 54,
. Gradientes de densidade

Os gradientes de densidade sdo normalmente usados em situagbes de baixa
concentracdo, motilidade e morfologia de espermatozoides, para se selecionar aqueles
de boa qualidade e reduzir a presenca de fragmentos celulares e outras células

presentes no sémen 648,

Existem dois tipos de gradientes de densidade, os continuos, que consistem na
diminuicdo gradual da densidade, e os descontinuos, onde se verifica uma separagéo
nitida entre os 2-3 gradientes usados 8182, Estes gradientes de densidade s&o
compostos de silica coloidal revestida com silano que favorece a separagdo baseando-
se na densidade das células, e o0 os gradientes descontinuos sdo os mais usados e
sugeridos pela WHO (2021) 4.

Esta técnica requer o uso de um tubo de centrifuga na qual séo carregados os gradientes
na ordem de maior densidade para o de menor densidade e de seguida é depositado o
ejaculado sobre o gradiente de menor densidade (Fig. 12). Esta ordem no tubo de
centrifuga vai permitir a separagéo dos espermatozoides apds uma centrifugagéo (300-
4009) de 15-30 minutos -8, Por Ultimo, podera ser necessario um passo adicional de

lavagem do pellet para remocéo do meio de gradientes .
. Amostras infetadas com virus da imunodeficiéncia humana (VIH)

O VIH pode ser encontrado no fluido seminal e em células presentes no sémen, contudo
ndo tem como vetor os espermatozoides 5484 Deste modo, os espermatozoides de um
paciente infetado com VIH podem ser usados para técnicas de PMA sem que a sua
descendéncia seja infetada, no entanto, é necessario o uso de boas técnicas de
preparacdo de espermatozoides para se poder separar de forma eficaz os
espermatozoides do resto dos componentes do sémen. O uso de gradientes de
densidade descontinuos seguido de swim-up pode ser um método eficaz para a

descontaminacdo do VIH no sémen, contudo, apls estes passos € necessario uma
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analise através da reagcdo em cadeia da polimerase via transcri¢éo reversa (RT-PCR)

para garantir que a amostra a ser usada néo esta contaminada .
. Amostras de espermatozoides recolhidos de testiculos ou epididimos

Existem duas formas de processamento das amostras provenientes do epididimo:
centrifugagéo com gradientes de densidade ou uma lavagem simples. A deciséo entre
as duas, ou a utilizacdo de ambas, depende da concentracdo de espermatozoides
esperada e da presenca de eritrécitos, detritos celulares e espermatozoides imoveis.
Deste modo, uma lavagem simples com meio de cultura para espermatozoides é

aconselhada para casos de baixas concentracdes de espermatozoides ™.

Por outro lado, os fragmentos de testiculo recolhidos ap6s uma bidpsia testicular sao
colocados numa placa de petri com meio de cultura para espermatozoides para o seu
processamento. Cada laboratério opta pelos seus métodos de processamento padrao,
contudo, estes métodos consistem em maceracdo do tecido testicular ou digestdo
enzimatica para provocar a libertacdo dos espermatozoides, de seguida, a suspensao
obtida sofre uma centrifugacdo com meio de cultura para espermatozoides ou com
gradientes de desidade ou lavagens com tampdes adequados (Fig. 12). A diferenca
entre processamento mecanico e digestao enzimatica consiste no tempo do processo,

onde o processamento mecanico é mais rapido °.

Nas amostras provenientes de testiculo e epididimo a diferenca existente é a
contaminacdo da amostra com células ndo germinativas e glébulos vermelhos,

verificando-se maior contaminagdo nas amostras de testiculo recolhidas em bidpsia ®*.
Deciséo de escolha do método:

Na consideracao do método de preparacao de espermatozoides a ser utilizado em cada
técnica de PMA é essencial a escolha daquele que tenha a maior quantidade de
vantagens: ser rapido e eficaz; isolar o maior nimero de espermatozoides possivel;
minimizar os danos possiveis nos espermatozoides isolados (tanto no ADN como
morfol6gicos); separar os espermatozoides moéveis dos imoveis, de outras células no
esperma e fragmentos celulares; reduzir as substancias toxicas ou bioativas; e permitir
o processamento de grandes volumes de sémen %81, Para além disso, dependendo da
origem da amostra de sémen, da qualidade da amostra e do propésito final da mesma
existe uma variedade de métodos de preparacdo de espermatozoides, sendo que

algumas delas foram descritas anteriormente 482,
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A lavagem simples do esperma é apenas aconselhada para casos de normozoospermia
e totalmente desaconselhado em situagbes de contaminag&o. Adicionalmente em
situacdes de normozoospermia também € sugerido o uso de swim-up, também podendo
ser usado em oligoastenoteratozoospermia moderada. Quando a
oligoastenoteratozoospermia deixa de ser moderada e piora até severa o método de
escolha preferencial é o dos gradientes de densidade onde também se pode obter uma
melhor descontaminacéo ®4#°. Apesar disso, existem estudos com a combinacéo de
métodos de preparacdo, por exemplo, a combinacdo de gradientes de densidade
seguido de swim-up que pode selecionar os espermatozoides com melhor morfologia e

com auséncia de fragmentagdo de ADN &,

Concluindo, cada laboratério deve adaptar cada método ou combinacéo de métodos da
melhor forma para obter os melhores resultados de espermatozoides a ser usado para

as diferentes técnicas e PMA %4,
Apos isolamento dos espermatozoides

Os espermatozoides obtidos apds os métodos de preparagdo podem encontrar-se em
grande parte iméveis, principalmente aqueles que sdo provenientes da recolha dos
testiculos ou dos epididimos 8. Deste modo, existem compostos como a pentoxifilina
que sdo usados para estimular o movimento flagelar dos espermatozoides tanto em
amostras frescas como criopreservadas 8%, Contudo, a estimulagdo excessiva com
pentoxifilina pode levar a rea¢do acrossdmica precoce, culminando num uso limitado
nos ciclos de PMA, havendo programas que apenas consideram o uso de pentoxifilina

em amostras recolhidas dos testiculos e epididimos &2,
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2.1.5.1IU

A inseminacgdo intra-uterina (lIU) € um tratamento de infertilidade, que consiste na
inseminacdo de uma amostra de espermatozoides apds processamento na cavidade
uterina superior em sincronizagdo com o tempo de ovulacéo 8%, Esta técnica de PMA
€ nao invasiva e esta na primeira linha de tratamento de infertilidade para pacientes
com, por exemplo, uma das seguintes causas: fator cervical; fator masculino de leve a
moderado; endometriose leve; fator imunolégico; impossibilidade de ter relacfes
sexuais via vaginal; mulher solteira; inseminacao via doador de esperma; e infertilidade
inexplicada, a mais comum a ter como indicacdo a llU #%°, Contudo, existem condicdes
necessarias para que se consiga realizar [lU como ocorréncia de ovulagao, presenca de
pelo menos uma trompa de Fal6pio e uma concentracdo de espermatozoides moéveis

apropriada 8,

Existe uma variedade de fatores que podem afetar o sucesso da IlU, incluindo: a idade
da mulher, quanto mais idade menor serd a probabilidade de sucesso; duracdo da
infertilidade; o protocolo de estimulag&o; o numero de foliculos pré-ovulatérios; o nimero
total e normal de espermatozoides depois de processamento; 0 momento e realizagédo
da llU; a frequéncia de 1lUs; e a espessura do endométrio no dia da inseminagéo 8%,
Apesar disso, esta grande diversidade de fatores é responsavel pelas taxas de sucesso

inferiores as encontradas nas outras técnicas de PMA %©

AS 1lUs podem ter uma abordagem com ciclo natural ou um ciclo de estimulacdo, onde
neste dltimo a administracdo de medicacdo (como citrato de clomifeno, letrozol ou
gonadotrofinas) tem como objetivo o desenvolvimento de mudltiplos foliculos
aumentando as probabilidades de fertilizacdo . No entanto, a abordagem com ciclo
natural apresenta taxas de sucesso muito baixas em relacdo aos ciclos de estimulacéo,
uma vez que existe maior dificuldade na previsdo da ovulagédo, mas pode ser ideal para
casais que rejeitam toma de medicacdo ou evitar uma gravidez multipla 6.
Adicionalmente, também é bastante discutida a considera¢do de uma U dupla por ciclo,
sendo que esta tem como objetivo melhorar a sincronizagdo entre a ovulagéo e a
inseminacdo aumentando a probabilidade de encontro dos gametas e
consequentemente melhorar as taxas de sucesso/gravidez 8. Contudo, normalmente
€ executada uma Unica IlU, uma vez que uma segunda IlU torna o procedimento mais
caro, mais moroso e pode ocorrer perda na qualidade do sémen porque a segunda

colheita é necesséaria apenas algumas horas depois da primeira .
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Dia da inseminacao

No dia da inseminacédo € realizada a colheita de sémen para um frasco de colheita via
masturbacéo, na instituicdo a ser realizada a 1lU ou em casa com prazo de entrega no
laboratério até 1 hora e permanecendo sempre a temperatura corporal. Apds a rececao
da colheita pelo laboratério a mesma é deixada a liquefazer, sendo de seguida analisada
a concentracdo e motilidade e também processada através de um protocolo de
preparacdo de espermatozoides mais adequado e selecionado pelo laboratério 8. No
final da preparacao dos espermatozoides, a amostra € carregada num cateter que esta

inserido no canal cervical e cavidade uterina ©6.

50



FCUP
Técnicas de Procriacdo Medicamente Assistida: influencia da cultura em grupo de o6citos da
cultura em grupo sobre as taxas de fecundacgéo e de embrides utilizados

2.2. Laboratorio de Embriologia

2.2.1.Manipulacao de odcitos

1) Puncdes foliculares

Inicialmente, as puncdes foliculares eram realizadas através de laparoscopia, no
entanto, nos dias de hoje sdo realizadas por uma técnica transvaginal guiada por
ultrassonografia °!, Entre 34 a 38 horas antes de se realizar a puncéo é necessario a

administracdo de um protocolo de estimulacéo ovarica %%,

No momento da punc¢éo, depois da confirmac¢do dos dados da paciente, os foliculos
visualizados por ultrassonografia sado aspirados para um tubo teste com meio
tamponado pré-aquecido (37°C) para a colheita dos o6citos. Este meio tamponado
contém agentes quimicos organicos, meio salino com tampéo de fosfato ou meio
contendo HEPES, com efeito de tamp&do para manter o pH fisiolégico 8861, Apos
colheita das amostras estas sdo entregues de imediato ao laboratério para posterior

analise por embriologistas.
Préatica laboratorial

Aspetos importantes a serem tomados para ndo causar danos para 0s 06citos séo a
baixa exposi¢ao luminosa das amostras durante todo o procedimento e um controlo da

temperatura, mantendo as amostras a temperatura corporal (370C) 808691,

Ao serem recebidas no laboratério, as amostras séo transferidas do tubo teste para uma
placa de Petri de 100 mm e verificadas pela presenca de complexos cumulus-o0cito,
numa lupa binocular (Fig. 3) 88, Os complexos cumulus-odcito encontrados sdo
pipetados para uma nova placa de 60 mm, preparadas no dia anterior e nesse mesmo
dia incubadas a 37°C e 6% de CO,, contendo meio de tamp&o coberto por 6leo mineral
(exemplo: dleo de parafina) 88, De seguida, Montag e Morbeck sugerem a remogao do
excesso de sangue e de células do cumulus com a ajuda de agulhas e com movimentos
suaves, apods este passo os complexos sdo lavados ao serem transferidos para uma
nova placa contendo meio de cultura coberto por 6leo mineral 8. Estes complexos,
depois da lavagem, sdo transferidos para placas de cultura com gotas de meio de cultura
(meio de fluido tub&rio humano com tampdo HEPES ou outro meio para odcitos com
bicarbonato) cobertas por 6leo mineral, também preparadas no dia anterior e nesse

mesmo dia incubadas a 37°C e a 6% de CO, 898, Por fim, as placas de cultura, com um
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méximo aconselhado de 10 odcitos por placa, sdo incubadas a 37°C e entre 5-6% de
CO, até ao momento de inseminacéo ou desnudacéo e devidamente identificadas 8¢,

Todo este procedimento de manipulacdo das amostras deve ser realizado em condi¢des
asseéticas, realizando-se numa camara de fluxo laminar, com o uso de luvas e mantendo
todas as praticas para garantir tanto a protecdo do pessoal do laboratério como dos
odcitos . Adicionalmente, a camara de fluxo laminar devera ser limpa com um

detergente seguro para odécitos antes e depois de ser usada para a colheita de odécitos

