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Resumo

A reproducdo humana é um processo complexo que requer producao,
circulacdo, e unido de gametas normais, que resultem no desenvolvimento de um
embrido capaz de implantagdo no endométrio, e de emitir sinais quimicos que garantam
a sua manutencdo. Qualquer transtorno que comprometa esses requisitos, que
envolvem numerosas alteracdes e interacoes celulares, pode inviabilizar uma gravidez.

Infertilidade designa a incapacidade de estabelecer uma gravidez comprovavel
por ecografia, ap6s doze meses de relacdes sexuais frequentes e sem protecao
contracetiva, e estima-se que afete mais de 40 milhdes de casais em todo 0 mundo.

Através do conhecimento e compreensao dos processos bioldgicos envolvidos na
reproducdo, e da fisiologia e anatomia normais das estruturas reprodutoras, gametas e
embrides, puderam desenvolver-se protocolos que se propdem a restituir a capacidade
reprodutiva a casais com infertilidade ou patologias transmissiveis a descendéncia. A
reproducdo alcancada com recurso a inducdo da ovulagdo, estimulagdo ovarica
controlada, inseminacéo artificial, com sémen de parceiro ou de dador, ou a qualquer
tratamento ou procedimento que, visando alcancar gravidez, envolva manipulacéo in vitro
de gdmetas masculinos e femininos, ou embrides, € designada procriacdo medicamente
assistida. Investigacdo em areas tdo distintas como a microscopia, a criobiologia e a
biologia da reproducéo, possibilita a otimizagdo de meios de cultura, o melhor
entendimento dos eventos que podem influenciar o sucesso dos tratamentos existentes, e
a concecao de novos protocolos que permitam colmatar falhas dos atuais.

No periodo de estagio executaram-se protocolos de avaliagdo de parametros
espermaticos, processamento de gametas para procriacdo medicamente assistida, e
criopreservacao de espermatozoides. No laboratério de embriologia foi ainda possivel
contactar com os protocolos de fertilizacdo in vitro, avaliagdo do desenvolvimento
embrionario com recurso a tecnologia de time-lapse imaging, preparacao de cateteres

para transferéncia de embrides, e criopreservacdo de embrides e odcitos.

Palavras-chave: biologia da reproducéo; infertilidade; procriagdo medicamente
assistida; manipulagdo de gametas; avaliacdo da qualidade de gametas e embrides;

PrimoVision®; criopreservacao de gametas e embrides.
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Abstract

Human reproduction is a complex process which involves gametes production,
circulation, and union, resulting in the development of an embryo that is able to implant
in the endometrium and to secrete chemical signals that ensure its maintenance. Any
disorder that compromises these requirements, in any of the multiple cellular
modifications and interactions events, might derail pregnancy.

Infertility refers to the inability of a couple to achieve clinical preghancy after
twelve months of frequent unprotected sexual intercourses. It is estimated that this
condition affects more than 40 million couples around the world.

Deep knowledge of biological events involved in reproduction and awareness of
normal reproductive systems, gametes, and embryos anatomy and physiology, creates
the opportunity to develop protocols for the purpose of restoring the reproductive
capacity to couples with infertility or facing diseases transmissible to offspring.
Medically assisted reproduction refers to reproduction brought about through ovulation
induction, controlled ovarian stimulation, artificial insemination with semen of partner or
donor, or by any treatment or procedure that includes the in vitro handling of both male
and female gametes, or embryos, in order to establish pregnancy. Research in areas
such as microscopy, cryobiology, and reproductive biology, enables culture media
improvement, better understanding of events which can affect existing treatments
success, and design of new protocols to bridge the remaining gaps.

The internship period made possible to perform protocols for sperm parameters
assessment, gametes treatment for medically assisted reproduction and sperm
cryopreservation. At the embryology laboratory there was the opportunity to contact
with in vitro fertilizations protocols, embryonic development assessment using time-
lapse imaging technology, loading of embryo transfer catheters, and embryos and

oocytes cryopreservation.

Key words: reproductive biology; infertility; medically assisted reproduction; in vitro
manipulation of gametes; gametes and embryos quality assessment; PrimoVision®;

gametes and embryos cryopreservation.
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Introducgdo. Biologia da reproducéo, Infertilidade e PMA

1. ANATOMIA E FISIOLOGIA DA REPRODUCAO HUMANA

A capacidade de sobrevivéncia das espécies, por reproducdo sexuada, provém
da correta determinacdo sexual, e da diferenciacdo e desenvolvimento de gdnadas,
sistemas de canais, e genitalia externa apropriados.

Em humanos, assumindo condi¢cBes normais, 0 cromossoma Y atua como fator
dominante de determinacdo sexual masculina, pela expressdo da regido de
determinacdo sexual do cromossoma Y (Sry), localizada no braco curto. O Sry ndo
contém intrdes, e codifica um fator de transcri¢cdo, conhecido como fator de determinacéo
testicular (TDF), que despoleta a diferenciacdo de células de Sertoli, iniciando o
desenvolvimento testicular (Sekido e Lovell-Badge, 2008). As hormonas segregadas
pelos testiculos induzem o desenvolvimento e diferenciacdo dos canais de Wolf em
vesiculas seminais, canais deferentes e epididimos, e a regressao dos canais de Miller.
Na auséncia do Sry, existe diferenciacdo de células foliculares e desenvolvimento de
ovarios, regressdo dos canais de Wolf, e os canais de Miller desenvolvem-se e dao
origem as trompas de Faldpio, utero, e terco superior da vagina (Pearlman et al., 2010).

1.1. O aparelho reprodutor masculino

A constituicdo anatémica do aparelho reprodutor masculino inclui génadas,
glandulas anexas, ductos, e um 6rgéo copulador que, no conjunto, permitem a producao
e a deposicédo de gametas masculinos, envolvidos em secre¢fes que exercem funcdes
de nutricdo e protecdo contra fatores nocivos, no aparelho reprodutor feminino.

As gonadas masculinas humanas, testiculos, localizam-se numa bolsa no exterior
da cavidade abdominal que permite manter uma temperatura estavel inferior a temperatura
corporal — que inibiria a producdo de gametas. Os testiculos séo constituidos por tlbulos
seminiferos, com células de Sertoli e células da linha germinativa, e por tecido intersticial,
com células de Leydig e vasos sanguineos.

A fungdo testicular € regulada por controlo enddcrino. O fator libertador de
gonadotrofinas (GnRH) produzido no hipotdlamo estimula a sintese e secre¢do para a
corrente sanguinea de hormona luteinizante (LH) e da hormona foliculo-estimulante (FSH)
pela hipéfise. A LH atua nas células de Leydig, ativando a produgdo de testosterona, e a
FSH sobre as células da linha germinativa, num processo mediado pelas células de Sertoli,
estimulando a producéo de gametas. O sistema € controlado por mecanismos de feedback
negativo, por efeito da testosterona produzida pelas células de Leydig, e pela inibina

produzida pelas células de Sertoli (Shalet, 2009).
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Anatomicamente, cada testiculo tem adjacente um epididimo, composto por
sistemas de canais contiguos entre o testiculo e o canal deferente, e compreende os
tubulos eferentes, o ducto epididimal, e a por¢cdo proximal do canal deferente. Os
tubulos eferentes absorvem parte do fluido segregado nos tdbulos seminiferos e
impulsionam, através de contragdes das células das paredes, 0 movimento dos gametas
produzidos no testiculo em diregdo ao ducto epididimal em que convergem. No ducto
epididimal ocorrem eventos de maturacdo que permitem a aquisicdo de motilidade, e,
essencialmente na regido distal, armazenamento dos gametas (Jequier, 2011la). A
propulsdo dos gametas desde o local de armazenamento até ao exterior, passando pelo
canal deferente, ducto ejaculador e uretra peniana, é dependente de contragfes, na
ejaculacao, que resultam de reflexos medulares simpéticos e reflexos somaticos.

As vesiculas seminais, a pristata, e as glandulas bulbouretrais e uretrais,
constituem as glandulas acess6rias do sistema reprodutor masculino, e séo
responsaveis pela producédo de secrecdes que compde a maior por¢cdo do volume do
ejaculado e que néo se misturam até serem expelidas para o exterior como resultado
da ejaculagéo. As vesiculas seminais segregam um fluido viscoso com frutose — que
serve de fonte de energia aos gametas —, prostaglandinas, 6xido nitrico sintase, e
polipéptidos envolvidos na coagulacdo do ejaculado. A préstata contribui com enzimas
proteoliticas com importancia na liquefagdo, espermina, acido citrico e ides zinco e
magnésio. As secrecdes das glandulas bulbouretrais e uretrais sdo essencialmente

mucoproteinas que intervém na lubrificac@o (Jequier, 2011a).

1.1.1. A espermatogénese e 0 espermatozoide humano

A espermatogénese, producdo de gametas masculinos, € um processo
continuo desde a puberdade, dependente de controlo hormonal, que envolve divisdes
mitoticas e meidticas de células diploides de uma populacgao inicial de células da linha
germinativa, as espermatogonias, e que acontece no lumen dos tlbulos seminiferos.

As espermatogobnias localizam-se entre células de Sertoli adjacentes, na
proximidade da parede dos tubulos seminiferos, e podem ser células estaminais
(espermatogobnias A), ou diferenciadas (espermatogoénias B). As espermatogdnias A
dividem-se por mitoses assegurando a manutengcdo de uma populacdo de
espermatogonias A, e podem diferenciar-se em espermatogonias B, que por divisao
mitotica geram mais espermatogonias B, ou espermatocitos |I.

Os espermatécitos | iniciam a primeira divisdo meibdtica, e durante a profase |,
migram no sentido do limen e estabelecem ligacdo com as células de Sertoli através

de juncdes celulares especializadas (TBC — tubulobulbar complexes) *.

1 - TBC séo estruturas que auxiliam no estabelecimento de tight junctions entre células de Sertoli adjacentes e entre

células de Sertoli e espermatidios (Upadhyay et al., 2012).
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Quando os espermatdcitos | terminam a primeira divisdo meibtica, designam-se
espermatocitos I, e prosseguem para a segunda divisdo meidtica, originando quatro
células haploides — os espermatidios (Shalet, 2009).