80

i) Desnudacéo
Com a evolugéo e surgimento de novas técnicas de PMA instalou-se uma necessidade
de classificagcdo, ou seja, avaliacdo da competéncia e maturidade do odcito para ser

fecundado. Nem todos os od6citos recolhidos das puncgbes foliculares tém as
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caracteristicas essenciais para se obter uma fecundagdo, no entanto, essas
caracteristicas apenas séo visiveis na auséncia das células do cumulus que envolvem
o0 odcito (Fig. 3) %. A ICSI, foi uma técnica que exigiu a remocéo das células do cumulus,
a qual se chama desnudacao, uma vez que é essencial a visualizacdo do odécito para
ser avaliado, e, se reunir condiges, ser selecionado, mas também permitir a

visualizacéo e realizacéo da técnica 8939,

O processo de desnudacdo combina dois mecanismos importantes, um enzimatico e
outro mecanico. No mecanismo enzimatico o odcito é exposto a uma enzima, a
hialuronidase, que é responsavel pela digestdo do acido hialuronico que estabelece a
ligagdo entre as células do cumulus. Durante essa exposi¢cdo, os complexos cumulus-
odcito sdo repetidamente aspirados com ajuda de pipetas de desnudacéo, dando-se
assim a remocdo das células do cumulus envolvendo o odcito 8%, realizando desta
forma o mecanismo mecanico. Durante estes dois mecanismos € essencial ter em
atencdo ao tempo de exposi¢do e concentracdo da hialuronidase, sendo que, devem
ser mantidos no seu minimo para evitar danos no oécito. Para além disso, as aspiracdes
do complexo cumulus-o6cito devem ser realizadas de forma cuidadosa evitando

aspiracées vigorosas 89395,
Protocolo laboratorial

Na pratica, para a desnudacao é necessario a preparacdo de placas de desnudacao.
Estas placas sdo compostas por gotas de meio tamponado HEPES e com pelo menos
uma gota de uma solucdo de hialuronidase cobertas com 6leo mineral. Depois de
preparadas estas placas devem ser incubadas/equilibradas a 37°C 8. No momento da
desnudacdo o complexo cumulus-odcito € transferido para a gota contendo
hialuronidase, presente nas placas equilibradas, e posteriormente aspirados
repetidamente durante alguns segundos até se proceder a remocao das células do
cumulus. Por fim, os o6citos séo lavados nas outras gotas de meio tamponado HEPES

para proceder a remocéao de restos de enzima &,
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iii) Criopreservacao
A criopreservacao de o6citos teve o seu progresso de forma lenta e apenas 30 anos
apos o primeiro nascimento, com um o6cito congelado, tornou-se aceitavel, ou seja, as
técnicas foram consideradas eficazes e seguras pela Sociedade Americana para a
Medicina Reprodutiva (ASRM) e pela Sociedade Europeia da Reproducdo Humana e
Embriologia (ESHRE), deixando de ser apenas téchicas experimentais e também serem
incluidas nos ciclos de PMA #2%_Nos dias de hoje a criopreservacdo de odcitos pode
ser solucéo para congelar odcitos provenientes de doacgéo, preservacao de fertilidade
(em situacbes de mulheres que irdo passar por tratamentos de cancro, homens
transgénero e consideracao de uma gravidez mais tardia), quando existe limitacdes
éticas/legais para a criopreservacao de embribes, falha na colheita de esperma no dia

da FIV, etc, 808386.%,

Alguns dos problemas relacionados com a criopreservacdo estdo envolvidos com a
formacdo intracelular de cristais de gelo, danos na membrana plasmatica,
despolimerizacéo dos microttbulos e o endurecimento da zona pellcida . Desta forma,
as técnicas de criopreservacgdo de oocitos baseiam-se na utilizagdo de crioprotetores,
gue reduzem a formacgéo de cristais de gelo durante a reducdo da temperatura para
temperaturas abaixo de 0°C. Existem duas técnicas possiveis: congelacdo lenta ou
controlada, que consiste na exposi¢ao inicial dos odcitos a uma baixa concentragéo de
crioprotetores permeaveis (como o glicerol, DMSO e PrOH) e ndo permeaveis (como a
glucose, sacarose, frutose e trealose), seguida de uma reducéo lenta da temperatura; e
a vitrificacdo, que consiste na exposic¢ao inicial dos o6citos a uma concentracéo elevada

de crioprotetores permedaveis e em seguida a uma reducao ultrarrapida da temperatura

80,83,96

Inicialmente, a congelagéo lenta era a técnica mais utilizada na criopreservacdo de
odcitos, no entanto, apesar de usar uma baixa concentracdo de crioprotetores levando
a uma baixa toxicidade, a baixa concentracdo ainda permite a formacéo de cristais de
gelo 8. Com isto, foram surgindo métodos de vitrificacdo que tém como principal objetivo
o impedimento da formacé&o dos cristais de gelo tornando-se uma técnica mais eficaz e

consequentemente foi substituindo as técnicas de congelacéo lenta 808,
Vitrificagdo de oocitos

Os protocolos de vitrificagdo de od6citos sdo variados e diferem no tipo de crioprotetor,
no equipamento usado, mas também na forma de exposi¢do ao azoto liquido (Montag

e Morbeck, 2017). Sendo assim, em termos de exposi¢ao ao azoto liquido, os protocolos
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de vitrificacdo de odcitos podem apresentar um sistema aberto ou fechado: no sistema
aberto as amostras ficam em contacto direto com o azoto liquido, enquanto num sistema
fechado as amostras nunca entram em contacto fisico com o azoto liquido &, Na
decisdo sobre qual o melhor sistema existe um debate, do qual surge a interpretacéo do
sistema aberto como uma possivel contaminacao das amostras através do azoto liquido,

e no sistema fechado a eficacia da congelacgéo ser inferior 8-,

Na pratica, os o0citos sdo desnudados entre 1-6 horas apds a puncao folicular e de
seguida podem ser vitrificados sem células do cumulus. Os meios de vitrificacdo antes
de serem usados devem encontrar-se a temperatura ambiente ou serem aquecidos.
Geralmente os meios de vitrificagéo e de desvitrificagéo, tém como solugéo base tampéao
HEPES, um substituto sintético de soro, e gentamicina (para controlo do pH e prolongar
a validade do meio) &%, Por fim, as palhetas carregadas com o(s) odcito(s) sdo

armazenadas em azoto liquido a -180°C.

Em ambos os processos de vitrificagdo e de desvitrificacdo € essencial a verificacdo e
confirmacgéo dos dados da paciente, para a localizagéo dos seus od4citos assim como da
identificac@o presente nas devidas palhetas. Para além do mais, todos os pagos devem
ser realizados de forma cuidadosa perante a manipulacdo dos odcitos como do azoto
liquido, e nunca serem ultrapassados os valores de tempo limite, estabelecidos nos

protocolos, para minimizar os efeitos de toxicidade dos crioprotetores &.
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iv) FIV convencional

Em PMA, a FIV é considerada como a fusdo dos gametas feminino e masculino fora do
corpo humano, ou seja, em condicdes de laboratério, e existem duas técnicas de FIV a
FIV convencional e a ICSI 8, A partir de véarias décadas de estudos na medicina da
reproducéo foi possivel o primeiro hascimento proveniente de FIV em 1978, através da
técnica de FIV convencional %’. Dai em diante, esta técnica tornou-se cada vez mais
frequente num laboratorio de FIV e permitiu um melhor conhecimento sobre a fisiologia
reprodutiva do ser humano 8%, Apesar disso, esta técnica ofereceu, a mulheres com
auséncia ou dano em ambas a trompas de Falépio, a possibilidade de conceberem
descendéncia e com o passar do tempo tornou-se a técnica de escolha para mais

causas de infertilidade que ndo permitiam o encontro entre os gametas 828697,

Ao contrério do que acontece in vivo, na FIV convencional os o6citos colhidos de um
ciclo natural ou de estimulacdo, sédo colocados numa placa de Petri e posteriormente é
realizada a inseminacao dos espermatozoides processados. Apesar das diferencas esta
técnica tem como objetivo mimetizar aquilo que acontece in vivo 8. Os gametas sdo co-
incubados durante algumas horas, normalmente overnight, contudo, por vezes é
ignorado o efeito negativo da presenca das espécies reativas de oxigénio e outros
produtos do metabolismo dos espermatozoides . Sendo assim, existe a consideragdo
da reducéo do tempo de co-incubagédo para atenuar esses efeitos negativos melhorando
os resultados da FIV. Para isso, é aconselhada a transferéncia do complexo cumulus-

odcito para uma nova gota de meio apés 1-4 horas de co incubacéo #°.

Um ciclo de FIV convencional tem o seu inicio dentro do laboratério no dia anterior a
inseminacgdo, com a preparacao das placas de cultura para a co incubagédo consoante
o numero de foliculos no momento da administragdo de hCG. Estas placas de cultura
sé@o compostas por meio de inseminacgéo (meio de fecundagéo e 5 % de albumina sérica
humana) coberto por 6leo mineral. Todas as placas de cultura preparadas devem ser
incubadas overnight a 37°C e 5% O, . No dia da inseminac&o é realizada em primeiro
lugar a puncéo folicular para a colheita de odcitos, e estes sdo cultivados nas placas
para a co incubagdo. Apds 4 horas da colheita dos odécitos é executada a inseminagao
com espermatozoides obtidos através de uma técnica de processamento de
espermatozoides, onde é necessaria uma concentracdo de espermatozoides
progressivos entre 1-5x10%/ml para que se consiga obter fecundagéao. Por fim, as placas
de co incubacao séo incubadas overnight ou entre 1-4 horas a 37°C, e s depois de 16-
18 horas é analisada a fecundacéo °°. Caso o tempo de co incubacédo seja entre 1-4

horas € necessario a preparacéo de placas de cultura para odcitos pés inseminagdo no
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dia anterior a FIV, com gotas de meio pds fecundagdo (meio para o crescimento
embrionario e 10% de suplemento substituto sérico) cobertas de 6leo mineral. Por outro
lado, se a co incubagéo for overnight, no dia de inicio da mesma séo preparadas placas
para a cultura de embrides, com o0 objetivo de serem usadas apds analise de

fecundacéo.
Avaliacdo da Fecundacéao

No tempo de co incubagéo varios espermatozoides penetram a massa de células do
cumulus e devido a presenca de recetores na superficie da zona pellcida, como a
glicoproteina ZP3, é induzida a reacdo acrossémica °2. Esta reacdo permite a
penetracdo do espermatozoide na zona pelGcida e a sua fusdo com o ooplasma,
estimulando assim a reacao cortical, que impede a entrada de outros espermatozoides,
e a ativacdo do odcito #2. Na ativacdo o odcito termina o ciclo de meiose Il libertando um
segundo glébulo polar (GP) e estabelece-se os pronucleos masculino e feminino .
Deste modo, passadas 16-20 horas é analisada a fecundacgéo atraves da visualizagéo
dos GPs e pronucleos 8%, No entanto, € necessaria a remocao das células da coroa e
do cumulus antes da visualizacdo uma vez que elas impossibilitam a mesma 80829,
Ap0s desnudagéo, 0s odcitos sdo transferidos para novas gotas de meio de cultura e é
realizada a visualizagdo dos mesmos em alta ampliagdo num microscopio invertido.
Normalmente, séo considerados como fecundados os o6citos com 2 GPs no espaco
perivitelino e 2 prontcleos (Fig. 7) 8829, Contudo, na FIV convencional a presenca de
apenas um pronlcleo e 2 GPs é aceitavel para alguns laboratérios, sendo que a
auséncia de um pronucleo pode dever-se a um atraso nos eventos de fecundacéo #°.
Em contraste, oécitos sem pronicleos ou com 3 ou mais sdo considerados como
fecundacdo anormal ndo sendo recomendados 8%, O objetivo da avaliacdo da
fecundacgéo é distinguir fecundagao normal e anormal antes da fusdo dos pronucleos,
separando zigotos normais dos anormais, mantendo apenas 0s normais em novo meio

de cultura de embrides 2°.

Por fim, as taxas de fecundag&o na FIV convencional variam de forma ampla e estédo
diretamente relacionadas com os parametros espermaticos (concentragdo, motilidade e

morfologia) 2.
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v) ICSI

Tornou-se necessario o desenvolvimento de uma técnica mais eficaz que a FIV
convencional para casos de baixa qualidade de sémen e surgiu a ICSI 8, |nicialmente
surgiram técnicas para ultrapassar problemas relacionados com baixa qualidade de
sémen, ou seja, havendo dificuldade pelos espermatozoides para ultrapassar a zona
pellcida. Duas dessas técnicas foram a dissecacdo parcial da zona pellcida (PZD) e a
insercao de um espermatozoide no espaco perivitelino (SUZI), sendo esta Ultima a mais
utilizada na altura. Contudo, com o passar do tempo e com os melhores resultados

provenientes da ICSI, a SUZI foi abandonada e rapidamente substituida 2.