A formacdo dos gametas masculinos implica ainda um processo designado
espermiogénese, em que os espermatidios (Figura 1), redondos e com um nucleo
concéntrico, se diferenciam em espermatozoides compostos por cabeca, peca
intermédia e cauda. Na espermiogénese existe formagcdo de um filamento axial,
axonema, por atividade de centriolos, e 0 complexo de Golgi produz uma vesicula com
enzimas hidroliticas — acrossoma. A cromatina condensa e forma um nicleo compacto
que da forma a cabeca do espermatozoide, e as mitocondrias organizam-se em espirais
em torno da porcéo inicial do axonema, dando origem a peca intermédia (Sathananthan,
2013). A porcdo de axonema ndo rodeado por mitocbndrias é a designada peca
principal, ou cauda. Além destes eventos, a espermiogénese implica ainda a redugdo do
volume citoplasméatico do espermatidio, por fagocitose pelas células de Sertoli, com
intervengdo das juncdes celulares especializadas (Upadhyay et al., 2012).

O espermatozoide humano (Figura 1) é uma célula altamente especializada, em
estrutura e fungdo, para permitir a progresséo pelas vias femininas e o transporte dos
cromossomas paternos, e do centrossoma, até ao gameta feminino (Sathananthan,
2013), e com frequéncia apresenta variagdes morfolégicas e anomalias.

Considera-se morfologicamente normal um espermatozoide com uma cabeca
ovalada e de contornos regulares, com 4-5um de comprimento e 2-3um de largura — que
deve conter o0 nlcleo e um acrossoma que ocupe 40-70% do volume —, seguida de um
flagelo, com cerca de 50um e sem deformidades. O flagelo pode ser dividido na sua
extensdo entre a porcdo em que o axonema é rodeado por espirais de mitocondrias —
peca intermédia —, que deve ser esguia e com um comprimento proximo do da cabeca,
e na regido posterior — cauda —, em que o flagelo apresenta uma espessura menor e
uniforme em todo o comprimento (Sathananthan, 2013; WHO, 2010). Contudo, o
principal critério de normalidade espermatica consiste na capacidade de fertilizar um

odcito e gerar descendéncia normal (Seandel e Rafii, 2011).

1.2. O aparelho reprodutor feminino

Um aparelho reprodutor feminino normalmente desenvolvido compreende dois
ovarios, duas trompas de Fal6pio, um Utero no qual desembocam, uma vagina, € uma
vulva — genitélia externa constituida por clitéris, e labios menores e maiores.

Os ovarios sdo as gonadas femininas e além da producdo de odcitos, séo

responsaveis pela sintese de hormonas. A camada externa dos ovarios, cortex, contém
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[seccdo transversal 1 - Acrossoma (preenchimento negro)
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Figura 1 — A, B e C - Ultraestrutura de espermatidios redondos (A) e espermatidios alongados (em espermiogénese) (B),
sob ampliacdo de 5250x, e de espermatozoide observado a penetrar a zona pelicida de um odcito humano, em secgéo
longitudinal de, sob ampliagdo de 14000x, por microscopia eletrénica de transmissdo. D - Diagrama da ultraestrutura do

espermatozoide maduro. Adaptacéo de imagens retiradas de Sathananthan, 2013.
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%

Figura 2 — llustragdo do trato reprodutor feminino e etapas da migragdo dos gametas masculinos em dire¢do ao local de
fertilizacdo. A — Espermatozoides a entrada do cérvix, na transi¢éo vagina-Utero; B — Interagéo dos gametas masculinos com
o epitélio da trompa de Falépio; C — Representacdo de espermatozoides com motilidade hiperativada; D — Oécito rodeado por

células do cumulus em secgao transversal da ampola. llustragdo retirada de Suarez e Pacey (2006).

milhares de células da linha germinativa percursoras dos odcitos, e a regido interior, ou
medula, é constituida por tecido conjuntivo de suporte, vasos sanguineos, e enervacao.

A constituicdo das trompas (Figura 2) compreende fimbrias, na extremidade
proximal ao ovario correspondente, infundibulo, ampola, istmo, e uma porcao distal
intramural, que estabelece a ligacdo com o Utero. Por acdo contratil, as trompas direcionam
a migracao dos odcitos — libertados sob acao hormonal da LH, e apds captacdo pelas
fimbrias — e de eventuais embrides que se formem, em direcéo ao Utero (Figura 2).

O utero constitui 0 local expectavel de implantacdo do blastocisto gerado por
fertilizacdo do odcito e desenvolvimento embrionério, e apresenta um estrato funcional,
mensalmente eliminado e novamente desenvolvido, em resultado de isquemia que
apenas nao ocorre se existirem estimulos produzidos por um embrido para que o

endométrio se mantenha sem descamacao.

1.2.1. A oogénese e 0 o6cito humano
A oogénese é o processo complexo de formagcdo de gametas femininos e &

iniciada ainda no desenvolvimento fetal, quando as oogo6nias primordiais se
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estabelecem, rodeadas por um epitélio de células foliculares, no cértex do ovério.

Apos alguns ciclos de proliferacdo mitética, as oogonias iniciam a meiose e formam
odcitos primarios que ficam retidos na préfase da primeira divisdo meiotica.

O desenvolvimento oocitario é retomado e completado apés a puberdade, sob
atuacdo hormonal, e até entdo, desde que se formam no feto até ao inicio da puberdade,
a maioria dos odcitos primarios sofre atresia. A partir da puberdade acontece estimulagéo
hormonal do desenvolvimento oocitario e um conjunto de foliculos e respetivos 00citos
primarios desenvolvem-se e retomam a meiose até a metafase da segunda diviséo
meibtica — que sO € completada caso ocorra fertilizagao (Wolpert et al., 2007).

Ao contrério do que ocorre na espermiogénese, cada célula percursora origina
apenas um odécito haploide, através de duas divisbes meibticas assimétricas que
resultam na formag&o de uma célula e de um globulo polar (GP) que degenera.

Durante o desenvolvimento, o odcito é envolvido por células da granulosa e da
teca, que intervém na nutricdo e maturagdo, com hormonas, fatores de crescimento e
metabolitos, e é sintetizada uma camada com filamentos embebidos numa matriz de
glicoproteinas (zona pellcida — ZP), entre o oécito e as células foliculares adjacentes.

A morfologia esperada para um od6cito humano, é uma estrutura esférica com
cerca de 100-120um de didametro, com um citoplasma abundante, uniforme e
translucido, e sem inclusdes intracitoplasmaticas, que permite a nutricdo de um embrido
que dele se forme (Sathanathan, 2013). Além da maioria * dos organelos presentes em
células sométicas, os odcitos contém granulos corticais (GC) na periferia celular, em
contiguidade com a oolema (Sathanathan, 2013).

O odécito maduro deve apresentar-se encerrado no interior de uma ZP uniforme
e rodeada por uma camada de células foliculares, designada corona radiata
(Sathanathan, 2013). No espaco perivitelino, compreendido entre o odcito e a ZP,
deve ser identificavel um GP (Balaban et al., 2011; Sathanathan, 2013).

1.3. A interacdo dos gametas humanos

No decurso da ejaculacdo no trato genital feminino, milhdes de gametas
masculinos e o conjunto das secre¢fes das glandulas anexas do sistema reprodutor,
sdo depositados na proximidade do cérvix, num coagulo que se forma
espontaneamente e impede que a retirada do pénis implique também a saida precoce
do sémen (Lwaleed et al., 2007). Em condi¢des fisiologicas, o coagulo liquefaz entre 5
a 20 minutos apds a ejaculacdo. Os processos que medeiam a liquefacdo do sémen
implicam a acéo proteolitica do antigénio especifico da préstata (PSA), da vesiculase e

de outras proteases da familia das calicreinas (Emami et al., 2008; Jequier, 2011b),

2 — O o6cito maduro ndo contém centriolos. Apoés a fertilizagdo o centrossoma de origem paterna assegura a mitose.
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contidos nas secre¢des prostaticas, sobre os polipéptidos de coagulacdo contribuidos
pelas secrec¢des das glandulas seminais (Flori et al., 2008; Jequier, 2011b).

A contribuicéo testicular do ejaculado constitui a primeira fracdo do sémen que
percorre a uretra peniana e que contacta com o muco cervical. Esta posicéo facilita a
progressao nas vias femininas e permite que o contacto dos gametas masculinos com
o ambiente &cido hostil da vagina seja minimizado (Jequier, 2011a). As secrecdes
testiculares e epididimais, das vesiculas seminais, da prostata, das glandulas
bulbouretrais e uretrais, s6 se encontram quando a ejaculacao esta concluida e, no
coito, as fragBes que constituem o sémen podem ndo se misturar integralmente
(Jequier, 2011b) e uma porcdo de espermatozoides pode néo ficar sujeita aos
processos de coagulacao e liguefacdo (Jequier, 2011a).

O transito dos espermatozoides para o Utero € condicionado pela constituicdo do
meio altamente viscoso que é o muco cervical, que, durante a ovulacéo, exibe alteracdes
na constituicdo bioguimica que facilitam a progressdo espermatica (Druart, 2012). Este
mecanismo permite que os gametas masculinos possam migrar pelo cérvix e Utero e
aceder ao local de fertilizagcdo quando existe um odcito disponivel para fertilizagao.

A progressdo de espermatozoides, nas vias femininas, dirigida ao odcito, é
orientada por termotaxia e quimiotaxia. A termotaxia — uma das particularidades
desenvolvidas no processo de capacitagdo (1.3.1. Capacitagdo espermaética) —, implica
a capacidade de reacdo a gradientes de temperatura, impelindo o movimento
espermatico em direcdo a temperaturas mais altas (Bahat et al., 2012), e calcula-se
que desempenhe um contributo essencialmente significativo na orientacdo da
migragéo dos espermatozoides em dire¢céo ao local de fertilizagéo.

Yoshida e Yoshida mencionam a progesterona como um dos potenciais
agentes de quimiotaxia dos espermatozoides (2011) que sdo segregados pelo foliculo
em desenvolvimento até a ovulagédo, sucedendo a secrecao pelo oécito maduro e
pelas células do cumulus que o circundam (Sun et al., 2005).

A interacdo do espermatozoide com o0 00cito acontece na proximidade da
ampola, nas trompas de Faldpio, e implica a progressao do gameta masculino pelas
camadas de células do cumulus e pela ZP. Ainda néo é claro se o processo pelo qual
0 espermatozoide penetra pela camada de células do cumulus depende
exclusivamente da acao de motilidade hiperativada e proteinas de membrana (Gadella
e Evans, 2011). Em seguida, as alteracbes na cabeca do espermatozoide que
resultam da capacitacdo (1.3.1. Capacitagdo espermatica) permitem a ligacdo a ZP, e
consequentemente, que se despolete uma reacao rapida e irreversivel de exocitose de

enzimas hidroliticas contidas no acrossoma, como a acrosina e a hialuronidase, —
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reacdo acrossomica (RA) — que atuam sobre proteinas da ZP e facilitam a progressao
do espermatozoide até ao espaco perivitelino (De Lamirande et al., 2012).

A ligacdo do espermatozoide a ZP envolve pelo menos trés (ZP1, ZP3 e ZP4)
proteinas da ZP e véarias proteinas espermaticas possivelmente organizadas em
complexos proteicos de ligacdo a ZP, e algumas proteinas destes complexos proteicos
espermaticos podem ser necessérias a inducdo RA. O canal de potassio pode mediar o
aumento da concentraco citosélica de ibes Ca** — que conduz a exocitose do contetido
do acrossoma — através da acdo de uma hiperpolarizacdo de membrana, induzida por
ibes K, sobre canais transportadores de célcio e, pela mesma linha de raciocinio, a
presenca de uma fosfatase no complexo de ligacdo a ZP pode indicar que a ligacéo ativa
eventos de sinalizacdo envolvidos na inducédo da RA (Gadella e Evans, 2011).

A consequente RA resulta da interagdo de proteinas SNARE (recetores
proteicos de ligacdo de fator sensivel a N-etiimaleimida solluvel) entre a membrana
exterior do acrossoma e a membrana citoplasmatica da regido pré-equatorial da
cabeca do espermatozoide. As membranas fundem pontualmente, formando vesiculas
de membrana mista e descontinuidades da membrana externa do acrossoma que
permitem a extrusdo do seu conteddo — com a remogdo da membrana plasmatica da
regido pré-equatorial em vesiculas, a membrana interna e da regido equatorial do

acrossoma ficam expostas (Kierszenbaum, 2000; Gadella e Evans, 2011).

1.3.1. Capacitacdo espermatica

A capacitacdo do espermatozoide engloba mecanismos que atuam sobre a
cabeca e a cauda, e concedem a capacidade de fertilizacdo do odcito. As primeiras
alteracbes acontecem segundos apos a ejaculacdo, em consequéncia das concentracdes
elevadas do ido célcio (Ca*) e do ido hidrogenocarbonato (HCO3) presentes no liquido
seminal, e resultam na ativacdo de movimentos vigorosos e assimétricos do flagelo.

O id0 HCO3 entra no espermatozoide através do co-transportador Na‘’/HCOg,
elevando a sua concentracdo intracelular, e gera um aumento do pH e na ativacdo de
uma adenilil ciclase soluvel, especifica do sémen (SACY). Por outro lado, os niveis de
HCOj; alteram a assimetria da membrana plasmatica do espermatozoide, possivelmente
pela ativagdo de uma translocase bidirecional, que faz a translocacéo de fosfolipidos de
membrana e aumenta a disponibilidade de colesterol para aceitadores externos.

Simultaneamente, através de um aumento dos niveis intracelulares de cAMP, a
SACY conduz a ativacdo da proteina cinase A (PKA) — que modula a resposta de
canais de célcio —, induzindo alteragdes no potencial de membrana e aumentando a

concentracao intracelular de Ca*".
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Os restantes eventos envolvidos na capacitacdo ocorrem no trato genital feminino

e, no conjunto, resultam em alteracdes no padrdo de movimento espermatico, num
processo conhecido como hiperativacéo, e em alteragcdes na cabec¢a do espermatozoide.
Estes processos séo lentos e iniciam-se com a remogdo de colesterol da membrana do
espermatozoide, que resulta numa membrana mais fluida e em rearranjos de jangadas
lipidicas. Nesta fase, a PKA fosforila proteinas em residuos serina (Ser) e treonina (Thr),
mediando a ativacdo de cinases, e a inibicdo de fosfatases, que provocam um aumento

na fosforilagdo em residuos tirosina (Tyr) (Signorelli et al., 2012).

1.3.2. Fertilizacéo

A fertilizacdo in vivo envolve a aderéncia e fusdo espontanea espermatozoide-
odcito, e culmina com formacgdo de uma entidade bioldgica geneticamente distinta e
totipotente, o zigoto (Evans, 2012; Sathananthan, 2013).

Em resultado da fusdo da membrana espermatica com a oolema, é
despoletado um aumento transiente na concentracéo intracelular de Ca®* que medeia
um conjunto de eventos de sinalizagdo compreendidos no conceito de ativacdo do
oocito — desgranulacgdo cortical, retoma da segunda divisdo meiotica, e formacgéo dos
prontcleos haploides paterno e materno (Miyazaki, 2006, Nomikos et al., 2011).

A desgranulacgédo cortical consiste numa reacdo rapida de exocitose de granulos
corticais (GC) para o espaco perivitelino. O conteddo dos GC atua sobre glicoproteinas da
ZP e promove o endurecimento da mesma. Esta reacdo impede que outros
espermatozoides migrem até ao espaco perivitelino, e, conjuntamente com o mosaicismo
de membrana gerado pela integracdo das membranas do espermatozoide e dos GC na
oolema, estabelece um bloqueio a polispermia (Sathanathan, 2013).

Simultaneamente com a extrusdo do segundo glébulo polar (GP Il) para o
espaco perivitelino, apds a conclusdo da meiose, vesiculas do reticulo endoplasmatico
liso (REL) do odcito formam um invélucro nuclear em torno dos cromossomas maternos,
originando o pronucleo (PN) feminino. ApOs expansdo do nudcleo espermético no
ooplasma, descondensagdo do ADN, e degradacdo do invélucro nuclear de origem
paterna, o PN masculino apresenta um invélucro nuclear formado por vesiculas do REL
do odcito (Sathanathan, 2013). Os corpos percursores dos nucléolos * (CPN) tornam-se
discerniveis durante a formacéo dos PN e desaparecem antes da singamia e inicio da
clivagem do zigoto, e, por estarem ligados a cromatina, devem exibir polarizacdo e
simetria entre os PN masculino e feminino (Papale et al., 2012).

O final da fertilizag&o, cerca de 17 a 20 horas ap0s a fusdo espermatozoide-00cito,

€ mediado pelo centrossoma espermatico, que organiza o primeiro fuso mitético do zigoto.

3 - Os nucléolos séo locais de sintese de pré RNA ribossémico inerente aos processos de traducéo quando o genoma

embrionario se torna ativo (Papale et al., 2012).
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O fuso mitético dirige a migracdo dos PN masculino e feminino para o centro do

zigoto, e orienta a rotacdo necessaria para que o eixo longitudinal dos PN se alinhe com o
segundo GP. Deste modo os PN adquirem a orientacdo apropriada ao plano da primeira
divisdo mitética (Papale et al., 2012). Os involucros dos PN justapostos decompdem-se e
0S cromossomas parentais agrupam-se, durante o processo de singamia, que resulta na

formagé&o do zigoto diploide (Sathanathan, 2013).

1.4. O embrido humano

A primeira divisdo do zigoto resulta na formacdo de um embrido com dois
blastobmeros, que enquanto € conduzido pela trompa até ao Gtero, sofre mais algumas
clivagens, e passa a apresentar primeiro quatro, depois 0ito, e assim sucessivamente.

A aderéncia intercelular surge e aumenta no embrido com oito blastémeros, num
processo que esta associado a ativacdo do genoma embrionério, e, ao quarto dia, o
embrido sofre compactacdo e apresenta-se como um aglomerado de células indistinguiveis
que deve reunir entre 16 e 32 blastémeros (Prados et al., 2012), designado morula.

A etapa seguinte do desenvolvimento embrionario € a acumulacdo de fluido
entre as células que compde a morula — cavitagdo —, que ocorre habitualmente entre o
quarto e quinto dia do desenvolvimento embrionario, e marca o inicio do estadio de
blastocisto. O fluido e o niumero de células aumentam, e resultam num aumento do
volume do blastocisto e consequente diminuicdo da espessura da ZP que o rodeia.
Durante a expanséo do blastocisto torna-se progressivamente mais discernivel uma
massa celular densa — massa celular interna (MCI) — e uma camada de células que
revestem internamente a ZP - trofoectoderme (TF), até que o blastocisto eclode
(Hardarson et al., 2012), ao quinto dia de desenvolvimento.

A implantacdo do blastocisto eclodido ocorre entre o sexto e o sétimo dia do
desenvolvimento embrionario poés-fertiizacdo (Sathanathan, 2013), e implica
ancoragem no endométrio e aderéncia ao seu epitélio. Em seguida, o blastocisto inicia
a infiltracdo no estroma, e induz a formacdo de uma rede vascular que permita a sua
nutricdo e desenvolvimento, e a tolerancia materna aos antigénios de origem paterna.
Hormonas, fatores de crescimento, citoquininas, moléculas de aderéncia, e enzimas
de degradacédo da matriz, atuam na interacdo endométrio-blastocisto, e resultam numa
resposta inflamatoria local e inflamacédo sistémica, e permitem a protecdo do feto
contra infecdes e rejeicdo materna (Abdelhamid, 2013).

O acido hilurénico (AH) é uma macromolécula abundante no fluido uterino, cuja
sintese no endométrio aumenta no periodo da expectavel implantacao, e diminui logo

no dia que a sucede. Esta variacdo do disponibilidade do AH, em conjunto com o facto
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de o0 embrido humano e o endométrio expressarem recetores para o AH, sugere que o

AH pode estar envolvido na aderéncia do blastocisto ao endométrio, e que
desempenha entdo um papel fisiologico na implantagéo (Nakagawa et al., 2012).

2. INFERTILIDADE CONJUGAL — ABORDAGEM E CAUSAS

A infertilidade é uma doenca do sistema reprodutivo definida como a incapacidade
de um casal alcancar uma gravidez clinicamente comprovavel por ecografia, apdés um
periodo igual ou superior a doze meses de relacbes sexuais frequentes e sem protecdo
contracetiva (Zegers-Hochschild et al., 2009). Estima-se que, em 2010, existissem cerca
de 48,5 milhdes de casais inférteis em todo o mundo (Mascarenhas et al., 2012).

Qualquer transtorno que comprometa processos fisiolégicos envolvidos na
reproducdo, pode dificultar ou impedir que se estabeleca uma gravidez. O estudo do
casal infértil tem como propésito identificar o fator de infertilidade e deve iniciar-se
pelas investigagbes mais simples e menos invasivas, e seguir uma metodologia
sequencial, de agressividade progressiva, com inicio na anamnese exaustiva e exame
fisico. Devem ser reunidas informacdes relativas a histéria reprodutiva, médica, e
cirlrgica, sexualidade, elementos ambientais, ocupacionais, ou comportamentais,
passiveis de prejuizo a capacidade fértil, e normalidade da anatomia reprodutora.