A ICSI consiste na inje¢cdo de um Unico espermatozoide diretamente no citoplasma do
odcito, sendo desta forma ultrapassadas algumas barreiras ou dificuldades, tais como:
a zona pelucida e as suas irregularidades, a presenca de anticorpos anti
espermatozoides, anormalidades na reacdo acrossOmica e no movimento dos
espermatozoides 839190 Para além disso, a ICSI é a Unica opcéo a ser considerada em
casos de espermatozoides provenientes da extragdo cirdrgica nos testiculos ou
epididimos, em oécitos criopreservados, e também pode ser considerada em casos de
baixo numero de odcitos recolhidos das punc¢des foliculares, e em casais com ocorréncia

anterior de falha de fecundacdo em FIV convencional 808399,

Nos dias de hoje, existem algumas opinides contraditérias sobre a realizacéo de ICSI.
Por um lado, existem estudos que apontam para 0s riscos associados a técnica, por
outro lado alguns estudos afirmam que esses riscos podem dever-se ao risco
aumentado de problemas de salde nos casais e ndo séo risco propriamente associados

a técnica 19,
Execucdo prética

Tanto os o6citos como os espermatozoides séo colhidos da mesma forma que acontece
para a FIV convencional, havendo, respetivamente, uma puncéo folicular e uma técnica
de processamento de espermatozoides 898283, Contrariamente a FIV convencional, na
ICSI é essencial a desnudacgéo dos odcitos apés preferencialmente 3-4 horas da colheita
dos mesmos. Esta desnudagéo permite avaliar ao microscopio invertido (ampliagcao 20-
40x) a maturacdo nuclear, as caracteristicas morfolégicas dos odcitos, assim como
permite a realizacdo da injecdo do espermatozoide no odcito 882839  Depois da
desnudacéo e depois de 3-5 horas da colheita dos od6citos € realizada a ICSI, sendo

considerado como o tempo ideal para a sua execucao 2.
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Existem algumas informacdes que devem ser tidas em conta antes da realizacéo da
ICSI: apenas odcitos maturos, ou seja, com 1 glébulo polar e auséncia de vesicula
germinativa, deverdo ser injetados; oécitos com um glébulo polar de tamanho exagerado
ndo deverdo ser injetados; o tempo de execugdo da técnica deverd ser o minimo
possivel; a temperatura e o pH deverdo ser mantidos durante todo o processo e para
isso o procedimento deve ser realizado num microscopio invertido composto por uma
platina de aquecimento; a morfologia do odcito assim como anormalidades durante o
processo devem ser registadas; e devem ser selecionados espermatozoides moveis e

de morfologia normal &,

Antes da realizacdo da técnica € necessario preparar placas de ICSI, existem varios
designs/configuracbes para estas placas mas é essencial existirem determinadas
caracteristicas como: haver gotas de meio de injecao, onde vao ser colocados 0s 00citos
a serem injetados; as gotas devem ser carregadas o mais juntas possivel, para permitir
visualizacdo completa; haver gotas de uma solugéo viscosa de 7% polivinilpirrolidona
(PVP), onde vai ser carregada uma suspensao de espermatozoides; as gotas devem
ser cobertas por 6leo mineral; depois de preparadas as placas devem ser incubadas a

370C até serem usadas 8°82,
1. Carregamento dos gametas nas placas

Como dito anteriormente, uma suspensao de espermatozoides é carregada em
gotas de PVP e o volume adicionado vai depender da qualidade da amostra de
sémen. O PVP é uma solucdo viscosa que provoca um movimento mais lento
dos espermatozoides assim como a aspiracdo pela pipeta de injecdo, o que
consequentemente permite avaliar a morfologia dos espermatozoides e prevenir
gue os mesmos fiquem presos na pipeta de injecao. Quanto aos odécitos em
metafase I, estes sdo carregados um em cada gota de injecdo, onde também

serd executada a injecéo 8023,
2. Selecao e imobilizacdo dos espermatozoides

A selecdo dos espermatozoides é baseada na observacdo morfologica dos
mesmos usando uma ampliacdo de 20-40X. Para além disso, o0s
espermatozoides selecionados devem ser imobilizados para permeabilizar a
membrana e permitir a libertag@o de um fator citosoélico que vai induzir a ativagao
do odcito &. Para a imobilizacdo deve ser adotado um método mecéanico, como
por exemplo o demonstrado na figura 13. Apos imobilizacdo o espermatozoide

é aspirado pela pipeta de ICSI, sendo realizada primeiro a entrada da cauda .
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o &P

Figura 16. Exemplo de imobilizagdo mecanica de espermatozoides. Os espermatozoides corretamente imobilizados
apresentam uma cauda permanentemente torcida (a), enrolada (b) e em loop. Adaptado de Palenno et al., 1996 °,

3.

Injecéo

A injecao deve ser realizada num microscépio invertido também composto por
um sistema de micromanipulacdo com suportes para as micropipetas, uma
pipeta ICSI e uma pipeta de sustentacdo (holding). No momento da injecdo o
o0cito € mantido estavel através da succao exercida pela pipeta de sustentacgéo,
adicionalmente, o glébulo polar deve encontrar-se longe do local de injecéo
como demonstrado na figura 14 8839 _De seguida, o espermatozoide € colocado
junto a abertura da pipeta de ICSI e esta é levada contra a zona pellcida
penetrando-a e consequentemente entrando em contacto com a membrana do
odcito (Fig. 14). Ao ser atingida a rutura do odécito o espermatozoide deve ser
expelido para o seu citoplasma (Fig. 14) 89839  Ppara além disso, este
procedimento deve ser realizado de forma rapida para minimizar o tempo de

exposicao dos odcitos a condicbes adversas.

60



FCUP
Técnicas de Procriacdo Medicamente Assistida: influencia da cultura em grupo de o6citos da
cultura em grupo sobre as taxas de fecundacgéo e de embrides utilizados

Figura 17. Procedimento de ICSI. No momento da injegdo, apds o odcito estar estavel com a pipeta de sustentacéo, a
pipeta de injecdo é encostada a zona pelicida (1). De seguida, o espermatozoide que se encontra na pipeta de injecéo
é colocado na extremidade da pipeta (2, seta vermelha) e é realizada a injecéo (3). Assim que é causada a rutura da
membrana do o06cito o espermatozoide € expelido para o seu citoplasma (4, seta vermelha). Enquanto é realizado o
procedimento de ICSI o glébulo polar deve ser orientado as 12 horas ou 6 horas segundo o ponteiro dos relégios. Imagens
obtidas através do software RI Viewer Imaging.

4. Avaliagdo da fecundacéao

A avaliac@o da fecundagao resultante de ICSI é realizada de forma semelhante
a FIV convencional, no entanto, os tempos de avaliacdo podem acontecer mais
cedo (16-18 horas apos inje¢do), uma vez que, a ativacdo do odcito, o
desenvolvimento dos pronucleos assim como o0 seu desaparecimento
acontecem mais cedo que na FIV convencional 88, Além disso, as taxas de
degeneracdo podem ser superiores na ICSI, em relagdo a FIV convencional,
sendo que existem mais fatores que afetam os odcitos 8. Por fim, na avaliacéo,
apenas 0s o0citos com 2 pronucleos e 2 globulos polares sdo aceites para

continuar o seu desenvolvimento (Fig. 7) 80869,
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2.2.2.Manipulacéo de embrides

1) Cultura de embrides

Inicialmente, a cultura in vitro de embrides era comprometida devido as fracas condicdes
de cultura, o que resultava num desenvolvimento de ma qualidade e finalizando apds
1,2 ou 3 dias da fecundacdo. Consequentemente, existia a necessidade para transferir
0s embribes o mais cedo possivel, para que estes ndo perdessem qualidade com as
fracas condicdes de cultura 8. No entanto, depois de varios anos de desenvolvimento
de novos sistemas de cultura e através do conhecimento da fisiologia do embrido, foi
possivel manter in vitro o desenvolvimento e viabilidade dos embries durante mais
tempo, assim como melhorar as suas taxas de implantacdo e subsequentemente as
taxas de gravidez 2. Além disso, o prolongamento do tempo de cultura até ao 5° dia de
desenvolvimento permitiu selecionar os embrides de melhor qualidade, aqueles que
estdo mais aptos a implantar 828, Com esta selecdo e o melhoramento das técnicas de
criopreservacao surgiu a vantagem de transferir apenas um embrido que apresenta a

melhor probabilidade de implantar e originar um nado vivo.

Fatores da cultura de embrides

Um sistema de cultura de embriGes esta relacionado ndo s6 com a intera¢cdo do embrido
e 0 seu meio fisico envolvente, mas também com todos os parametros dentro do
laboratério (Fig. 18) 8. Apesar dos embrides humanos pré-implantados serem dos mais
resilientes de todas as espécies de mamiferos, existe uma diversidade de fatores in vitro

que podem afetar o sucesso de implantacdo e de uma gravidez:
¢ Incubadoras

As incubadoras sdo sem davida um dos equipamentos mais importantes num
laboratorio de FIV, uma vez que estas sdo responsaveis pela manutengdo do
ambiente in vitro. Existe uma variedade de incubadoras disponiveis ho mercado
atual com caracteristicas para controlar o seu ambiente interno e permitir aquilo
que é considerado como condi¢cdes 6timas para a cultura de embrides %2, As
variaveis ambientais controladas pelas incubadoras afetam o desenvolvimento
dos embrifes para além de que também podem agir como agentes de stress:
temperatura, concentracao de gases, e humidade (fatores estes que influenciam
o pH do meio de cultura, osmolaridade e a qualidade do ar) 1°2. A temperatura

pode ser prejudicial qguando em temperatura ambiente sendo aconselhado 37°C
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by

para a cultura de embrides 8192, Associado a temperatura surgem valores
apropriados de humidade para assegurar uma estabilidade da cultura ao
controlar o risco de evaporacdo, o qual afeta a osmolaridade, contudo existe
algum debate sobre os resultados da cultura a seco e humida 2, Para além do
mais, 0s gases mais importantes na cultura de embrides sdo o oxigénio (O,) e 0
diéxido de carbono (CO,), os dois tendo um papel fundamental na regulacéo do
pH do meio de cultura 81°2, O O, é necessario ao metabolismo do embrido, o
gue resulta na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e uma
quantidade exagerada destes compostos pode causar danos no ADN e em
proteinas do embrido 8192, Esta pode ser a razdo pela qual uma tensédo de
oxigénio reduzida (5%) esta associada a uma melhor viabilidade embrionaria
548 ao haver uma reduzida producdo de ROS e ao exercer influencia num
aumento da expressao de enzimas antioxidantes e transportadores de glucose
102, J4 a concentracdo de CO, esta intimamente associada ao pH do meio o que

levou a adogdo dos 5% de CO, atmosféricos por varios laboratérios 82102103

Um problema bem evidente sobre as incubadoras é a abertura das mesmas, ou
seja, quantas mais vezes a incubadora € aberta acontecem mais flutuagées nas
suas variaveis ambientais prejudicando o desenvolvimento embrionario 2.
Sendo assim, surgem novas caracteristicas que tém como objetivo colmatar e
controlar as flutuac6es como a presenca de sensores das variaveis ambientais
capazes de restaurar as condicdes em pouco tempo e a presenca de camaras
multiplas numa Unica incubadora 8. Para além disso, atualmente existem
incubadoras que incluem a capacidade de time-lapse que proporciona uma
monitorizacdo constante dos embrides sem que estes sejam removidos do seu
ambiente de cultura 8. Em concluséo, é essencial a consideracdo de uma
abertura minima das camaras que contém embrides em cultura, sendo
aconselhado ter diferentes camaras para o equilibrio de meios e para a cultura

de embrides assim como ter atencéo no nimero e tipo de incubadoras 8,
Luz

Atraveés de estudos anteriores, foi possivel demonstrar o efeito da luminosidade
sobre o desenvolvimento embrionario, tanto em modelos animais como no ser
humano, demonstrando-se que ocorre um melhor desenvolvimento em

condicdes de baixa luminosidade #. Sendo assim, é evidente que a execugdo
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de todos os procedimentos de manipulacéo e de cultura dos embrides devem

ser mantidos em baixa luminosidade.
Volume de incubacé&o/Cultura em grupo

Em condigbes fisiolégicas do trato genital feminino os embrides encontram-se
expostos a quantidades muito reduzidas de fluido (microlitros), enquanto em
condi¢gbes in vitro, os embrides desenvolvem-se em quantidades de meio
superiores (até 1 ml) #. Nestas condicdes in vitro os fatores produzidos pelo
proprio embrido serdo diluidos perdendo o seu efeito e as diferengcas com o
ambiente fisioldgico levaram ao surgimento de estratégias como a reducao da
quantidade de meio de cultura ou o agrupamento de embriGes numa mesma
gota de meio, o que demonstrou melhorar o desenvolvimento embrionario 2.
Uma reducéo do meio ou o agrupamento de embrides numa mesma gota de
meio aumenta a concentragdo de fatores produzidos pelos embrides o que
consequentemente melhora a agdo destes tanto de uma forma autocrina ou
paracrina 2. Apesar disso, este topico serd mais explorado na Componente de

investigacdo desta dissertacao.
Meio de cultura

O meio de cultura tem influéncia no desenvolvimento embrionario e
consequentemente na implantacéo dos embrides e eficacia das técnicas de FIV.
Esta influéncia pode ser explicada pelas diferengas na expressdo de genes
envolvidos na apoptose, degradagéo de proteinas, metabolismo e regulagédo do
ciclo celular, para além disso também pode ser explicada pelas alteragdes nos
padrdes de metilacdo e regulacdo epigenética °4. Atualmente, existe uma
competicdo de mercado na venda de meios de cultura para embrides pré-
implantacdo, o que complica o esfor¢o cientifico para otimizar os meios de

cultura ao haver por exemplo a omissao da concentracdo dos seus ingredientes
104
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Impacto na recetividade do
endométrio
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Figura 18. llustracéo da complexidade e interacéo entre fatores que afetam um tratamento de FIV. Para além dos diversos
fatores presentes num laboratério de embriologia, um dos principais componentes do sucesso de um laboratério e
sistema de cultura é o nivel de controlo de qualidade (CQ) e garantia de qualidade (GQ). Adaptado de Gardner e Simon,
2017 &,

Meio de cultura e necessidades metabélicas do embrido

Os meios de cultura sédo essenciais para manter as necessidades metabdlicas dos
embrides, mimetizando o fluido presente no trato genital feminino tendo as mesmas
funcdes, contudo, por vezes torna-se complicada a otimizacdo dos meios. Apesar da

diversidade de meios disponiveis no mercado estes consistem em dois tipos:

1) Meio sequencial: Este meio foi desenvolvido especificamente para a
cultura de embribes humanos baseando-se na disponibilidade de
nutrientes no seu ambiente in vivo 82. Para além disso, este meio tem em
conta as necessidades metabdlicas dos embrides em cada estagio de
desenvolvimento, havendo necessidade de renovagéo de meio, uma vez
que componentes essenciais em estadios mais tardios da cultura de
embrides podem ser prejudiciais em estadios iniciais do desenvolvimento
embrionario 819, Do dia 1 ao dia 3, fase de clivagem, a glucose deve
encontrar-se em baixas quantidades ou ausente na presenca de
aminodacidos e EDTA, e devem ser incluidos lactato e piruvato 82193,
Quanto aos aminoacidos ndo essenciais podem estar presentes, mas 0s

essenciais devem ser retirados, contudo, o aminoécido taurina deve estar
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no seu minimo 8219, Concluida esta fase, € indispensavel uma fonte de
proteina podendo ser albumina pura ou maioritariamente albumina 82103,
Ja& do dia 3 ao dia 5, estagio de morula e blastocisto, a concentragéo de
glucose deve ser aumentada, devem estar presentes todos o0s
amino&cidos e a fonte de proteina deve ser semelhante & do estadio

anterior 82103,

2) Meio unico / “one step”. O surgimento de um microscopio time-lapse
exigiu uma cultura nao interrompida. Sendo assim, este meio foi
desenvolvido de forma a suportar a acumulacdo de amaonia derivada do
metabolismo de aminoacidos e balancear a concentracdo de nutrientes
necessaria entre as diferentes necessidades de cada fase (fase de

clivagem e de blastocisto) &,

Para além dos meios de cultura consistirem em dois tipos, existem componentes que
devem ser tidos em conta e até devem ser mais bem estudados para garantir uma
satisfacdo das necessidades metabdlicas dos embrides. Os principais componentes

com importancia metabdlica para os embriées sdo 0s seguintes:

o Agua: A dgua € o componente maioritario nos meios para a cultura de embrides,

havendo grande importancia no seu grau de pureza para a qualidade do meio .

o lBes: A concentracdo extracelular de iBes pode ter uma importancia elevada na
concentracdo intracelular e, portanto, pode afetar também a regulacdo dos
processos celulares normais. Contudo, ainda se sabe pouco sobre o papel dos

ides durante o desenvolvimento dos embrides pré-implantagéo .

o Carboidratos: No trato genital feminino, o embrido é submetido a um gradiente
de carboidratos durante o seu desenvolvimento, nas trompas de Falépio existem
uma elevada concentracdo de piruvato e lactato e baixa concentracdo de
glucose, enquanto no Utero ocorre uma inversdo. Para além disso, estes
componentes apresentam ser a fonte principal de energia para o embrido
juntamente com os aminoacidos 8. Inicialmente, existe uma preferéncia no
embrido por piruvato/lactato e também é sugerido que a glucose é toxica durante
a cultura in vitro antes da ativagéo do genoma 39318219 Com o desenvolvimento
do embrido a necessidade metabdlica pela glucose aumenta, sendo a
preferéncia nutritiva do embrido apds a compactacao, assim que existe ativagdo

do genoma 393182195 Deste modo, € exigido nos meios de cultura de embriGes a
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incluséo de piruvato, lactato e glucose, para que estes interajam e permitam um

normal metabolismo do embrido em cada estadio especifico 2.

Aminoacidos: Os aminodacidos alanina, aspartato, glutamato, glicina e serina
(aminoacidos ndo essenciais) encontram-se em elevadas concentra¢des no
trato genital feminino, assim como o aminoacido taurina 303182 Apesar disso, ao
longo do trato genital feminino existem todos os aminoacidos e sdo essenciais
no metabolismo dos embrides, no entanto, também tém um papel na regulacdo
do pH e como agentes quelantes 819, Os aminoacidos ndo essenciais e a
glutamina estimulam as taxas de clivagem, a formacdo de blastocistos e a
eclosdo, ja 0os aminoacidos essenciais, que estdo em menor concentragao,
apenas estimulam as taxas de clivagem a partir do estadio de 8 células e
aumentam o desenvolvimento da massa de células interna no blastocisto 82:10°,
No meio de cultura o racio entre os diferentes aminoacidos parece ser mais
importante que a concentracdo dos mesmos, sendo que estes competem pelo
transporte na membrana plasmatica do embrido 331, Sendo assim, fica evidente
gue a presenca de aminoacidos no meio de cultura é critica para o

desenvolvimento normal do embrido em cultura in vitro 82.

Amonia: Em condig@es in vitro, a metabolizacdo de aminoacidos pelo embrido,
assim como a quebra espontanea dos aminoacidos, leva a producao de amonia,
a qual é toxica para o embrido, provocando alteragbes na diferenciagéo,
metabolismo e expressao genética do embrido e reduzindo a sua probabilidade
de implantacdo e desenvolvimento fetal 8. Dois dos métodos para reduzir as
concentracdes deste composto em condi¢des in vitro € a renovacdo do meio de

cultura a cada 48 horas ou 0 uso de concentracdo minima eficaz de aminoacidos

82

Vitaminas: As vitaminas estdo presentes nos meios de cultura, apesar de nao se
saber ao certo as suas acfes no desenvolvimento embrionario #. Em
contrapartida, sabe-se que a vitamina B12 e o &cido félico sdo necessarias para
processos de metilacdo e as vitaminas C e E podem agir como reguladores
redox 3031, Além disso, as vitaminas do grupo B sé&o fulcrais para o metabolismo
de carboidratos e aminoacidos, demonstrando assim que algumas vitaminas

possam ter uma agdo importante no desenvolvimento embrionario 82,

Nucledtidos: Nos estadios iniciais 0os embribes séo capazes de produzir

nucleétidos, que sdo essenciais durante o desenvolvimento para 0S processos
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de reparacdo de ADN 3°3, Deste modo, a adicdo destes componentes no meio

de cultura ndo é essencial .

Agentes quelantes: Um agente quelante que demonstrou ter beneficio sobre o
desenvolvimento embrionéario foi o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),
porém este apenas demonstrou beneficio nos estadios anteriores a

compactagao &,

Antibidticos: O uso de antibioticos no meio de cultura de embrides tem vindo a
ser praticado, contudo, o seu uso ainda é questionavel #. Uma das
consideracdes de grande importancia clinica é o facto de a lavagem de embriées

em meio com antibiéticos poder remover contaminagées por bactérias 8.

Proteinas: No meio de cultura para embrides humanos é possivel a adi¢do de
albumina sérica humana como fonte proteica, estas macromoléculas podem
facilitar a manipulacdo dos embrides assim como atenuar o efeito de toxinas 2.
Todavia, existe duvidas sobre o uso de albumina sérica humana devido a sua
pureza, eficacia e pela producdo de compostos que podem afetar o
desenvolvimento embrionario 8. Deste modo, surgiu uma substituicdo, a
albumina recombinante, cuja eficacia clinica foi validada, mas serdo necessérios

mais estudos para comprovar a sua seguranca 2.

Glicosaminoglicanos: O glicosaminoglicano mais estudado na cultura de
embrides é o acido hialurénico, que tem vindo a demonstrar aumentar as taxas

de gravidez e implantagédo ao ser usado no meio de transferéncia de embribes
82

Hormonas, citocinas e fatores de crescimento: Nos dias de hoje existem algumas
limitagbes de informacdo sobre o efeito das hormonas no desenvolvimento
embrionario ndo sendo atualmente justificada a sua adicdo no meio de cultura
82 Quanto as citocinas e fatores de crescimento, foram detetados varios tipos
destes compostos no trato genital feminino e, apesar de ja existirem dados do
efeito de alguns fatores de crescimento no desenvolvimento embrionério, estes
compostos continuam ausentes nos meios de cultura para embrides 33182, pPara
além do mais, os fatores de crescimento parecem nao atuar de forma individual,
mas sim de forma interativa, o que exige mais estudos sobre a sobre 0 seu efeito

no desenvolvimento embrionario 303182,
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Sistema de tamponacdo: Para manter o pH do meio de cultura entre os 7.2/7.4
€ utilizado um sistema de tamponac¢do bicarbonato/CO,, no entanto, este
sistema depende do uso de uma incubadora de CO, para manter este gas entre
5-6%, e da utilizacdo de 6leo para cobrir o meio minimizando as trocas gasosas
guando o meio estiver fora da incubadora . Um outro sistema de tamponacéao

que tem vindo a demonstrar sucesso ha cultura de embrides é o sistema HEPES
82
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i) Ecloséo assistida

As taxas de implantacdo em procedimentos de FIV/ICSI apresentam uma baixa
percentagem, e estdo intimamente relacionadas com a qualidade dos gametas e
caracteristicas intrinsecas do embrido, no entanto, por vezes embrides com bom
desenvolvimento falham a implantacéo por dificuldades em eclodir 4. Das diversas
técnicas adotadas para melhorar as taxas de implantacdo surge a eclosdo assistida,
que consiste na rutura/remocdo da zona pelicida de forma mecéanica, quimica ou
através de laser 4106197 Apesar das contradicGes sobre os beneficios da eclosdo
assistida existentes entre 0s varios estudos publicados, este procedimento é
normalmente aconselhado em casos de pacientes mais velhas (acima dos 38 anos), em
embrides que foram criopreservados ou em recorrentes falhas de transferéncia
embrionaria 4%, A eclosdo assistida através de laser é a técnica mais usada com
vantagens em relacdo as outras: poupanca de tempo, os embrides estdo fora da
incubadora por menos tempo e 0 aumento de temperatura provocado pelos choques de
laser € minimo 1%, Contudo, esta técnica também esta associada a um aumento nas
taxas de gravidezes mdltiplas 1°’. Finalizando, ainda existe uma necessidade extrema
para o desenvolvimento de mais estudos sobre os beneficios da eclosao assistida e das

suas diferentes técnicas .
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i) PGT
O PGT foi primeiramente executado no ser humano em 1990, ao serem selecionados
embrides do sexo feminino para prevenir o nascimento de descendéncia masculina
afetada com uma doenca genética recessiva ligada ao cromossoma X 1586108109 - Apgs
este evento, o uso do PGT, para prevenir o nascimento de descendéncia com uma
doenca genética comecou a expandir, contudo, a sua aplicacdo apresenta riscos e
controvérsias associadas . Sendo assim, o objetivo do PGT é identificar de forma
antecipada, ou seja, antes da implantacdo do embrido, embrides geneticamente

anormais ou normais, o gue torna esta técnica incluida nas técnicas de PMA 5,

Com o avango da tecnologia do PGT surgiu associado um aumento nas indicacdes
desta técnica: doengas associadas aos cromossomas sexuais, mutagées num anico
gene autossomico, risco de aneuploidias cromossomicas, idade materna avancada,
rearranjos cromossomicos, falhas repetidas na implantacdo com FIV, abortos
recorrentes e por vezes fator de infertilidade masculino severo 8119, Apesar disso, ainda
existem discussdes para consideracdo de futuras indicacdes a serem incluidas em
ciclos de PGT, tais como em situacdes de embrides provenientes de doagéo de odcitos

e mais tarde eventualmente a inclusdo deste teste em todos os ciclos de PMA 86,

Um procedimento de PGT, requer multiplos passos de manipulacdo para se obter varios
embrides de forma a serem testados e, consequentemente, serem transferidos aqueles
gue nédo se apresentem afetados. Para isso, € necessaria obtencao de embrides a partir
da fecundacéo de odécitos por FIV convencional ou através de ICSI 1%, Para este teste
€ essencial a obtencao de células provenientes do embrido para amplificagdo de uma
guantidade reduzida de ADN, através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para
posterior analise da presenca de uma doenca genética em particular °°
Consequentemente, para a obtencéo destas células € necessério a realizacdo de uma
biopsia:

- Bidpsia de globulo polar: Os globulos polares, que sdo gerados da divisdo meiética
dos odcitos, podem ser removidos sem afetarem o desenvolvimento embrionario,
porém, esta técnica apenas providencia informacao genética materna e nao considera

anomalias paternas 8119,

- Bidpsia de blastomeros: Esta técnica consiste na remo¢ao de um ou dois blastomeros
num embrido de 6-10 células apods abertura da zona pellcida de forma quimica,
mecanica ou a laser 8119, Nesta fase as células totipotentes ainda ndo passaram pelo

processo de compactacédo, todavia, este método ndo € tdo comum porque a viabilidade
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do embrido pode ser comprometida, exigindo um embriologista com muita experiéncia
86,110 Para além disso, existe uma elevada taxa de resultados ndo conclusivos ou com

elevada taxa de erro devido ao niimero reduzido de células recolhidas 86110,

- Biopsia de trofoectoderme: O embrido no seu estado de blastocisto é composto por
dois tipos de células, a massa de células interna (a qual ir4 originar o feto) e a
trofoectoderme (que ird originar a placenta) 11°. Sendo assim, a remogéo de células da
trofoectoderme tem como vantagens ter uma menor probabilidade de comprometer o
embrido, é possivel uma analise mais precisa sendo que € recolhida uma maior
quantidade de material genético e ocorre uma perda minima de células do blastocisto
86,110 Esta técnica é realizada no dia 5 ou 6 de desenvolvimento do embrido. Antes disso,
pode ser efetuada ecloséo assistida no dia 3, contudo, ocorre o risco de, no dia da
bidpsia, a massa interna estar a sair pela zona pellcida *°. Na pratica, a bidpsia da
trofoectoderme € iniciada num microscopio invertido composto por um sistema de
micromanipulagdo com suportes para as micropipetas, orientando o blastocisto com a
pipeta de sustentacdo (holding) de forma que a massa de células interna permaneca
afastada do local de biépsia (Fig. 16), de seguida, é executada uma rutura na zona
pellcida, caso ndo tenha sido realizada ecloséo assistida no dia 3 ou caso seja a massa
interna a sair pelo orificio efetuado na zona pelicida '°. Subsequentemente, sdo
aspirados um pequeno numero de células da trofoectoderme e transferidas para um

tubo para a andlise genética (Fig. 16) 0.
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Figura 19. Procedimento de uma biépsia a blastocisto com assisténcia de laser. Como primeiro paco o blastocisto é
orientado com a pipeta de sustentacdo de forma a manter a massa interna (seta branca) o mais longe possivel do local
de biopsia (A). De seguida, a pipeta de biopsia € introduzida através da abertura na zona pellcida provocada com a
assisténcia de laser e sdo gentilmente aspiradas poucas células da trofoectoderme (B, C). Por ultimo, as células
aspiradas (seta preta) sdo transferidas para um tubo para a andlise genética (D). Adaptado de Greco et al., 2020 °,