A identificagcdo de um fator de infertilidade permite, além da selecdo de
abordagem terapéutica apropriada a restituicdo da capacidade fértil e & concecgéo de
uma gravidez, a gestdo de espectativas em situacbes em que o0s tratamentos

disponiveis ndo viabilizem a possibilidade de paternidade biolégica.

2.1. Fatores femininos de infertilidade conjugal

Para que possa ocorrer gravidez, além da libertacdo de um odcito que seja
captado pelas fimbrias, e de desenvolvimento do endométrio adequado a implantacao
de um eventual embrido, o elemento feminino de um casal deve apresentar um
aparelho reprodutor harmonicamente desenvolvido, e capacidade de relaxamento e
rececdo do 6rgéo copulador durante o coito.

Os principais fatores femininos de infertilidade relacionam-se com disfuncéo
ovulatéria, malformacdes anatémicas que resultam do desenvolvimento inadequado
dos ductos de Miller (Grimbizis et al., 2013), alteracdes na permeabilidade das
trompas, secrecdes cervicais hostis, e anomalias uterinas que condicionem a migracéo

dos gametas masculinos e a implantacéo.
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Independentemente de outros fatores, a idade € um fator que condiciona
particularmente a fertilidade feminina. Este contraste entre o efeito da idade no homem
e na mulher pode ser compreendido pelo facto de os telomeros do odécito encurtarem
com o aumento da idade na mulher, enquanto nos gametas masculinos, os teldmeros

alongam com a idade * (Kalmbach et al., 2013).

2.2. Fatores masculinos de infertilidade conjugal

Ao elemento masculino de um casal que pretenda conceber uma gravidez, é
essencial que apresente um 6érgdo copulador normalmente desenvolvido, capaz de
erecdo, e de ejaculagdo oportuna com propulsdo de gametas morfologicamente e
funcionalmente normais, para o interior das vias reprodutoras femininas. Qualquer
fator que condicione este sistema pode ser responsavel por infertilidade conjugal.

A infertilidade masculina pode dever-se, essencialmente, a causas de etiologia
secretora, por fatores testiculares ou hormonais, ou de etiologia excretora, associada a
anomalias anatémicas, perturbacdes erécteis ou sexuais, distlrbios da ejaculacéo, ou
obstrucdes dos ductos. Além de fatores de origem genética, cirlrgica, ou infeciosa,
fatores comportamentais como o consumo de alcool e tabagismo (Gaur et al., 2010), e
a prética frequente de sauna (Garolla et al., 2013), podem também condicionar a
espermatogénese e inerentemente constituir um entrave a capacidade reprodutiva.

As principais causas identificaveis de fator masculino de infertilidade incluem
varicocelo, obstrugbes do trato genital, faléncia testicular, criptorquidia, exposi¢do a
gonadotoéxicos, patologias genéticas, infegdes, disfungdes hormonais, perturbacdes

imunoldgicas, disfuncdo sexual ou eréctil, e doengas sistémicas (Esteves et al., 2011).

2.2.1. Espermograma — avaliacdo de par@metros espermaticos

O fluido produzido pela juncdo de secrecgfes testiculares e das glandulas
acessorias do sistema reprodutor, como resultado da ejaculacdo — designado sémen,
ou esperma — apresenta grande variabilidade, mesmo considerando amostras de um
anico individuo. Além da variacdo esporadica devida a fatores que pontualmente
comprometam a espermatogénese, estdo descritas alteracdes da composicdo
espermatica associadas ao aumento da idade (Eskenazi et al., 2003; Ng et al., 2004),
flutuacdes sazonais — melhoria de parametros espermaticos na primavera e inverno
(Levitas et al., 2013) —, e associacdo entre tempo de estimulacdo que precede a
gjaculacdo e a qualidade espermatica (Pound et al., 2002). Esta ultima fonte de
influéncia pode fundamentar a variacdo da qualidade espermatica dependente do

método de colheita, que associa melhores parametros espermaticos a amostras

4 — O aumento do comprimento dos telomeros nos espermatozoéides resulta, possivelmente, da a¢éo continua da

telomerase sintetizada em abundancia nas espermatogonias (Kalmbach et al., 2013).
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obtidas por coito com preservativo sem espermicida, comparando com amostras
produzidas por masturbagédo (WHO, 2010).

Como a fungéo espermatica pode ser condicionada por fatores relacionados
com os gametas, como a motilidade, numero, e morfologia, e pela composi¢cdo do
liquido seminal, o espermograma € um procedimento pertinente, inicial, e pouco
invasivo, da investigacdo do elemento masculino do casal infértil. Através da avaliagdo
de propriedades fisicas e citomorfolégicas do ejaculado, com protocolos claros, bem
fundamentados, e padronizados, um espermograma deve reunir informacdo
respeitante & producdo de gametas, permeabilidade do sistema de ductos pos-
testiculares, e atividade secretora das glandulas acessorias do sistema reprodutivo.

Além dos critérios de normalidade (Tabela 1) estabelecidos pela andlise de

amostras de homens comprovadamente férteis °

, a interpretacdo dos dados de um
espermograma deve ter em consideragéo a possibilidade de, no trato genital feminino, a
mistura das fragbes que constituem o sémen ndo se processar de forma homogénea
como simulado em laboratério para a analise dos pardmetros seminais (Jequier, 2011b),
e que a expressao da fertilidade masculina €, em muito, dependente do elemento
feminino, pelo que extrapolacdes de (in)fertilidade devem ser feitas com prudéncia.

A producdo de espermatozoides, em situagfes de azoospermia da amostra
seminal (Tabela 2), pode ser confirmada através de andlise de fragmentos testiculares
obtidos por bidpsia. Em contextos de azoospermia obstrutiva, a bidpsia testicular torna

vidvel a extracao e criopreservacao de gametas para ciclos de fertilizacao in vitro.

Tabela 1 — Valores minimos e classificacdes de referéncia para amostras consideradas normais pela OMS (WHO, 2010).

PARAMETRO VALOR MINIMO/CLASSIFICAGAO DE REFERENCIA
Liguefacéo Completa até 60 minutos apoés a ejaculacédo

Volume do ejaculado 1,5mL

Viscosidade Normal (gotas bem definidas / filamentos de ligagéo a pipeta < 2cm)
pH 7,2

Cor Cinzento/esbranquicado

Aglutinacéo Ausente

Motilidade (progressiva + in situ) 40%

Motilidade progressiva 32%

Vitalidade 58%

Hipoosmolaridade 58%

Concentracado de espermatozoides 15x10%mL

Ndmero total de espermatozoides 39 x 10°

Morfologia normal 4%

Numero de leucdcitos < 1x10%mL

5 — A nocdo de comprovadamente férteis compreende homens que foram pais ou cujas companheiras tenham

engravidado num periodo anterior ao espermograma nao superior a um ano (OMS, 2010).
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Tabela 2 — Terminologia habitual de designagédo de variagcdes nos parametros da qualidade espermatica (WHO, 2010).

NOMENCLATURA

DESCRICAO

Aspermia
Astenozoospermia

Azoospermia

Auséncia de sémen (auséncia de ejaculacéo ou ejaculagao retrograda).
Percentagem de espermatozoides progressivos inferior ao limite minimo de referéncia.

Auséncia de espermatozoides no ejaculado.

. ) Auséncia de espermatozoides nas preparacbes a fresco do ejaculado, mas
Criptozoospermia . L . | . .
identificaveis em preparag6es apés centrifugacéo da amostra.

Hematospermia Presenca de eritrocitos no ejaculado.

Leucospermia Presenca de leucdcitos no ejaculado acima do limite de referéncia.

) Percentagem baixa de espermatozoides vivos /percentagem alta de espermatozoides
Necrozoospermia .
imoveis.

NuUmero total de espermatozoides/concentracédo, e percentagens de espermatozoides

Normozoospermia progressivos e morfologicamente normais, iguais ou superiores aos limites de

referéncia.

) ) Numero total de espermatozoides/concentracéo, e percentagem de espermatozoides
Oligoastenozoospermia ) o o .
progressivos, inferiores aos limites de referéncia.

) . Numero total de espermatozoides/concentracéo, e percentagens de espermatozoides
Oligoastenoteratozoospermia ] ] o o .
progressivos, e morfologicamente normais, inferiores aos limites de referéncia.

) ) NUmero total de espermatozoides/concentracédo, e percentagem de espermatozoides
Oligoteratospermia ) o o .
morfologicamente normais, inferiores aos limites de referéncia.

Oligozoospermia Numero total de espermatozoides, ou concentragao, inferior ao limite de referéncia.

) Percentagem de espermatozoides morfologicamente normais inferior ao limite de
Teratozoospermia o
referéncia.

3. PROCRIACAO MEDICAMENTE ASSISTIDA

Por acordo da OMS e do ICMART (International Committee for Monitoring
Assisted Reproductive Technology), o conceito de procriagdo medicamente assistida
(PMA) define-se como a reproducdo alcancada com recurso a indugdo da ovulagao,
estimulacdo ovérica controlada °, inseminacao intrauterina, intracervical, ou intravaginal,
com sémen de parceiro ou de dador, ou a técnicas de reproducdo assistida (TRA). Na
mesma publicagdo, o conceito de TRA é clarificado como qualquer tratamento ou
procedimento que, visando alcancar gravidez, envolva manipulacao in vitro de gametas
masculinos e femininos, ou embrides (Zegers-Hochschild et al., 2009).

Atualmente, a PMA n&o tém aplicabilidade confinada ao aumento da
probabilidade de um casal infértil conseguir uma gravidez pretendida, sendo também
pertinente em situacdes que afigurem o risco de transmissdo a descendéncia de

doencas genéticas ou viricas graves. A abordagem terapéutica pode variar desde

6 - A estimulagdo ovarica controlada consiste no recurso a farmacos para induzir o desenvolvimento e maturagéo de

odcitos, e realiza-se sob controlo com andlises e/ou ecografias.
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opcOes de atuacao estritamente clinica, como a inducdo de ovulagdo e recomendacao
de coito programado, a procedimentos mais invasivos, como fertilizacbes in vitro, que
envolvem a conjugacao de protocolos de intervencao clinica e laboratorial, e permitem
a manipulagdo e triagem de gametas e embrides. O protocolo a adotar em cada
circunstancia devera ser selecionado tendo em consideracdo as informacdes
recolhidas na investigacdo do casal, taxas de sucesso, custos, invasividade dos

procedimentos, e resultados de eventuais ciclos de tratamento anteriores.

3.1. Manipulacéao laboratorial de gametas

Os protocolos de manipulacéo laboratorial de espermatozoides e 0dcitos visam
assegurar as condicbes mais propicias a preservacéo da viabilidade celular dos gametas
e ao estabelecimento de uma gravidez, e constituem uma etapa crucial para o sucesso de
ciclos de inseminacdo artificial, fertilizacao in vitro, ou criopreservacdo de gametas.

A presenca de espermatozoides mortos ou lesados nas amostras de sémen
esta associada a libertagdo de espécies reativas de oxigénio e a fragmentacdo de
ADN, e pode comprometer a capacidade fecundante dos gametas masculinos viaveis
(Roca et al.,, 2013). Os protocolos de preparacdo espermatica devem permitir a
separacdo de gametas e liquido seminal, e a selecdo de uma populacdo de
espermatozoides funcionalmente e morfologicamente normais, capazes de fertilizagdo
(Henkel, 2012; WHO 2010). Adicionalmente, o processamento de amostras seminais
pode ser relevante na profilaxia da transmissdo a descendéncia de doencgas de origem
virica — a lavagem de gametas pode ser suficiente para impedir a transmissdo de VIH
a descendéncia e a parceiros ndo infetados, em casais com o0 elemento masculino
VIH-positivo (Agboghoroma e Giwa-Osagie, 2012) — ou de associa¢cdo a cromossomas
sexuais (3.1.1. Separacédo de espermatozoides X e Y por citometria de fluxo).

E expectavel que a secre¢do da matriz de AH, que se acumula entre as células que
rodeiam o odcito, durante o desenvolvimento folicular, aumente a distancia intracelular na
periferia do odcito, e o0 estado de expansdao dos complexos CCO recolhidos na pungéo
folicular pode indiciar o estado de maturacao do gameta feminino. A desnudacao do odcito é
0 procedimento, inerente a protocolos de fertilizagdo in vitro por microinjecao (3.3.
FertilizacBes in vitro) ou de criopreservacdo (3.4. Criopreservacdo de gametas e embrides),
pelo qual, mecanica ou enzimaticamente, se removem as células do complexo CCO que
revestem a ZP, e permite confirmar o estado de maturacao e as caracteristicas morfolégicas
do gameta. Sendo os odcitos particularmente suscetiveis a dano, e de forma a evitar
oscilacBes térmicas ndo fisiolégicas, é recomendavel o recurso a placas de aquecimento

para manter 0s materiais envolvidos na sua manipulagcéo a aproximadamente 37°C.
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3.1.1. Separacdo de espermatozoides X e Y por citometria de fluxo

Os contetudos em ADN de espermatozoides portadores dos cromossomas X, e
de portadores do Y, diferem cerca de 3%, e tornam viavel a separagdo de
subpopulacbes esperméticas por citometria de fluxo. Através da marcacdo com
fluoréforos como o Hoechst 33342 — capaz de penetrar a membrana celular de células
vivas, e de se ligar de maneira reversivel a pares de adenina e timina expostos na
cadeia dupla de ADN -, o0s gametas podem ser detetados e separados
automaticamente, com base na intensidade da fluorescéncia que emitem, que
dependera do cromossoma sexual portado (Garner, 2009; De Geyter et al., 2013).

De Geyter (2013) relatou a primeira gravidez, na Suiga, com recurso a citometria
de fluxo para selecdo de espermatozoides portadores do cromossoma X, no decurso da
fertilizaco in vitro de uma portadora da distrofia muscular de Becker ’. Este registo surge
no seguimento de cerca de 924 nascimentos desde a pioneira aplicagdo da técnica, no
inicio da década de 90. Embora as motivacGes da implantagdo da técnica na Suica se
prendam com legislac¢des estritas, que inviabilizam a criagdo de um nimero superior a trés
embribes por ciclo de fertilizagdo in vitro — que tornariam pouco praticavel o diagndéstico
genético pré-implantatério (3.3.1.2. Diagnéstico Genético Pré-Implantatério (DGPI)) —, a
selecdo de subpopulaces de gametas masculinos baseada no cromossoma sexual, tera
aplicabilidade global ao permitir prevenir a transmissdo de doengas genéticas de
associacdo aos cromossomas sexuais, e reduzir o numero de embrides supranumerarios
necessarios para DGPI (3.3.1.2. Diagnostico Genético Pré-Implantatério (DGPI)) (De
Geyter et al., 2013). A possibilidade de selecdo sexual da descendéncia, desprovida de
motivacdo relacionada com a profilaxia de doencas graves, suscita, necessariamente,
guestdes éticas, e obrigard a discussdo e criacdo de legislacdo adequada para

salvaguardar aplicacfes da técnica que sejam consideradas indevidas.

3.1.2. Maturagéo in vitro de gametas

A cultura em meio apropriado — suplementado com LH e FSH — por até 48h, permite
gue odcitos imaturos amaduregcam em ambiente laboratorial, e proporciona uma alternativa
simples, mais acessivel e segura — ndo envolve custos de farmacos para estimulacdo
ovarica e inerentemente ndo acarreta o risco de sindrome de hiperestimulagdo ovarica
(SHO) ® —, aos protocolos convencionais que envolvem estimulagio ovérica prévia a

criopreservacdes de odcitos e a técnicas de fertilizag&o in vitro. Ainda assim, os ciclos de

7 — A distrofia muscular de Becker é uma doenga recessiva associada ao cromossoma X e caracteriza-se pela perda

progressiva de forga muscular nos membros inferiores e muisculos pélvicos (De Geyter et al., 2013).

8 — O sindrome da hiperestimulagdo ovarica (SHO) consiste numa complicagdo potencialmente fatal, decorrente de

estimulag&@o ovarica com hormonas exdgenas.
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fertilizacdo in vitro com o6citos maturados in vitro apresentam taxas de sucesso (nascidos
vivos) inferiores aos de ciclos com estimulacao ovarica (Gremeau et al., 2012).

Ao viabilizar a gestao laboratorial de odcitos imaturos, recolhidos em qualquer fase
do ciclo ovérico ° (Grynberg et al., 2013), a maturacdo in vitro de odcitos constitui um
procedimento particularmente pertinente em contextos de inadidvel preservacdo da
fertilidade, ou em que a administracdo exdgena de hormonas para estimulacdo ovarica
nao seja eficaz ou configure possivel prejuizo, decorrentes de tratamento gonadotoxico
iminente, patologias sensiveis a alteragBes nos niveis de estrogénio, como a leucemia,
resisténcia ovarica ao FSH, insuficiéncia ovarica precoce, ou ovarios poliquisticos.

Em contraste, os protocolos de maturacao in vitro de células da linha germinativa
masculina, em mamiferos, ainda ndo permitiram estudos conclusivos que possibilitem a
aplicabilidade clinica, com seguranga, em humanos (Seandel e Rafii, 2011).

Ainda assim, a cultura de testiculos de murganhos ex vivo — em meio com uma
formulacéo isenta de soro, adequada a cultura de células embrionarias estaminais em
estado indiferenciado, e suplementado com FSH e testosterona —, permitiu reconstituir a
espermatogénese in vitro, e os espermatidios redondos e espermatozoides maturados in
vitro resultaram, por fertilizacdo in vitro com microinjecdo intracitoplasmatica, em
descendéncia saudavel e reprodutivamente competente (Sato et al.,, 2011), pelo que
parece fornecer uma possibilidade promissora de desenvolvimento in vitro de gametas,

para pacientes pré-pubescentes sujeitos a tratamentos gonadotéxicos.

3.1.3. Gametas artificiais

O alcance das técnicas de PMA com gametas do casal cinge-se a pacientes com
gametas em numero e qualidade suficientes. Assim, uma por¢éo significativa de casais
com infertilidade conjugal fica desprovida de possibilidades de paternidade genética.

Os gametas artificiais surgem no sentido de colmatar a caréncia de gametas, e
através da incorporacdo de ADN parental, e com recurso a protocolos de PMA,
permitirdo tornar viavel a geracdo de descendéncia biolégica em contextos de
auséncia de gametas proprios viaveis. Contudo, embora atualmente seja viavel criar
células artificiais com semelhangas moleculares e fisiologicas aos gametas humanos,
0s gametas artificiais ainda ndo exibem funcionalidade plena (Kashir et al., 2012).

Apesar das questbes éticas que possa despoletar, o desenvolvimento de gametas
artificiais proporcionara, virtualmente, além de aplicabilidade em uso clinico no tratamento
da infertilidade humana, um modelo de estudo e ferramenta de treino relevantes em

investigacao, e formacgéo, em biologia celular e da reproducéo, e em embriologia.

9 — Embora a extragdo de odcitos imaturos seja possivel independentemente da fase do ciclo ovérico, idealmente a
puncéo ovarica deveria processar-se no termo da fase folicular, de maneira a recolher, além dos odécitos a maturar in

vitro, um odécito maduro, do foliculo dominante (Grynberg et al., 2013).
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3.2. Inseminacdes artificiais

John Hunter, cirurgido inglés que viveu entre 1728 e 1793, tera sido pioneiro na
abordagem da infertilidade, sendo-lhe atribuida a responsabilidade pela primeira
inseminacdo artificial humana. Segundo registos escritos do sobrinho, datados de
1799, Hunter ter4 aconselhado um marido com hipospéadias a recolher o ejaculado
com uma seringa e a deposita-lo na vagina da mulher (Prietl et al., 2000).

As inseminac@es artificiais (IA) sdo procedimentos pouco invasivos e de baixo
custo, quando comparadas com os procedimentos de fertilizacdo in vitro, e envolvem
protocolos laboratoriais simples que permitem, em determinadas circunstancias,
ultrapassar as condicionantes ao estabelecimento de uma gravidez, sendo
particularmente pertinentes no contexto de infertilidade conjugal inexplicada, por fator
cervical ou imunolégico, ou disfun¢des ejaculatérias (Allahbadia e Merchant, 2012).
Usualmente é requerida monitorizacdo do ciclo ovarico ou inducdo da ovulagéo, e
obtencédo, preparacdo, e transferéncia intravaginal, intracervical, ou intrauterina (11U),
de gametas masculinos — do parceiro (lA intraconjugal, ou homdéloga) ou com gametas
de dador (lA heterdloga) —, com o auxilio de um cateter.