Das técnicas de biopsias utilizadas para o PGT, a bidpsia da trofoectoderme é
considerada como a mais apropriada para garantir um impacto mais reduzido na
viabilidade do embrido, visto que existe uma quantidade de material celular adequada
de forma a assegurar uma preciséo elevada da composicdo genética do embrido 86110,
Concluindo, também existe a vantagem da bidpsia da trofoectoderme ser realizada em
embrides de dia 5, e ndo de dia 3, evitando um gasto monetario e de tempo em embrides
de desenvolvimento de baixo potencial .
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iv) Criopreservacao
A criopreservacdo de embribes humanos iniciou 0 seu sucesso em 1983 com a primeira
gravidez confirmada e o primeiro nascimento em 1984 811, Com o passar dos anos, o
melhoramento das técnicas de criopreservacdo permitiu a transferéncia de um menor
namero de embrides (normalmente apenas um embrido), mas também permitiu o
adiamento da data de transferéncia por motivos de risco ao ser possivel criopreservar
todos os embriGes derivados de um ciclo em curso (freeze all / elective frozen embryo
transfer) (Montag e Morbeck, 2017). Subsequentemente, as indicagcbes atuais para a
criopreservagdo de embrides séo ciclos freeze all / elective frozen embryo transfer e

ciclos de PGT 111112,

Atualmente, existem diversos protocolos para criopreservacao de embrides que variam
no tipo e concentracdo de crioprotetores usados, tempo de equilibrio, taxas de
congelacdo e nos aparelhos de criopreservacdo '2. Assim como acontece com a
criopreservagdo de odcitos, existem duas abordagens: a congelagdo lenta e a
vitrificacdo '2. Estas duas abordagens apresentam os mesmos principios tanto na
criopreservagdo de od0citos como na criopreservacdo de embrides, uma vez que 0S
problemas relacionados com a criopreservacgdo sédo semelhantes 8212, Para além disso,
assim como acontece com a criopreservacao de oocitos, a abordagem de vitrificacdo é

a mais eficaz para preservar embrides 2,
Vitrificagdo de embrides

Os protocolos de vitrificacdo de embriGes existentes permitem a vitrificagdo dos mesmos
em quaisquer estadios de desenvolvimento, ndo havendo diferencas nas taxas de
sucesso, contudo, os estadios de desenvolvimento mais comuns sdo ao dia 3 e em
estadio de blastocisto #. Além disso, o procedimento de vitrificacdo é o mesmo
independentemente do estdgio de desenvolvimento do embrido. De forma adicional, os
protocolos de vitrificagdo de embrides sdo semelhantes aos protocolos de vitrificagéo

de odcitos, onde 0s meios apresentam 0s mesmos componentes.
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v) Transferéncia

Inicialmente, a transferencia embrionaria era considerada como uma variavel com
pouca ou nenhuma importancia no sucesso dos ciclos de PMA 8, Em contraste, nos
dias de hoje é considerado como um dos principais fatores que afeta a implantacao do
embrido 8982113 A transferencia embrionaria pode ser feita ao dia 3, no estagio de
clivagem, ou ao dia 5, no estagio de blastocisto, dependendo da necessidade de selecdo
por embrides de melhor qualidade %. As transferencias que ocorrem ao dia 5 de
desenvolvimento sdo possiveis nos dias de hoje devido a disponibilidade de melhores
sistemas de cultura, e ttm como vantagens uma melhor sele¢do pelos embribes de
melhor qualidade e consequentemente permitir uma redugdo no nimero de embrides
transferidos 16113, Por outro lado, nem todos os embrides conseguem adaptar-se ao
ambiente in vitro de cultura de blastocisto e, portanto, podem apresentar um melhor
desenvolvimento no UGtero em relagdo a incubadora 8. Além disso, o nimero de
embrides recomendados a serem transferidos depende da idade da paciente, da

gualidade dos embrides e do estadio de desenvolvimento dos embrides 1686,

A transferencia embrionéria consiste na sele¢do de um embrido, ou mais, transferencia
do(s) selecionado(s) para uma placa de transferencia, carregamento do cateter de
transferencia com o(s) embrido(6es) (Fig.17) e finalizando com a tranferencia do(s)
embrido(Ges) para a cavidade uterina da paciente . Deste modo, existem determinados
fatores no momento da transferencia que influenciam o sucesso da mesma, tais como
a experiencia do embriologista, o material utilizado (exemplo: o tipo de cateter) e o
tempo do procedimento 82, Para além disso, existem algumas atencdes que devem
ser prestadas pelo embriologista: os embrides ndo devem ser carregados no cateter até
o embriologista ser alertado de que a visualizacdo do utero via ultrasonografia esta
pronta; o embrido deve ser devolvido a placa de cultura depois de algumas tentativas
falhadas e nunca permanecer indefinidamente no cateter; durante a manipulacdo dos
embribes é necessario muito cuidado para ndo danificar o embrido; depois de realizada
a transferencia o cateter deve ser revisto para confirmar a transferencia; o volume de
meio usado para carregar o embrido no cateter nunca deve ser inferior a 10pL ou
superior a 60 pL e dependendo do cateter pode ser necessario o carregamento de fases

de ar 8082
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Embrido em
meio

Figura 20. Cateter de transferéncia carregado com embrido. O blastocisto é carregado com meio de cultura entre 2 bolhas
de ar. Adaptado de Gardner e Simon, 2017 2,
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vi) Qualidade embrionaria

Nas suas fases iniciais as taxas de sucesso das técnicas de PMA estavam associadas
a transferéncia simultanea de multiplos embrides, porém, essa abordagem levanta um
leque de riscos tanto para a mae como para os bebés 8. Sendo assim, com estes riscos
e havendo a necessidade de reduzir o nUmero de embrides a serem transferidos, surge
a exigéncia de métodos mais sensiveis e ndo invasivos para a selecdo de embrides
antes da transferéncia 4. Apesar disso, as taxas de sucesso das técnicas de PMA
também estdo dependentes de outros fatores para além do nudmero de embrides
transferidos, como da qualidade dos embrides, as condi¢cdes da paciente e da dinamica

do laborat6rio 4.

A avaliacdo da qualidade embrionaria € um fator que ajuda na reducéo do numero de
embrides a serem transferidos nao reduzindo as taxas de sucesso das técnicas de PMA,
uma vez que permite a selecdo do embrido que apresenta as caracteristicas
consideradas como melhores para implantar 84 Na avaliacdo da qualidade
embrionaria a morfologia do embrido demonstrou ser o critério de selecdo mais
adequado ao haver uma associagédo entre melhor aparéncia morfolégica com maior
probabilidade de provocar uma gravidez 883115 Com o passar dos anos surgiram
diversos sistemas de classificagdo embrionaria baseando-se na morfologia, onde s&o
considerados alguns parametros como numero de células, simetria, multinucleacéo e
fragmentacgao 83, Exemplos de sistemas de classificacédo foram o de Scott et al. com a
importancia de classificar zigotos e o de Gardner et al. com a importancia de classificar
blastocisto 116117, Mais tarde, surgiu o sistema de classificacdo da Sociedade Espanhola
dos Estudos da Biologia da Reproducédo (ASEBIR) categorizando os embrides com base
na sua avaliagdo sequencial em diferentes estagios de desenvolvimento 1*°. Contudo, a
diversidade de sistemas levou a impossibilidade de se realizarem estudos multicéntricos
com a mesma avaliagdo da qualidade embrionaria, ma interpretacdo de resultados
provenientes de outros laboratérios, e a dificuldade de comparacéo de resultados entre
centros 1. Deste modo, ocorreu a necessidade por um consenso global para a
divulgacdo do conjunto de caracteristicas minimas a uma classificacdo precisa do

desenvolvimento embrionario, surgindo dai o consenso de Istambul 118
Classificacdo ASEBIR 1°

O sistema de classificacdo de embrides ASEBIR ¢é aplicado nos estadios iniciais de
embrido, e tem como base a avaliacdo de parametros que estéo diretamente associados

com as probabilidades de implantagdo, no entanto, alguns parédmetros ndo estdo

77



FCUP
Técnicas de Procriacdo Medicamente Assistida: influencia da cultura em grupo de o6citos da
cultura em grupo sobre as taxas de fecundacgéo e de embrides utilizados

incluidos no sistema, mas podem fazer a diferenca entre embribes de uma mesma
categoria. Este sistema esta dividido em 4 categorias: embrides de categoria A sdo 0s
mais aptos, categoria B s@o considerados sub-6ptimos, C os intermédios e os de

categoria D 0os menos aptos a implantar.

- Dia 0: Antes dos o0citos serem injetados estes devem ser selecionados e analisados
por possiveis alteracbes na sua morfologia. Neste passo sao analisadas algumas
caracteristicas no citoplasma: o agrupamento de organelos; a granulosidade; presenca
de agregados de reticulo endoplasmatico liso; presenca de vacuolos; e a presenca de
inclusbes citoplasmaticas. Sao também analisadas caracteristicas extracitoplasméaticas:
presenca de detritos celulares no espaco perivitelino; comparéncia de um espaco
perivitelino aumentado; e o tamanho do odcito assim como do seu glébulo polar, os
quais se forem aumentados deve-se evitar ainseminagdo. Apesar destas caracteristicas
serem registadas e terem alguma influéncia negativa sobre o futuro embrido, ndo sdo

incluidas no sistema de pontuacao.

- Dia 1: Na confirmagdo da fecundagdo, entre 16-18 horas apds inseminagéo, €&
analisada a presenca de dois pro-nucleos e de dois glébulos polares. Na anélise de
ploidia 0 niumero de glébulos polares tem um grande papel, descartando-se zigotos com
apenas 1 glébulo polar. E também analisada a simetria, posicdo e localizagdo dos
prondcleos, assim como o numero, simetria e localizagdo dos corpos precursores
nucleares. Depois de 25-27 horas da inseminacdo, € avaliada a primeira clivagem
mittica sendo registado o momento, similaridade de tamanho dos blastémeros,
multinucleagéo e fragmentag&do. Embora a primeira clivagem mit6tica poder servir como
um parametro de diferenciacdo entre embrides da mesma categoria de qualidade, mais
uma vez nesta fase os parametros analisados ndo sdo incluidos no sistema de

pontuac&o.

- Dia 2 e 3: Neste estadio de desenvolvimento inicia-se a aplicacdo do sistema de

pontuacdo segundo varios fatores (Tabela 1):

a) Numero de blastomeros e taxa de clivagem: No dia 2 os embribes devem ser
observados ap0s as 43-45 horas da inseminacao e ao dia 3 apos as 67-69 horas.
No dia 3 a classificacdo da qualidade depende da taxa de clivagem
comparativamente com o dia 2, para além disso, embrides que tém uma divisdo
mais lenta ou mais rapida, em comparacao com embries de 6tima taxa de
clivagem, apresentam menor possibilidades de implantacdo assim como maior

taxa de aneuploidias.
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Tamanho dos blastémeros em estado especifico: Em estado especifico o
tamanho dos blastémeros € compativel com o ciclo de clivagem. O tamanho dos
blastbmeros deve ser comparado nos estadios de 2, 4, 8 e 16 células. Na
observacdo os blastbmeros devem apresentar o mesmo tamanho, contudo,
alguns embrides encontram-se em estagios intermédios (ndo tendo
especificamente 2, 4, 8 ou 16 células) e com células de diferentes tamanhos,
devido a divisdo assincrona dos blastomeros que pode ser confirmada pela
simetria entre células. Nestes dois casos os embrides sdo considerados em
estado especifico. Por outro lado, quando existem clivagens desequilibradas, ou
seja, divisdes assimétricas, 0os embribes apresentam blastomeros de tamanhos
diferentes e se a diferenga entre o maior e menor blastomero for de 20% estes
embrides ndo sdo considerados em estado especifico e apresentam reduzida
probabilidade de implantacgéo.

Fragmentagcdo celular: se a fragmentacdo apresentar uma percentagem
elevada ou se os fragmentos forem de grande tamanho, pode comprometer a
formacéo de blastomeros assim com a implantacdo. Esta caracteristica consiste
na presenca de corpos anucleados formados de porcdes de citoplasma e
membrana celular de blastomeros. A ASEBIR divide 4 grupos de fragmentacao,
de forma decrescente em qualidade: <10%, >10% - 25%, >25% - 35% e >35%.
Além disso, todos os embrides que apresentem fragmentacao superior a 50%
devem ser descartados.

Nucleo e multinucleacdo: A presenca de 2 ou mais nicleos em pelo menos um
blastbmero do embrido é considerado multinucleacao. Este fator esta associado
a um aumento em anormalidades cromossémicas e na probabilidade de aborto,
assim sendo, é aconselhado a cultura de embrides com multinucleacéo até ao
dia 5 e transferéncia dos mesmos apenas quando estes apresentam boa
qualidade e nao ha disponivel mais nenhum embrido.

Presenca de vacuolos: Embribes que contenham um grande numero e/ou
vacuolos de grandes dimensBes podem ser prejudicados quanto ao
desenvolvimento espacial, porém, uma reduzida presencga de vacuolos néo afeta
o desenvolvimento embrionario.

Zona pelucida: Anormalidades na zona pellcida, como espessura aumentada,
presenca de septo, forma oval e cor escura, podem reduzir as probabilidades de
implantacdo de um embrido ao dificultarem a eclosdo do mesmo.
Consequentemente, estas anormalidades reduzem embrides de categoria A

para embrido de categoria B.
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Tabela 1. Classificagdo embrionaria ao dia 2 e 3 de desenvolvimento. (bn) binucleada(s), (ZP) zona peltcida. Adaptado
de Saiz et al. 2018 5.

. X N° células ("->" do dia 2 | Fragmentagdo i . . .
Categoria Dia . Simetria Multinucleagdo Outras
para o dia 3) %
2 4 - - o
A 3 3 <10% Estagio especidico Auséncia Normal
5 <50% das células com
B B 5->7-10 >10-25% Estagio especidico Auséncia vaclolos pequenos, ou ZP
4-57,9,10 anormal
2 2,3,6 , .
2,4,8 célulasem | De categoria A mascom 1 )
2,3-56-9 L. ) ) i <50% das células com
C >25-35% estagio nao célula bn no dia 2 ou 2 células i
3 6-8-10 i b dia3 vacuolos grandes
especifico n no dia
611,12 i
3 (estagio nd ifi . a
2 G50 ni(; el 2,4, 8 células em >50% das células com
D >35% estagio ndo Outro tipo de multinucleagdo | vactolos, ou anormalidades
3 3-5, 1 a mais em relagdo especifico citoplasmaticas severas
ao dia 2
Embrides ndo classificados com uma probabilidade de implantagdo pdxima de 0: ausencia de clivagem apds 24h, >50% de fragmentagdo, vactolos
grandes em mais de 50% das células, embrides com mais que 2 anormalidades de categoria D

- Dia 4 (mérula): Neste estadio de desenvolvimento existe uma falta de parametros
morfolégicos que possam ser preditivos para a probabilidade de implantagdo. Apesar
disso, sdo avaliados determinados critérios como o inicio da quarta ronda de divisdes
mitoticas (>8 blastomeros), a adesdo, a compactagéo celular, fragmentacao, presenca

de vacuolos e a cavitagado intracelular (Tabela 2).
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Tabela 2. Classificagdo embrionéria ao dia 4 de desenvolvimento. Adaptado de Saiz et al. 2018 5.

compactado; <8 células sem compactagao

Dia 3 Caracteristicas morfoldgicas ao dia 4 Dia 4
Cavitacgao inicial
A
Compactacdo total e >8 células
A Compactacgao parcial (1-2 células excluidas) B
Compactacgao parcial (>2 células excluidas)
C
Ausencia de compactacgdo (>8 células)
Cavitagao inicial
Compactacdo total e >8 células B
B Compactacgao parcial (1-2 células excluidas)
Compactagao parcial (>2 células excluidas)
C
Ausencia de compactacgdo (>8 células)
Cavitagdo inicial
C
Compactacgdo total e >8 células
C
Compactacgao parcial
D
Ausencia de compactacao (>8 células)
D Qualquer caracteristica D
Embrides que mostrem qualquer uma das caracteristicas segunites
ao dia 4: >35% de fragmentacgdo; Varios vacuolos; <50% D

- Dia 5 e 6 (blastocisto): Na ultima fase de desenvolvimento é avaliado o grau de
expansdo do blastocélio, as caracteristicas da trofoectoderme e da massa celular

interna, dando-se maior importancia a morfologia da trofoectoderme (Tabela 3).
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Tabela 3. Classificagdo embrionéaria ao dia 5 de desenvolvimento. Adaptado de Saiz et al. 2018 5.

Dia 5
Dia 4 Grau de Massa de células interna Trofoectoderme Classificagdo
N Tamanho . - : y
expansao (um?) Aspecto Categoria Descrigao Categoria final
Homogénea, coesiva, muitas
a A A
células
3800-190 Compacta A - — -
Homogénea, ndo muitas
. B B
células
Poucas células C C
Degeneragdo D D
Homogénea, coesiva, muitas
, A A
células
Homogénea, ndo muitas
3800-190 Solta B e B B
células
, Da expensdo Poucas células C C
Mérula IS ~ =
inicial a eclosao Degeneragdo D D
compacta , - -
Homogénea, coesiva, muitas
. A A
células
Homogénea, ndo muitas
1900 c R, B B
células
Poucas células C C
Nenhuma das Degeneragdo D D
duas anteriores Homogénea, coesiva, muitas A D
células
~ Homogénea, ndo muitas
Degeneragdo D g B B D
células
Poucas células C D
Degeneragdo D D
Blastocisto inicial ou cavitagdo (zona peltcida espessa) C
Mérula ndo
Morula D
compactada




FCUP | 83
Técnicas de Procriacdo Medicamente Assistida: influencia da cultura em grupo de o6citos da
cultura em grupo sobre as taxas de fecundacgéo e de embrides utilizados

CAPITULO Il

Componente de investigacao



FCUP
Técnicas de Procriacdo Medicamente Assistida: influencia da cultura em grupo de o6citos da
cultura em grupo sobre as taxas de fecundacgéo e de embrides utilizados

1.Resumo

O conceito de cultura em grupo surgiu com o objetivo de melhorar as condi¢cbes de
cultura, apresentando beneficios, mas também prejuizos para o desenvolvimento
embrionario. Para além disso, as taxas de fecundac¢do podem ser um fator preditivo para
0 sucesso de um ciclo de PMA, sendo assim, ao melhorar as condi¢gbes de fecundacéao,
através da cultura em grupo, também se pode melhorar o sucesso dos ciclos. Este
estudo teve como principal objetivo avaliar a influencia da cultura em grupo de odcitos
apoés ICSI sobre as taxas de fecundacéo e de embrides utilizados. Complementarmente,
também foi feita uma avaliacao da interacdo das mesmas taxas com o tipo de cultura e
outros fatores, como a qualidade espermética, o numero de odcitos obtidos da puncao
folicular e ainda a idade materna. A partir dos resultados verificou-se que neste estudo
a cultura em grupo nao resultou em qualquer vantagem ou desvantagem, contudo, o
tamanho de amostra pode ter sido reduzido. Numa perspetiva futura, existem outros
fatores que devem ser estudados com potencial para influenciar as taxas de
fecundag&o. Em caso de estudos com cultura em grupo € sugerida a utilizagéo de placas

de cultura que permitam a cultura em grupo e simultaneamente monitorizac¢ao individual.

Palavras-chave: cultura em grupo; taxa de fecundagéo; taxa de embrides utilizados;

qualidade espermatica; nimero de odcitos recolhidos; idade materna
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2.Abstract

The concept of group culture emerged with the aim of improving the culture conditions,
presenting positive, but also negative influences over the embryonic development.
Besides that, the fertilization rates can also be a predictive factor for the success of a
MAP cycle, therefore, by improving the fertilization conditions, through group culture, it
is also possible to improve the cycles success. In this study, the main goal was to
evaluate the influence of group culture over the fertilization and the embryo utilization
rates. In addition to that, it was made an evaluation of the interaction between the same
rates with other factors, like the sperm parameters, the number of retrieved oocytes
through follicular puncture and the maternal age. The results showed that group culture
didn’t bring any advantages or disadvantages, however, the sample sized may was too
small. In a future perspective there are also other factors that should be studied with the
potential to influence the fertilization rates, moreover, in case of group culture studies it
is suggested the adoption of culture plates that allows simultaneously, group culture and

individual monitorization.

Key-words: group culture; fertilization rate; embryo utilization rate; sperm quality;

retrieved oocytes; maternal age.
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3.Introducéao

Atualmente existem diversas técnicas para enfrentar os problemas de infertilidade, e foi
com o aumento da viabilidade in vitro dos gametas e embribes que surgiram novas
técnicas de PMA. Entre essas novas técnicas esto a criopreservagdo de embrides e
de gametas *° e a microinjecdo intracitoplasmatica '?°. Apesar das condi¢des in vitro
terem melhorado ao ponto de prolongar o tempo de cultura dos embrides &2, existe
sempre a possibilidade de melhorar cada vez mais adotando novas estratégias, dai

surgir o conceito de cultura em grupo.

Os primeiros estudos sobre o efeito da cultura em grupo de embribes utilizaram
embrides de rato 122122 gvelha 1% ou de bovino '**, demonstrando um efeito benéfico
desta cultura sobre o desenvolvimento embrionario. Estes artigos, subsequentemente
levaram ao estudo da cultura em grupo de embrides humanos, primeiramente descrita
com efeitos positivos por Moessner e Dodson *?°, Neste estudo a cultura em grupo
demonstrou melhorar as taxas de clivagem e qualidade embriondria, mas ndo o grau
morfologico. Devido a estas vantagens é previsivel que as taxas de implantacdo e
gravidez também sejam melhoradas, sendo isto depois comprovado por outros estudos
126,127 por outro lado, alguns estudos néo verificaram diferencas significativas nas taxas
de implantagdo e gravidez entre a cultura individual e em grupo *?%%, Contudo, na
maioria destes estudos ocorreu uma maior viabilidade de embribes da cultura em grupo.
Apos estes resultados, um outro estudo com embrides humanos, verificou efeitos

positivos da cultura em grupo na compactacéo, blastulacéo e qualidade embrionaria 7.

Ao longo dos tempos, tem sido discutido o motivo pelo qual podera existir beneficio da
cultura em grupo de embrides, um destes motivos podera ser a acumulagéo ou deplecao
de varios fatores no meio de cultura produzidos pelos préprios embriGes 131132, Stoddart
et al. identificaram um fator produzido por embrides de rato que estimula o
desenvolvimento embrionario, o fator de ativacao plaquetaria, podendo este ser um dos

fatores do qual a cultura em grupo beneficia 121,

Porém, também é inferido um efeito negativo da cultura em grupo de embrides. Lane e
Gardner 33134 descreveram a influéncia negativa da presenca de aménio no meio de
cultura para o desenvolvimento de blastocistos de rato, sendo um exemplo de como a
acumulacédo de produtos toxicos libertados para o meio pelos embrides pode prejudicar
o seu desenvolvimento. Outro exemplo, sdo os radicais livres derivados de oxigénio *°,
Para além disso, Salahuddin et al. sugeriu que células degeneradas ou odcitos ndo

fertilizados podem libertar fatores que afetam de forma negativa o desenvolvimento dos
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embrides normais, sendo assim, o0 agrupamento destes pode levar a uma qualidade

embrionaria indesejavel 1%.

Apesar da variedade existente nos resultados dos estudos deste tema, a origem dela
pode dever-se as diferentes condicdes de cultura, como volume de incubacdo,
densidade do numero de embrides, diferentes periodos de agrupamento e diferentes

estagios embrionérios %',

Contudo, a cultura em grupo de embrides pode ndo ser vantajosa quando se pretende
monitorizar o desenvolvimento dos embriées, com informacgéo de estagios iniciais, para
posterior selecdo de um embrido com finalidade de transferéncia *!. Devido a esta
desvantagem e ao facto da cultura em grupo poder trazer beneficio para o
desenvolvimento embrionario, surgiram novos sistemas de cultura. Um deles foi o
Sistema WOW (Well-of-the-well), em que consiste no uso de placas de cultura
convencionais e nas quais sdo feitos micropocos para cada embrido %8,
Consequentemente, tém sido disponibilizadas comercialmente novas placas de cultura

que permitem cultura em grupo com possivel monitorizacdo individual dos embrides *°,

Neste estudo, pretendeu-se estudar principalmente a influencia da cultura em grupo de
odcitos apds ICSI sobre as taxas de fecundacao. Se existir influencia positiva e com o
facto de as taxas de fecundag&o poderem ter um grande potencial como fator preditivo
dos resultados de um ciclo de tratamento com ICSI, pode surgir uma nova condi¢ao de
melhoramento para as condi¢bes de fecundacgéo. De forma complementar também foi
estudada a influencia desta cultura em grupo sobre as taxas de utilizacdo de embrides
(vitrificagé@o ou transferéncia). Finalmente, foi pretendido analisar se a cultura em grupo
traria vantagens ou desvantagens nas taxas acima referidas perante os diferentes

grupos de qualidade espermatica, idade materna e nimero de o6citos recolhidos.
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4.Material e métodos

O estudo desenvolvido teve como foco analisar o efeito da cultura em grupo de odcitos
apos ICSI sobre as taxas de fecundacao, assim como no subsequente desenvolvimento
embrionario e na taxa de embribes utilizados, caso ocorresse fecundacéo, ou seja,
presenca de 2 pronucleos e 2 glébulos polares. Para isso, e em funcdo de se obter
informacéo sustentada sobre o tema a ser estudado, foi realizada uma pesquisa
bibliografica no PubMed, Group Embryo Culture/embryo density. Os artigos resultantes
da pesquisa foram analisados e selecionados segundo a utilizacdo de embrides de
mamiferos, especialmente embrides humanos, e deles foi recolhida informacao
pertinente para a realizacao deste estudo. Para além disso, foi analisada e servida como
base uma revisédo, na qual sdo apresentadas sugestdes de cultura em grupo (Reed,
2012).

Para a realizag&o prética deste estudo foram selecionados casais cujos ciclos incluiam
procedimento de microinjecdo intracitoplasmatica entre novembro de 2021 a julho de
2022 no CHUSJ. Contudo, nem todos estes ciclos foram selecionados, uma vez que foi
estabelecido um minimo de 7 od4citos em metafase Il, obtidos da puncéo folicular, para
se poder ter numero suficiente e equilibrado de oécitos apés ICSI para cultura em grupo
e individual num mesmo ciclo. Para além disso, ndo foram selecionados casos de
espermatozoides provenientes de bidpsia testicular para nao introduzir mais fatores que

possam interferir com as variaveis em estudo.

Em preparacdo para a puncéo folicular foram prescritos a cada paciente dos ciclos
selecionados um protocolo de estimulagdo ovarica com antagonistas da Hormona
Libertadora de Gonadotrofinas (GnRH) ou com agonistas da GnRH (protocolo longo),

dependendo de cada caso.

Os odcitos colhidos foram desnudados 3,5h ap6s a puncao através da incubacédo dos
complexos cumulus-o6citos num meio com hialurénidase, seguida de aspiracdo dos
complexos com uma pipeta de 155ul. Subsequentemente, foi realizada a microinjecéo-
intracitoplasmatica num microscépio invertido com placa aquecida. Em cada ciclo os
odcitos injetados foram cultivados em grupos de 4 (para a cultura em grupo) e
individualmente (para a cultura individual), em placas de cultura convencionais de 60mm
com a ajuda de uma micropipeta automéatica calibrada (Fig. 21; Tabela 5 em anexo).
Para esquematizacdo das placas foi tida em conta alguma informacéao proveniente do
artigo de Reed (Reed, 2012), como o volume de meio de cultura e o nimero de o6citos

apos ICSI para a cultura em grupo (é sugerido 3/4 embrides por gota de 50pl).
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Importante referir que as micropipetas automaticas utilizadas eram calibradas de acordo
com a lei em vigor e que os operadores estariam devidamente validados pelo

laboratorio.