Artigos recentes sugerem que a inducdo de dano ligeiro e intencional no
endométrio despoleta uma resposta inflamatéria local que beneficia a recetividade do
endométrio a implantacéo de embrides (Gibreel et al., 2013; Granot et al., 2012; Nastri et
al., 2013; Potdar et al., 2012). Abdelhamid (2013) refere que este procedimento, realizado
na fase proliferativa do ciclo em que se processe a IA, ou no que o anteceda, aumenta as

taxas de gravidez relativamente a ciclos sem leséo do endométrio.

3.3. Fertilizagdes in vitro

O conceito de fertilizacdo in vitro designa a generalidade das técnicas que
impliguem a incorporagdo de espermatozoides em 00citoS como um processo
extracorporal, em ambiente laboratorial controlado. Inerentemente, ciclos de tratamento
com recurso a fertilizagdo in vitro, compreendem etapas de estimulacdo ovérica
controlada, recolha, observacdo e preparacdo laboratorial dos odcitos, obtencéo e
processamento de gametas masculinos, e fecundagdo dos odcitos, e permitem, através
da transferéncia de embribes selecionados apos cultura in vitro, diretamente para o Utero,
ultrapassar barreiras fisicas que possam condicionar a deslocacdo de gametas, e
aumentar as probabilidades de implantacdo e gravidez. Eventualmente pode ainda existir
recurso a hormonas exdgenas para assegurar a manutencéo do endomeétrio.

A adicionar a pertinéncia em contexto de infertilidade conjugal, particularmente

em situacBes de escassez de gametas masculinos com capacidade fertilizante, ou
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devida a fatores oocitario, tubal ou cervical, a fertilizacdo e desenvolvimento embrionario in

vitro permitem a profilaxia da transmissé@o a descendéncia de doengas graves, de origem

genética, através de um estudo genético precoce, alternativo ao diagndstico genético pré-
natal convencional (3.3.1.2. Diagnostico Genético Pré-Implantatorio (DGPI)).

Apbés a recolha e preparacdo dos gametas masculinos e femininos, a
fertilizac&o in vitro pode decorrer mediante co-incubacgdo de odcitos e espermatozoides
em meio que fornega carbohidratos e aminoacidos essenciais, e sob a atmosfera
controlada de uma estufa — FIV convencional.

Alternativamente  pode ser recomendavel proceder & microinjecao
intracitoplasmatica de um espermatozoide viavel e morfologicamente normal em cada
odcito maduro disponivel — ICSI. Este protocolo permite ultrapassar condicionantes a
fertilizagcdo relacionados com parametros espermaticos anormais, sendo particularmente
relevante na sucessao de ciclos de FIV com falha na fertilizagédo ou por numero limitado
de odcitos disponiveis, e permite a fertilizagdo in vitro com espermatozoides imoveis,
obtidos por puncao testicular ou do epididimo, e eventualmente com espermatidios.

Contudo, a percecdo de normalidade morfolégica varia de acordo com a
ampliagdo e resolucdo empregues. A aplicacdo de ferramentas computorizadas
permitiu aumentar a capacidade de andlise da ultraestrutura celular com ampliagfes
superiores a 6000x, e o desenvolvimento de um método de avaliacdo de
espermatozoides méveis, e ndo corados, em tempo real (motile sperm organelle
morphology examination - MSOME), que possibilita a detecdo de anomalias
morfoldgicas subtis *° e de vacuiiolos na cabeca espermatica de gametas que, sob a
ampliacdo de 200-400x empregue na ICSI, seriam selecionaveis para microinjecao
(Delaroche et al., 2013; Marci et al., 2013; Setti et al., 2013; Wilding et al., 2011). A
aplicacdo deste método a selecdo de espermatozoides resultou numa derivacdo da
ICSI, a microinjecéo de espermatozoides selecionados morfologicamente (IMSI).

Embora a IMSI possa ser recomendavel no contexto de falhas recorrentes na
implantacdo de embribes decorrentes de protocolos alternativos de fertiliza¢&o in vitro, por
estar associada ao desenvolvimento de mais embribes de melhor qualidade, e a taxas de
fragmentacéo inferiores (Delaroche et al., 2013; Wilding et al., 2011), o beneficio da
aplicacéo generalizada da técnica — que implica custos superiores aos de ciclos de FIV ou
ICSI —, é controverso (Marci et al., 2013; Montjean et al., 2012; Setti et al., 2013).

3.3.1. Cultura, monitorizacéo, e selecdo de embrides
A cultura in vitro de embrides estabelecidos por fertiliza¢do in vitro pode processar-

se em meios de formulacdo constante até blastocisto, que ndo consideram as alteragfes

10 — Entre outras, alteragcdes morfolégicas na peca intermédia podem condicionar a funcdo espermatica ao interferir na
formagcéo do aster pelo centriolo (Terada et al., 2010).
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fisiologicas do desenvolvimento embrionario, ou em meios sequenciais, ajustados as

necessidades nutricionais especificas de cada estadio do desenvolvimento, e baseados

nas alteragbes decorridas no trato reprodutor feminino. Este segundo sistema de cultura

de embribes tem associadas taxas de gravidez superiores e apresenta-se essencial a
viabilidade do desenvolvimento de blastocistos (Lane e Gardner, 2007).

A transferéncia de mais de um embrido acarreta o risco de gravidez multipla,
gue pode ter associadas complicacbes na gestacdo. Minimizar esse risco, sem
prejuizo das taxas de gravidez, depende da selecdo de um numero limitado de
embrides para transferéncia, com base em critérios com valor prognéstico da
viabilidade e capacidade de desenvolvimento e implantagdo, estabelecidos pela
observacao padronizada de zigotos, embribes em clivagem, e blastocistos.

A semelhanca do que ocorre in vivo, os protocolos de fertilizagdo in vitro devem
despoletar a ativagdo do odcito e consequente extrusdo do segundo globulo polar, e formagéo
de pronucleos. Um odcito fecundado normal deve ser esférico, e conter dois GP no interior da
ZP, e dois PN justapostos, centrados no citoplasma, de tamanho semelhante, e delimitados
por membranas facilmente identificaveis (Balaban et al., 2011; Papale et al., 2012).

Numero semelhante de CPN, alinhados equatorialmente na zona de
justaposicdo das membranas dos PN, parece ser correlacionavel com competéncia
embrionaria (Balaban et al., 2011; Papale et al., 2012; Scott et al., 2000; Scott, 2003),
e irregularidades no tamanho e localizacdo dos PN, tém associacdo com paragem do
desenvolvimento e aneuploidias (Papale et al., 2012). No entanto, o valor progndstico
da avaliagdo morfologia dos pronudcleos € limitado, e ndo acarreta beneficios
adicionais se combinado com a avaliacdo morfoldgica de embrides (Nicoli et al., 2013).

Até ao quarto dia do desenvolvimento in vitro, 0s principais critérios
morfolégicos de avaliacdo de embrides sdo a aparéncia dos blastomeros, a
fragmentacéo celular, e a presenca de multinucleacédo, que € identificavel com recurso
a sistemas de monitorizagdo continua (3.3.1.1. Sistemas de monitorizacao
temporizada automatica). A fragmentacdo, multinucleacdo, e assimetrias, estdo
associadas a um maior risco de anomalias pos-mitéticas (Balaban et al., 2011).

Ao quarto dia do desenvolvimento in vitro (cerca de 92 horas apos fertilizagao),
é expectavel que o embrido se apresente em moérula ou que exista evidéncia de
compactacado, envolvendo, virtualmente, todo o volume de blastémeros. Um volume
superior a metade do embrido ndo compactado é um mau progndstico da capacidade
de desenvolvimento de blastocisto (Balaban et al., 2011).

Cerca de 116 horas ap0s a fertilizacdo, idealmente, deve ser observavel um
blastocisto expandido, com uma MCI proeminente, facilmente identificavel, composta

por muitas células compactas, e com uma TF composta por muitas células que
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formam um epitélio coeso, sendo que a MCI tem elevado valor prognéstico da
capacidade de implantacdo (Balaban et al., 2011).

E possivel que entretanto sejam identificados transcritos de células do cumulus

que tenham valor preditivo da competéncia oocitaria e sejam adequados a utilizacéo

clinica e possibilitem uma avaliacdo ainda mais precoce, e consequente gestdo de

expectativas quanto ao desenvolvimento embrionério (Uyar et al., 2013).

3.3.1.1. Sistemas de monitorizagdo temporizada automéatica

Com o advento de ferramentas de time-lapse imaging para monitorizacdo da
fecundacéo e desenvolvimento embrionario in vitro, surgiu a oportunidade de observacao
continua, e andlise detalhada da morfologia, sem retirar o material biolégico da atmosfera
condicionada da estufa. Por ndo surtir efeitos nefastos distintos dos que as observagfes
convencionais no exterior da estufa produzem, a monitorizagdo temporizada automatica
permite a apreensédo de mais informagéo sem prejuizo dos embrides (Cruz et al., 2011).

Além de proporcionar um incremento significativo na compreensédo sobre
processos dindmicos que intervém no desenvolvimento embrionéario, a aplicacdo de
sistemas de monitoriza¢éo continua permitiu o estabelecimento de critérios de cinética e
sincronia de clivagens, preditivos da competéncia para desenvolvimento até blastocisto
e implantacao (Hlinka et al., 2012; Chamayou et al., 2013; Cruz et al., 2012).

A celeridade e sincronia das clivagens, além da proporcionalidade dos blastomeros,
apresentam associacdo com a qualidade do blastocisto gerado. Embrides com clivagens
precoces apresentam maior probabilidade de desenvolvimento até blastocisto do que
embribes com desenvolvimento retardado, e desenvolvem blastocistos com TF mais coesa
e MCI mais compacta. Do mesmo modo, embrides com maior sincronia na transi¢éo entre
dois e quatro blastomeros estdo associados a blastocistos com melhores morfologias.
Relativamente ao potencial de implantacéo, a formacao de 5 blastomeros entre as 48,8 e
as 56,6 horas, apés fertilizacéo por ICSI, aparenta ser o critério mais preditivo. Em suma, é
sugerido que a selecdo de embrides para transferéncia se baseie numa hierarquia de
critérios, sendo o tempo decorrido até a formacdo de um embrido com 5 blastdbmeros o
principal, seguido da sincronia das clivagens entre dois e quatro blastomeros, e duracéo
dessa mesma transicéo (Cruz et al., 2012).

Os critérios de cinética a que sistemas de time-lapse image permitem acesso,
sdo particularmente relevantes pela capacidade de diferenciar embriGes
morfologicamente semelhantes, e possibilitam a redugcdo da exposicdo a condicdes
artificias de cultura in vitro, através da transferéncia de embrides em clivagem com

caracteristicas preditivas da qualidade em blastocisto.
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3.3.1.2. Diagnostico Genético Pré-Implantacéo (DGPI)

O diagnéstico genético pré-implantagdo (DGPI) baseia-se na possibilidade de
biopsia de odcitos, zigotos ou embribes pré-implantatorios, através de técnicas de
micromanipulacéo, para remoc¢ao de GP, blastébmeros, ou por¢bes da TF, consoante a
necessidade de rastreamento da contribuicdo exclusivamente materna ou da
constituicdo genética total do embrido (Montag et al., 2013).

Particularmente pertinente por permitir despistar a presenca de anomalias,
causadas por um gene especifico, ou cromossémicas, numéricas ou estruturais, o
DGPI pode ser também importante na averiguagdo de uma causa genética para falhas

repetidas na implantacéo de embrides em ciclos anteriores de fertilizacéo in vitro.

3.3.2. Transferéncia intrauterina de embrides

A transferéncia intrauterina decorre, por norma, entre o segundo e o quinto dia
do desenvolvimento in vitro, com recurso a cateteres, e os embrides selecionados sao
depositados no fundo do Utero, a saida das trompas, sob orientagéo ecogréfica.

O paradigma de que, idealmente, uma transferéncia embrionaria ndo devera
causar dano no endométrio, tem sido contrariado por um ndmero crescente de
publicages que referem taxas de sucesso ™' superiores em transferéncias a que se
antecedeu inducao intencional de dano — por curetagem ou biopsia — no endométrio
(Abdelhamid, 2013; Gibreel et al., 2013; Nastri et al., 2013; Potdar et al., 2012).

O mecanismo despoletado, de resposta inflamatéria local, resulta na libertacdo de
citocinas e fatores de crescimento que promovem um desenvolvimento de tecido endometrial
favoravel a implantacéo, e na alteracdo da expresséo genética do endométrio, que gera um
aumento da secrec¢édo de proteinas de adesao (Granot et al., 2012; Potdar et al., 2012).

Também passiveis de aumentar as taxas de sucesso de transferéncia de
embrides sdo a co-transferéncia de células autologas do cumulus, recuperadas na
desnudacao dos odcitos e capazes de producao adjuvante de fatores de crescimento
e citocinas (Benkalifa et al., 2011; Cihangir et al., 2010; Parikh et al., 2006; Parikh et
al., 2012), e a transferéncia em meio suplementado com &cido hialurénico, que pode
aumentar a adesao do blastocisto ao endométrio (Nakagawa et al., 2012; Salamonsen
et al., 2001; Valojerdi et al., 2006).

3.3.2.1. Eclosdo facilitada
Falhas na implantacdo em endométrios adequadamente desenvolvidos, podem
resultar da incapacidade do blastocisto eclodir da ZP. A aplicagdo de técnicas que

produzam descontinuidades na ZP ou promovam a diminuicdo da sua espessura, com

11 — Por taxa de sucesso de ciclos de PMA deve entender-se a efetiva implantacéo e comprovacéao clinica de gravidez.
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recurso a meios quimicos, mecanicos ou laser, permite aumentar a capacidade do

blastocisto eclodir (Zegers-Hochschild et al., 2009), sendo particularmente relevante em

embribes com ZP demasiado espessa ou rigida, ciclos que sucedam transferéncias com
falha recorrente na implantacéo, ou ciclos de criopreservacao (Belil e Veiga, 2012).

Contudo, o protocolo de eclosdo facilitada ou assistida pode desencadear

efeitos adversos como danos no embrido que diminuam a sua viabilidade, ou o

aumento do risco de divisdo da MCI durante a ecloséo, e inerente desenvolvimento de

gémeos monozigéticos, e, por norma, € praticado no terceiro dia do desenvolvimento

embrionario, ou em blastocistos. (Belil e Veiga, 2012).

3.4. Criopreservacéo de gametas e embrides

A preservacao da fertilidade € uma area emergente da medicina em que a
aplicacdo de técnicas de criopreservacdo de gametas permite conservar a capacidade
reprodutiva em situagdes que acarretem o risco do seu prejuizo (Gonzélez et al., 2012).
Contextos em que por doenca, ou no decurso de tratamentos com efeitos gonadotoxicos,
exista a possibilidade de perda de fertilidade, sdo situagdes pertinentes para a aplicacdo
de técnicas de criopreservacdo de gametas ou embribes. Embora se possam colocar
objecBes éticas, também a mudanca de paradigmas sociais que, com frequéncia, se
traduz em protelar a constituicdo de familia com descendéncia para idades em que o
decréscimo da fertilidade constitui um entrave, constitui um contexto de aplicacdo de
técnicas de criopreservacédo de gametas para preservacao da fertilidade.

As técnicas de criopreservacdo de gametas e embrides sdo ainda pertinentes
na gestdo de material biolégico supranumerario, no decurso dos ciclos de tratamento
interrompidos, na impossibilidade de comparéncia do membro masculino do casal no
dia previsto do tratamento, e na organizaco de bancos de gametas de dador **.

Os métodos de criopreservagdo envolvem exposi¢cdo a agentes crioprotetores,
arrefecimento a temperaturas negativas, armazenamento, descongelagéo e restituicao
das condicdes fisioldgicas ap0s diluicdo e remocédo dos crioprotetores, e atualmente os
mais difundidos sé@o a congelacéo lenta e a congelacao ultrarrapida ou vitrificagao.

Enquanto a congelacéo lenta envolve um arrefecimento lento e controlado até
temperaturas negativas, seguida de arrefecimento rapido por imersdo em azoto liquido
para armazenamento, a vitrificacdo alia altas concentracbes de crioprotetores a uma
diminuicdo brusca da temperatura (Liu et al., 2012).

Embora a vitrificacdo seja simples e apresente bons resultados clinicos,
geralmente com taxas de sobrevivéncia e viabilidade de odcitos, embribes e

blastocistos superiores as resultantes de congelacao lenta (Mukaida e Oka, 2012), é

12 — O armazenamento de amostras de dador por um periodo de quarentena permite a realizagcdo de andlises para

despistagem de doencas infeciosas e validacdo das amostras para utilizacdo em PMA.
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controverso se as diferencas ndo se possam dever a ndo otimizacdo do

protocolo de congelagéo lenta, e se a exposicdo a tdo elevadas concentracdes de
crioprotetores ndo tera consequéncias a longo prazo (Edgar e Gook, 2012).

4. OBJETIVOS

Foram objetivos do estagio no Centro de Estudos de Infertilidade e Esterilidade
a aquisicdo das competéncias profissionais, técnicas, e cientificas, inerentes a pratica
de PMA, e aplicaveis em investigacao em areas como a biologia da reproducéao.

Através de trabalho laboratorial supervisionado foi pretendido o contacto com
os procedimentos laboratoriais de um laboratério de andrologia e subsequente
desenvolvimento de autonomia no estudo dos pardmetros espermaticos, preparacao
de gametas masculinos para criopreservacao, inseminacado artificial ou fertilizacdo in
vitro, e criopreservacao de gametas masculinos.

No laboratério de embriologia, com recurso a material biol6gico degenerado ou
supranumerario, procurou-se 0 contacto com as metodologias aplicadas na
preparacdo de gametas femininos para TRA, micromanipulagdo em microscépio 6tico
provido de micromanipuladores, avaliacdo da qualidade oocitaria e embrionaria, e
criopreservacdo de gametas femininos e embribes. Também o contacto com
protocolos alternativos passiveis de otimizar resultados e facilitar rotinas em

laborat6rio foi um objetivo deste estagio.
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1. MATERIAIS, MEIOS E MATERIAL BIOLOGICO

Todos os materiais, reagentes, meios, e material biolégico, utilizados durante o
periodo de estagio, foram disponibilizados pelos laboratérios de andrologia e embriologia
do Centro de Estudos de Infertilidade e Esterilidade (CEIE), sito na Rua D. Manuel II, 51-
B, 4050-345 Porto, no periodo compreendido entre setembro de 2013 e julho de 2014.

A manipulacdo de amostras no contexto de protocolos de PMA, ou de
criopreservacdo de gametas e embribes, decorreu em condigbes de assepsia
asseguradas pela limpeza periédica das superficies de trabalho, repetida sempre que
justificavel, e pela utilizagdo de fatos de trabalho, camaras de fluxo laminar, e materiais

nao toxicos, estéreis, e descartaveis.

1.1. Gametas masculinos

Por norma, manipularam-se ou analisaram-se amostras de sémen obtidas por
masturbacado, sendo o ejaculado recolhido na integra, em recipientes de colheita de
fluidos biologicos, estéreis e devidamente identificados com o nome do dador da
amostra, apos periodos de 2 a 5 dias de abstinéncia sexual.

As colheitas de ejaculado por masturbacao decorridas na clinica processaram-se
em local proprio que permitiu controlar as flutuacfes térmicas, com recurso a sistema de
ar condicionado, e o tempo decorrido entre a recolha e o estudo do ejaculado.

As amostras obtidas no exterior da clinica, por masturbagéo ou por coito com
preservativo sem espermicida, proprio para a recolha de ejaculado, foram mantidas a
uma temperatura fisiolégica até a entrega no laboratério, num intervalo de tempo néo
superior a 30 minutos, pelo transporte do recipiente junto a superficie corporal.

Perdas de ejaculado e irregularidades no processo da colheita, se no contexto de
um espermograma, foram anotadas e, em caso de perda da porg¢éo inicial do ejaculado,
foi agendada uma nova colheita, atendendo ao periodo de abstinéncia convencionado.

Num dnico caso de auséncia de espermatozoides no ejaculado, o andrologista
procedeu a uma bidpsia testicular para recolha de fragmentos do testiculo, que foram
colocados em placa de Petri aquecida, com 1mL de meio de preparagdo de gametas
equilibrado com uma antecedéncia de 12 horas, a 37 °C, em estufa com 6% CO..

Todas as amostras foram mantidas em estufa a 37°C até o inicio da avaliacao

dos parametros espermaticos ou processamento da amostra.
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1.2. Gametas femininos e embrides

O contacto com as rotinas do laboratério de embriologia que implicassem a
manipulacdo de material biol6gico, decorreu com recurso a gametas ou embrides
degenerados, ou supranumerarios, decorrentes de ciclos de fertilizac&o in vitro.