Adicionalmente, o sistema de meio de cultura que foi usado neste estudo para os

embrides foi um sistema de meio sequencial.

Gotas de
lavagem
(100pl)

Gota da cultura

em grupo (50ul)

(4 ovocitos apos
fecundacdo)

Gotas da
cultura isolada
(1 ovdcito apés

fecundacédo)

Figura 21. Organizagdo de placas de cultura apds microinjecao-intracitoplasmatica de espermatozoides. Placas com
maximo de 7 odécitos, na qual 4 estéo cultivados em grupo na mesma gota e 3 cultivados de forma isolada/individual em
gotas diferente. Tanto as gotas de cultura em grupo e isolada s&o gotas de 50ul de meio.

As amostras seminais foram provenientes de ejaculado a fresco ou congelado. Os
espermatozoides foram submetidos a gradientes de densidade (40% e 80%) e swim-up,

antes de se realizar a ICSI.

Apo6s incubacao entre 16-20h (a 37°C em 6% de CO?2) foi avaliada a presenca de 2
pronudcleos e de 2 glébulos polares, e 0os 06citos que os apresentaram foram todos de
seguida cultivados de forma individualizada, ou seja, 1 em cada gota de meio de cultura.
Em todos os dias seguintes do desenvolvimento foi avaliada a qualidade embrionaria
segundo a Sociedade Espanhola dos Estudos da Biologia da Reprodugdo (ASEBIR)
(Saiz et al., 2018), exceto para os casos de PGT, onde so6 foi avaliada ao 3° e 5° dia de
desenvolvimento. Segundo a qualidade dos embrides estes foram posteriormente
selecionados para transferéncia, vitrificacdo ou para biopsia embrionéaria (quando em
ciclo de PGT). Em casos de ciclos de ICSI onde ocorreu transferéncia embrionéria, esta

ocorreu ao 2°, 3° ou 5° dia de desenvolvimento, enquanto para os casos de PGT, todos
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os embrides foram mantidos em cultura até ao 5° dia de desenvolvimento, sendo

biopsados e vitrificados os embrides que apresentavam qualidade para tal.

Terminando cada ciclo, foi recolhida a informacgé&o pertinente para a analise estatistica.
Nesta analise foram verificadas as diferencas estatisticamente significativas (a<0.05)
das taxas de fecundacéo de oécitos e de utilizacdo de embrides entre odcitos apos ICSI
cultivados em grupo e individualmente utilizando o teste Mann-Whitney através do
software SPSS. Auxiliarmente, também foi estudada a influencia de outros fatores sobre
as taxas em estudo da cultura em grupo e da individual, como a qualidade espermatica,
idade da mulher e 0 numero de odcitos colhidos da puncao folicular. Para andlise do
fator da qualidade espermética foram criados dois grupos, um grupo de qualidade
normal e outro de qualidade alterada (presenca de uma, duas ou trés das anomalias
segundo a WHO®: oligozoospermia, astenozoospermia e teratozoospermia). Enquanto
foram divididos em 4 grupos o fator idade da mulher (<30; 31-34; 35-37; 38-40) e niUmero
de odcitos colhidos da puncédo folicular (7-11; 12-16; 17-24; >25). Para esta Ultima

analise foi adotado o teste Kruskal-Wallis.

90



FCUP
Técnicas de Procriacdo Medicamente Assistida: influencia da cultura em grupo de o6citos da
cultura em grupo sobre as taxas de fecundacgéo e de embrides utilizados

5.Resultados

Este estudo inclui 67 ciclos, que resultaram num total de 947 odcitos obtidos das
puncdes foliculares e desses 784 eram maduros, ou seja, encontravam-se em estado
de metéfase Il (Tabela 4). A realizacéo do procedimento de ICSI foi estabelecida nesses
mesmos od6citos maduros. Na execucdo do objetivo principal deste estudo foram
determinadas as taxas de fecundacéo e as taxas de embrifes utilizados de cada ciclo
de PMA. Cada taxa de fecundacgéo consiste na percentagem de odécitos de um ciclo que
no momento da andlise da fecundacao apresentavam 2 pro-nucleos e 2 glébulos polares
em relagdo ao total de odcitos microinjectados em metéfase Il. J4 a taxa de embriGes
utilizados corresponde a percentagem de embrides que foram vitrificados e transferidos
em relac@o ao numero de odcitos fecundados. Por cada ciclo foram determinadas duas
taxas de fecundagéo e duas taxas de embrides utilizados (cultura em grupo e individual)
para que se pudesse realizar a comparacao entre as duas culturas. Na determinagao
das taxas de embrides utilizados verificou-se uma grande diferenga no numero total de

embrides que foram transferidos e nos que foram vitrificados (Tabela 4).

Tabela 4. Informagéo recolhida dos ciclos incluidos neste estudo consoante o tipo de cultura (cultura individual ou em
grupo).

Cultura Individual Cultura em Grupo Total

Ne° de ciclos (n) 67 67 67

Idade materna
Idade paterna

Ne de odcitos recolhidos

35 + 3.8 (mediana)
36 + 5.5 (mediana)
947

Ne° de od6citos maturos 383 392 784

N° de od6citos fecundados

239 247 486

(2PN e 2GP)
Taxa de fecundacao
. 66.7 +24.1 75+ 27 66.7 + 25.7
(mediana)
N° de embrides transferidos 19 19 38
N° de embrides vitrificados 69 62 131
Taxa de embrides utilizados
33.3+33.1 33.3+31.8 33.3+324

(mediana)

2PN: 2 prontcleos
2GP: 2 glébulos polares

Em termos de medianas, as medianas das taxas de fecundacé&o e de embrides utilizados
nao diferiram muito entre a cultura individual e em grupo (Tabela 4). Apesar disso, nos
ciclos incluidos ocorreu uma grande variacdo de valores de taxa de fecundacgéo e de
embrides utilizados, apresentando taxas nulas e de 100% (Fig. 22 e 23). Dos ciclos

apresentados, a taxa de fecundacdo da cultura em grupo apresentou uma grande
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concentracdo entre os 71-80%, enquanto na cultura individual houve uma grande
discrepéncia de valores (Fig. 22, G e I). Ja nas taxas de embrides utilizados as varia¢des
dos valores foram semelhantes na cultura em grupo e individual, havendo uma maior

concentracao entre os 0-10% (Fig. 23, G e I).
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Figura 22. Histogramas da frequéncia das taxas de fecundacao (%) da cultura em grupo(G) e da cultura individual(l) em
conjunto (G + |) e de forma separada.
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utilizados (%) da cultura em grupo(G) e da cultura

individual(l) em conjunto (G + 1) e de forma separada.

Na tentativa de verificar as diferencas significativas das taxas de fecundacdo e de
embrides utilizados entre os diferentes grupos de cada fator a ser avaliado, iniciou-se
uma avaliacdo da normalidade da distribuicdo dos dados. Da avaliagéo feita pelo teste
de Shapiro-wilk os resultados ndo seguiam essa distribuicdo (Fig. 22 e 23), sendo
necessario a adocao de um teste ndo paramétrico para avaliar as diferencas existentes.
Desta forma, foi utilizado o teste Mann-Whitney (quando na comparagéo de 2 grupos) e
o teste Kruskal-Wallis (quando na comparagdo de mais que 2 grupos), para testar as

diferencas significativas entre as taxas em estudo.

Da comparacdo das medianas das taxas de fecundacdo entre a cultura em grupo e
individual apenas se verificou uma diferenca de aproximadamente 8% (Fig. 24, Tabela
4). E depois de realizado o teste de Mann-Whitney, o p-value foi superior a 0.05 (p-
value=0.77) o que leva a anulacdo da hipotese de que existe diferenca significativa das

taxas de fecundacéo entre a cultura em grupo e individual.
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Figura 24. Mediana das taxas de fecundagéo (%) da cultura individual (I) e da cultura em grupo (G) e respetivos desvios
padréo. Do teste de Mann-Whitney p-value = 0.77 > 0.05, ndo existindo diferencas significativas entre as taxas de
fecundagéo da cultura individual e da cultura em grupo.

Ja na comparacgédo das taxas de embrides utilizados entre estas duas culturas verificou-
se uma mediana igual entre ambas as culturas, 33.3% (Fig. 25, Tabela 4). Sendo assim,
segundo o teste de Mann-Whitney, o valor de a foi superior a 0.05 (p-value=0.86) o que
leva a anulacdo da hipétese de que existe diferenca significativa entre as taxas de

embriBes utilizados da cultura em grupo e individual.
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Figura 25. Mediana das taxas de embrides utilizados (%) da cultura individual (I) e da cultura em grupo (G) e respetivos
desvios padréo. Do teste de Mann-Whitney p-value = 0.86 > 0.05, nédo existindo diferencas significativas entre as taxas
de embrides utilizados da cultura individual e da cultura em grupo.
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Para além desta andlise foi estudada a influencia da cultura em grupo sobre as taxas
em estudo perante os diferentes grupos de qualidade espermatica, idade materna e

numero de o6citos recolhidos.

Quanto a qualidade espermatica, verificou-se que as medianas das taxas de fecundacédo
entre todos os grupos foram proximas (Fig. 26, a), verificando-se o0 mesmo nas taxas de
embrides utilizados (Fig. 26, b). Como resultado do teste de Kruskal-Wallis ndo se
verificou diferencas significativas da comparacao entre os diferentes grupos tanto nas

taxas de fecundag&o como nas taxas de embrides utilizados (p-value > 0.05).
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Figura 26. Comparacao do efeito da qualidade espermatica nas taxas de fecundagéo (a) e de embrides utilizados (b) da
cultura em grupo e da cultura individual. Os valores de cada grupo estdo representados com as medianas e os seus
respetivos desvios padroes. Através do teste Kruskal-Wallis ndo se verificou diferencas significativas entre os diferentes
grupos (p-value>0.05). (A) anormal/alterada; (N) normal.

Na idade materna, as taxas de fecundacéo foram muito semelhantes na cultura em
grupo dos diferentes grupos de idade, acontecendo o mesmo na cultura individual (Fig.
27, a). Além disso, as taxas de fecundacéo da cultura em grupo foram superiores as da
cultura individual nos diferentes grupos de idades exceto no grupo de idades 31-34. Ja
nas taxas de embrifes utilizados ocorreu uma estabilidade de valores na cultura em
grupo dos diferentes grupos de idade e maiores flutuagdes na cultura individual (Fig. 27,
b). Contudo, nas duas taxas em estudo n&do se verificou diferencas estatisticamente

significativas entre os vérios grupos (p-value > 0.05).
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Figura 27. Comparagéo do efeito da idade materna nas taxas de fecundagéo (a) e de embrides utilizados (b) da cultura
em grupo e da cultura individual. Os valores de cada grupo estéo representados com as medianas e 0s seus respetivos
desvios padroes. Através do teste Kruskal-Wallis ndo se verificou diferencas significativas entre os diferentes grupos (p-
value>0.05).

Por ultimo, foi analisado o efeito do numero de odcitos recolhidos das puncgdes
foliculares nas taxas de fecundagcédo e de embribes utilizados da cultura em grupo e
individual. Nas taxas de fecundacgé&o verificou-se que entre os diferentes grupos de n°
de odcitos as taxas foram muito estaveis na cultura em grupo, mas também na cultura
individual (Fig. 28, a). A maior diferencga verificada foi entre a cultura em grupo e a
individual nos casos de n° de odcitos 16-24, ndo havendo grande diferenca nos outros
grupos de n° de odcitos (Fig. 28, a). Quanto as taxas de embrides utilizados, novamente,
a cultura em grupo nos diferentes grupos de n° de odcitos permaneceu estavel, no
entanto, a maior diferenca verificada foi entre a cultura em grupo e a individual nos casos
de n° de odcitos 225 (Fig. 28, b). Depois de utilizado o teste estatistico de Kurskal-Wallis
concluiu-se que nas duas taxas em estudo ndo se verificou diferengas significativas

entre os diferentes grupos (p-value > 0.05).
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Figura 28. Comparacéao do efeito do n® de odécitos recolhidos nas taxas de fecundacéo (a) e de embriGes utilizados (b)
da cultura em grupo e da cultura individual. Os valores de cada grupo estdo representados com as medianas e 0s seus
respetivos desvios padrdes. Através do teste Kruskal-Wallis ndo se verificou diferencas significativas entre os diferentes
grupos (p-value>0.05).
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6.Discussao

No desenvolvimento embrionario os embrides segregam varios fatores de crescimento
gue podem ter uma ac¢éo reduzida em condi¢des in vitro devido a diluicdo provocada
pelas quantidades de meio de cultura utilizadas, o que ndo acontece no trato genital
feminino pelas quantidades reduzidas de fluido 8. No sentido de solucionar esta agdo
reduzida surgiu a cultura em grupo, a diminuicdo de meio utilizado ou a suplementacéo

do meio com fatores de crescimento .

A cultura em grupo de embrides foi descrita por varios autores, onde se anunciou 0s
beneficios, mas também os seus efeitos prejudiciais no desenvolvimento embrionéario
125-127.133134 Tendo em conta os beneficios da cultura em grupo, neste estudo teve-se
como objetivo estudar o efeito da mesma sobre a taxa de fecundacédo de odcitos apés
ICSI. Scaravelli et al. demonstraram que a taxa de fecundagdo pode ser uma nova
ferramenta para prever os resultados de um ciclo de FIV 4°, Englobando e convergindo
estas informagbes, partimos do principio de que um ciclo com melhor taxa de
fecundagéo também ird apresentar melhores resultados no final, sendo assim, se as
condi¢cbes de fecundacédo forem aprimoradas, como beneficiar da cultura em grupo de
odcitos apods ICSI, podemos ter melhores resultados num ciclo de FIV. Adicionalmente,
a cultura em grupo dos oécitos apds ICSI também pode acarretar beneficios a nivel de
qualidade embrionaria, sendo que esta cultura ja foi anteriormente associada a esse
beneficio 1°, 0 que subsequentemente provoca um aumento nas taxas de embrides

utilizados.

Com os resultados deste estudo verificou-se auséncia de diferenca significativa entre
as taxas de fecundacédo de odcitos apos ICSI em cultura em grupo e individualizados e
também nas taxas de utilizagdo dos mesmos. Apesar dos resultados apresentados, a
auséncia de influéncia da cultura em grupo pode ser justificada pelo tempo de exposicao
reduzido (16-20h), mas também pelo pequeno tamanho de amostra que pode levar a
uma interpretacdo enviesada da influéncia. Na maioria dos estudos do efeito da cultura
em grupo anteriormente desenvolvidos, o periodo de exposicdo em grupo foi superior,
permitindo a atuacdo dos fatores libertados pelos embrides, o que pode néo ter
acontecido neste estudo. Um dos objetivos do estudo aqui presente era avaliar o efeito
da cultura em grupo, durante o periodo entre o procedimento de microinjecdo e
avaliacdo da fecundacdo (16-20h), sobre as taxas de fecundacdo e de embribes
utilizados o que foi motivo para ndo aumentar o tempo de exposicdo a essa cultura.

Suplementarmente, ocorreu a necessidade de selecdo dos embrides para transferéncia
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embrionaria exigindo uma monitorizagdo individual dos mesmos apés avaliacdo da

fecundacéo, ndo permitindo cultura em grupo apds esta etapa.

Um outro estudo com o objetivo de avaliar fatores que afetam as taxas de fecundacéao
também avaliou o efeito da cultura em grupo dando também em auséncia de diferenca
significativa entre cultura de odcitos em grupo e individual 1. Para além disso, esse
mesmo estudo detetou que os principais fatores que podem afetar as taxas de
fecundacdo num procedimento de ICSI sdo os operadores e a motilidade dos
espermatozoides 1. Contudo, por vezes, uma reducéo nestas taxas pode ser justificada
pela qualidade dos espermatozoides da amostra e que conseguentemente Ssao
injetados, da disfuncéo oocitéria, falha na ativagéo oocitaria, e a incapacidade do odcito
para descondensar e processar o espermatozoide %2, Sendo assim, com o estudo de
Shen et al. (2003), de Javed e Michael (2012) e o estudo aqui apresentado podemos
afirmar que existem outros fatores, para além da cultura em grupo, que podem ter um
papel mais importante no melhoramento das condi¢cbes de fecundacédo sendo um bom

motivo para estudos futuros.

Na pesquisa bibliografica sobre a cultura em grupo ocorreu alguma dificuldade uma vez
que foi bem visivel uma auséncia de artigos recentes que abordassem o tema. Esta
auséncia provavelmente tem origem no surgimento e aumento de ciclos com
necessidade de biopsia embrionaria para teste genético pré-implantacéo (PGT), do uso
da tecnologia timelapse e também porque esta cultura pode exigir ao laboratério a
adocdo de novas placas de cultura que permitam a proximidade dos embrides e
monitorizacao individual. Vajta et al. surgiram com um sistema para a cultura em grupo,
o sistema WOW 18, que ndo exige a encomenda de novas placas de cultura,contudo, a
realizacdo dos micropogos nas placas de cultura convencionais leva a consumo de
tempo, 0 que ndo é benéfico para ambiente clinico. Quando em ciclos de biépsia
embrionaria ocorre uma necessidade apos a avaliagdo da fecundacédo para classificar e
consequentemente selecionar embribes para biopsia, mas também existe o risco de 2

embrides eclodidos fundirem 43

Villani et al. confirmaram uma relacdo direta entre os pardmetros esperméticos e as
taxas de fertilizacdo, havendo um maior peso da morfologia dos espermatozoides num
procedimento de ICSI #4. Apesar disso, neste estudo em nenhuma das culturas, em
grupo ou individual, houve influéncia da qualidade espermatica sobre as taxas de
fecundagéo. Para além disso, um estudo demonstrou que a qualidade embrionéria é
afetada pela qualidade espermaética #°, sendo assim, assume-se que em caso de ma

gualidade espermatica existe uma menor disponibilidade de embrides para
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transferéncia e/ou vitrificagdo. Efeito este que ndo aconteceu tanto na cultura em grupo

como na cultura individual do estudo aqui apresentado.

Um outro fator analisado foi o efeito da idade materna. O impacto deste fator no sucesso
de um ciclo de PMA j& é bem reconhecido, havendo um efeito negativo na expressao
de genes envolvidos na regulacéo do ciclo celular em odcitos em metafase I, o que
podera afetar a fecundagdo %6. No entanto, existem estudos anteriores onde néo
ocorreu influencia deste fator sobre as taxas de fecundacéo #7-1°°, Para além do mais,
areducdo da qualidade dos odcitos com a idade materna '°! pode prejudicar a qualidade
embrionaria e consequentemente o nimero de embrides com qualidade para serem
transferidos ou vitrificados. Apesar disso, um estudo demonstrou auséncia de
deterioracdo na qualidade embrionaria com a idade materna 2. Segundo estas
informagodes torna-se incerto o efeito da idade materna nas taxas de fecundagao e de
embrides utilizados, no entanto, neste estudo n&o se verificou efeito deste fator,
concluindo-se que a cultura em grupo dos odcitos apés ICSI nao apresenta qualquer

vantagem nessas mesmas taxas com o aumento da idade materna.

Por ultimo, também néo foi comprovada a influencia do nimero de oécitos recolhidos
da puncéo folicular nas taxas de fecundacdo e de embrides utilizados da cultura em
grupo e da individual. Em contrapartida, Hsu et al. demonstrou que um maior nimero
de odcitos obtidos resulta numa menor taxa de fecundagdo, mas é onde existe maior

disponibilidade de embrides de boa qualidade e para vitrificagéo 3.

Dos resultados deste artigo pode-se concluir que a cultura em grupo de odcitos apés
ICSI nado influencia as taxas de fecundacdo, mas é preferivel manter os odcitos
individualizados, uma vez que Salahuddin et al. afirmou que od6citos ndo fecundados
podem libertar fatores que afetam o desenvolvimento de odcitos fertilizados/embrides
136, De forma adicional, este estudo também sugere que apenas o periodo entre o
procedimento de microinjecdo e avaliacdo da fecundacgéo (16-20h) n&o influencia a taxa
de embrides utilizaveis, contudo, ndo permite inferir se um periodo mais extenso de

cultura em grupo influencia esta taxa.

Como ultima conclusao deste estudo, a cultura em grupo ndo apresentou qualquer
vantagem nas taxas em estudo perante os diferentes grupos de qualidade espermatica,

idade materna e niumero de oécitos recolhidos.

Num futuro estudo em ambiente clinico, de forma a ser avaliado se periodos mais longos
da cultura em grupo influenciam as taxas de embrides utilizados, a utilizagdo de novas

placas de cultura que permitam a cultura em grupo e simultaneamente a monitorizacao
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individual dos embriGes durante o seu desenvolvimento seria uma boa op¢éo. De forma
complementar, é aconselhado para futuros estudos uma melhor uniformizagéo perante
os ciclos incluidos, como a finalizacdo de todos os ciclos no mesmo estagio de
desenvolvimento, para uma avaliagdo mais fidedigna das taxas de embrides utilizados,
mas também para introduzir uma avaliacdo da qualidade embrionéria em condi¢fes de

cultura em grupo.
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Conclusdes do estagio

De uma forma resumida, este estagio permitiu-me acompanhar todos os processos
existentes num ciclo de PMA, ou seja, desde a recolha de gametas até a transferéncia
embrionaria, mas também analisar todos 0s parametros existentes num centro de PMA
publico (CHUSJ). Para além do mais, foi possivel acompanhar ciclos de PGT, tendo a
possibilidade de seguir os processos e dindmica no momento das bidpsias
embrionarias, assim como mais tarde no momento de desvitrificacdo e transferéncia de

embrides saudaveis.

Para além do acompanhamento consegui observar e interpretar a atitude critica
necessaria num embriologista para avaliar as diversas condigdes expostas num ciclo de
PMA, como alguns exemplos: a idade do casal, os anos de infertilidade, o histérico de
ciclos realizados pelo casal, a qualidade espermatica e dos odécitos. Dessa forma, cada
ciclo deve ser analisado e avaliado de forma individual para ser executada a melhor
decisdo para o casal, por exemplo na decisdo entre um procedimento de FIV
convencional e de ICSI, mas também na avaliagédo da qualidade embrionéria, na decisdo
do dia de desenvolvimento para transferéncia, assim como na sele¢éo de embrides para

transferéncia, vitrificag@o ou desvitrificagdo.

Num laboratério de embriologia existem diversos fatores que podem afetar a qualidade
embrionaria assim como as taxas de sucesso das técnicas PMA, desde a condi¢fes de
meio de cultura a fatores que envolvam a dinamica do laboratério. Deste modo, é
importante a consideragédo de todos os fatores existentes no momento da tomada de
decis@es. Para além disso, segundo a bibliografia é possivel concluir que por vezes as
condi¢bes adequadas para um laboratério de embriologia podem n&o ser as melhores
para outros, sendo assim, cada laboratério deve encontrar e adotar as melhores

condi¢gbes para aumentar e manter as suas melhores taxas de sucesso.

Apesar da existéncia do consenso de Istambul, o qual permitiu o estabelecimento de
regras/caracteristicas obrigatérias para uma classificacdo embrionaria, durante o
processo de desenvolvimento do projeto de investigagdo deparei-me com a
necessidade para uma melhor uniformizacdo do sistema de classificacdo embrionaria
entre centros de PMA e de estudos no tema, para se poder facilitar a comparacéo de
resultados de qualidade embrionéria. O sistema de classificacdo da ASEBIR foi aquele
em que foquei o0 meu estudo, uma vez que € usado na unidade de PMA do CHUSJ.
Com este estudo percebi que a adogéo deste sistema de classificagdo podera ser uma

boa opcdo uma vez que consiste numa classificacdo alfabética, o que, em condi¢bes
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clinicas, pode trazer a vantagem de uma melhor perce¢édo dos casais pela qualidade

embrionaria.

Através do projeto de investigacao foi possivel alargar os meus conhecimentos na area
da embriologia, assim como perceber o nivel de investigacdo para o melhoramento das
condicbes de cultura dos embribes e od0citos. Para além do mais, falando
especificamente da cultura em grupo de odcitos apds ICSI, foi possivel concluir que
neste estudo a cultura em grupo nao trouxe vantagens para as taxas de fecundacéao e
de embrides utilizados. Sendo assim, também se chegou a conclusdo que existem
outros fatores da cultura que podem ter um papel mais importante nas taxas de

fecundagéo em relacéo a cultura em grupo.

Finalizando, sinto que este estagio permitiu-me desenvolver um sélido conhecimento
das técnicas de PMA, assim como deu-me a conhecer o ambiente que é proporcionado.
Deste modo, com o treino que tenho em algumas técnicas, com a familiarizagdo do
ambiente e pelo gosto aumentado na area sinto que estou preparado para continuar o

Mmeu percurso na mesma.
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Anexo 1

Tabela 5. Organizagdo de od6citos por gota de meio em cada placa de cultura. O sinal + corresponde a separacgdo de
placas, ou seja, placas diferentes. Em cada linha, os primeiros odcitos isolados seréo cultivados na mesma placa que os
primeiros 06citos em grupo e assim subsequentemente, por exemplo: quando temos 13 o6citos em metafase Il a primeira
placa terd 4 em grupo e 3 isolados enquanto a segunda placa terd 4 em grupo e 2 isolados. A sinalizacédo a cinza
corresponde a placas com apenas odcitos isolados e a sinalizagdo a amarelo corresponde a casos onde a organizagao
nas placas vai alternando para manter um nimero equilibrado de oécitos em grupo e isolados.

N° de obcitos total N° de odcitos em N° de odcitos isolados \° de placas
grupo (por placa) (por placa)
7 4 3 1
8 4 2+2* 2
9 4 2+3* 2
10 4 2+4* 2
11 4 2+5* 2
12 4] 4+4 2+6* [ 242 2
13 4+4 3+2 2
14 4+4 3+3 2
15 4+4 2+2+3* 3
16 4+4 2+2+4* 3
17 4+4 2+2+5%* 3
18 4+4 2+2+6* 3
19 4+4 3+3+5* 3
20 4+4+4 3+3+2 3
21 4+4+4 3+3+3 3
22 4+4+4 242+ +4* 4
23 4+4+4 24D 4+24+5% 4
24 4+4+4 2+2+2+6* 4
25 4+4+4 2+2+3+6* 4
26 4+4+4 2+3+3+6* 4
27 4+4+4 3+3+3+6* 4
28 4+4+4+4 3+3+3+3 4
29 4+4+4+4 2+2+2+2+5* 5
30 4+4+4+4 2+2+2+2+6* 5
31 4+4+4+4 2+2+2+3+6* 5
32 4+4+4+4 2+2+3+3+6* 5




FCUP | 123
Técnicas de Procriacdo Medicamente Assistida: influencia da cultura em grupo de o6citos da
cultura em grupo sobre as taxas de fecundacgéo e de embrides utilizados