Os odcitos humanos foram aspirados por puncao folicular, via vaginal e
ecoguiada por ultrassonografia, realizada por ginecologistas em mulheres
devidamente sedadas, ap0s estimulagdo ovarica controlada. O liquido folicular foi
aspirado por pressao negativa, para tubos de fundo redondo aquecidos, e mantidos a
cerca de 37°C, num suporte de tubos metélico sobre uma placa de aquecimento.

Terminada a puncéo, o liquido folicular foi transferido para placas de Petri
aquecidas na superficie termicamente condutora de uma camara de fluxo laminar, e foi
iniciada a pesquisa de complexos cumulus-corona-oécito (CCO) sob ampliacdo de
uma lupa. Os CCO foram transferidos para meio apropriado a manipulacdo de
gametas no exterior da estufa, equilibrado de véspera a 37°C.

Apos aspiracdes e rejeicbes para promover a desagregacdo de residuos, 0s
CCO foram lavados em meio de preparacdo de gametas e colocados na estufa a 37°C,

com 6% CO, e 5% O,, no mesmo meio, equilibrado de véspera na mesma estufa.

2. ESTUDO DOS PARAMETROS ESPERMATICOS

2.1. Avaliacdo macroscopica

A analise do ejaculado foi iniciada até uma hora apés a colheita, de forma a
evitar alteracdes espermaticas devidas a desidratacdo ou temperatura (WHO, 2010).
Por norma, apdés confirmacdo da liquefacdo espontanea da amostra (2.1.1.
Liquefacdo), iniciou-se a avaliagdo dos parametros microscépicos (2.2. Avaliacao
Microscépica) e retomou-se e concluiu-se a avaliagdo macroscopica das amostras no

periodo de reacao do teste de vitalidade (2.2.2. Vitalidade).

2.1.1. Liquefagéao

A liquefacdo do sémen foi percecionada pela alteracdo da consisténcia da
amostra — desde uma mistura heterogénea com granulos gelatinosos, até uma
amostra progressivamente mais homogénea e com aspeto fluido — e, classificada

como completa ou incompleta *, até 60 minutos apds a ejaculacio.
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2.1.2. Volume e viscosidade
O volume ? e a viscosidade foram avaliados através da aspiracdo do ejaculado
com uma pipeta graduada de 5mL e consequente gotejar por acdo da gravidade.
Classificou-se a viscosidade das amostras como normal, ou aumentada *, consoante

formassem gotas bem definidas, ou filamentos com mais de cerca de 2 cm.

2.1.3. pH
Os valores de pH foram determinados em amostras homogeneizadas por
agitacdo, através da impregnacdo de tiras de papel indicador para valores de pH

compreendidos entre 6 e 10, e consulta da tabela de correspondéncia de cores.

2.1.4. Cor
Classificaram-se como normais amostras com uma coloragdo cinzento-

esbranquicado, e coloracdes desviantes foram registadas nas observacdes *.

2.1.5. Cheiro
A percecdo da intensidade do cheiro de uma amostra € um parametro sujeito a
alguma subjetividade. O odor das amostras foi classificado como ausente, putrefacto,

ou caracteristico (sui generis).

2.2. Avaliacéo microscopica

A avaliagdo microscopica das amostras de sémen executou-se em microscopio
de contraste de fase, sob critérios de avaliagdo padronizados. Com recurso a uma
placa de aguecimento, a 37,5 °C, as amostras e as laminas usadas nas preparacdes
de sémen a fresco, foram mantidas a uma temperatura fisiol6gica, minimizando as

condi¢bes que pudessem suscitar alteracdo nos parametros de avaliagéo.

1 — A liquefacédo pode ser induzida por diluicdo em soro fisiol6gico, aspiracdo e expulsdo repetidas, ou por digestao
com enzimas proteoliticas como a bromelina, para facilitar a observagao dos parametros microscopicos. Este tipo de
intervencdo deve ser tido em consideragdo na avaliagdo do espermograma pela possivel alteragdo na morfologia e
motilidade dos espermatozoides. Em caso de diluicdo, a avaliagdo da concentracdo de espermatozoides deve
considerar o fator de dilui¢cdo aplicado (WHO, 2010).

2 — As recomendagfes mais recentes da OMS aconselham a pesagem do recipiente de colheita vazio, e apds a
colheita do ejaculado. A subtragdo destes valores fornece o peso do ejaculado, que com base na densidade do sémen

(= 1 g/mL), permite uma estimativa mais precisa do volume do ejaculado (Cooper et al., 2007; WHO, 2010).
3 — Aviscosidade pode ser diminuida com recurso aos métodos de indug&o da liquefacdo (nota 1) (WHO, 2010).

4 — Alteragbes na cor do ejaculado podem fornecer indicios Uteis na abordagem do casal infértil. A presenca de
eritrécitos no ejaculado é responséavel por conferir-lhe tonalidades desde o rosado até ao vermelho vivo, e tons

amarelados podem ser reflexo do consumo de determinadas vitaminas ou medicamentos (WHO, 2010).
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A profundidade fixa de 20 ym nas preparacbes de amostra a fresco foi
assegurada pela aplicagdo de um volume padrao de 10 yL de amostra, entre laminas
limpas pré-aquecidas, e lamelas de 22x22 ym.

A avaliagdo microscopica iniciou-se pela observacao sob ampliacdo de 100x, e
permitia uma percecdo da composicdo geral do ejaculado e a identificacdo, se
aplicavel, de espermatozoides agregados ou aglutinados °.

No caso de ndo terem sido encontrados espermatozoides nos campos
observados, procedeu-se a observacao atenta e sistematica de toda a lamina, com a
objetiva de 40x, segundo a representacdo da figura 3. As amostras em que, ainda
assim, ndo foram encontrados espermatozoides, foram transferidas para um tubo de
fundo coénico e centrifugadas a 1200 rpm, por 10 minutos. ApGs remocao do
sobrenadante até ao sedimento — ou até cerca de dois ter¢cos da altura da marcagéo
de 0,1 mL no tubo (= 50 pL), quando este ndo fosse identificavel —, e repetiu-se a
observacao sistemética de uma lamina com 10 yL da amostra homogeneizada. Se na
lamina com amostra concentrada ndo tiverem sido observados espermatozoides,
anotou-se, nas observacdes do espermograma, a informacgéo de azoospermia (Tabela
2). Nestas amostras preparou-se um esfregaco fixado e corado segundo o protocolo
empregue na avaliacdo da morfologia esperméatica (2.2.5. Morfologia) e ndo se
procedeu a avaliagédo dos restantes critérios de avaliagao microscoépica do ejaculado.

[Largura da lamela] / [Diametro do campo real observado sob ampliagéo de 400x]

22 mm /500 ym = 44 campos
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Figura 3 — Esquema do varrimento da preparacéo a fresco/centrifugada para determinagao da azoospermia do ejaculado.

2.2.1. Motilidade
Se ndo tiver sido percecionado movimento entre a lamina e lamela (drifting), a
lAmina utilizada na observacdo microscopica inicial foi observada com a objetiva de 40x,

para avaliar a motilidade. Caso se verificasse drifting, preparou-se uma nova lamina.

5 — A agregacao consiste na aderéncia entre espermatozoides imoéveis entre si, ou entre espermatozoides moéveis e
filamentos de muco, células ndo espermaticas, ou residuos presentes na amostra. A aglutinacéo refere-se a aderéncia

de espermatozoides méveis entre si, envolvendo apenas cabegas ou caudas, ou entre cabegas e caudas (WHO, 2010).
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Com o auxilio de um contador de células, classificou-se o movimento de um
total de 200 espermatozoides — em pelo menos cinco campos afastados das margens
® _ segundo as categorias de espermatozoide imével, com motilidade in situ,
progressivo lento, e progressivo rapido, como disposto na tabela 3, e em duplicado. Na
impossibilidade de contar 200 espermatozoides numa lamina, contaram-se 25, 50, ou
100, e registou-se essa informacéo nas observacoes.

Os resultados foram convertidos a valores percentuais, atendendo ao
arredondamento para 0 nimero par mais préximo, e procedeu-se ao calculo das médias
dos duplicados para cada classificacdo de movimento. Apés confirmar que a diferenca
percentual entre valores nos duplicados para a categoria mais representada estava
compreendida entre a variagdo prevista na amostragem (Tabela 4), aceitaram-se 0s

resultados. Caso a diferenga excedesse o valor maximo aceitavel, repetiu-se a avaliagdo.

Tabela 3 - Critérios de classificagdo da motilidade espermética.

CLASSIFICACAO DESCRICAO

- . Movimento com progressao de pelo menos 25 pm/s
Motilidade progressiva rapida )
(= 10 cabegas de espermatozoide por segundo)

Motilidade progressiva lenta Movimento com progressao de 5-24 ym/s
Motilidade in situ Qualquer padrao de movimento ndo progressivo (< 5 um/s)
Imobilidade Auséncia de movimento

Tabela 4 — Diferengas aceitaveis entre valores percentuais para uma dada média, vélidas para contagens de 200
espermatozoides em duplicado (Kvist e Bjérndahl, 2002).

MEDIA (%) DIFERENCA ACEITAVEL MEDIA (%) DIFERENCA ACEITAVEL
0 1 56-72 9
1 2 73-80 8
2-3 3 81-86 7
4-6 4 87-90 6
7-9 5 91-93 5
10-13 6 94-96 4
14-19 7 97-98 3
20-27 8 99 2
28-44 9 100 1
45-55 10

2.2.2.Vitalidade

Para avaliar a vitalidade, adicionaram-se 10uL de eosina Y a 0,5% a 10 L de
amostra homogeneizada. Ap6s 5 minutos, pipetaram-se 10uL da mistura para a
extremidade de uma lamina limpa e, com o auxilio de outra l&mina, preparou-se um

esfregaco. A lamina foi observada sob ampliagdo 400x, com o filtro de campo brilhante.

6 — A observagdo em campos afastados das margens da lamina tem como intuito prevenir a avaliagdo de

espermatozoides com alteracdes de motilidade devidas a desidrata¢éo da preparacao.
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Esporadicamente avaliou-se a vitalidade pelo teste de eosina-nigrosina ’. Para
este método, adicionaram-se duas gotas de eosina Y 1% a 50 pL do ejaculado, hum
tubo de ensaio estéril, e homogeneizou-se a mistura. Apos 30 segundos adicionam-se
trés gotas de nigrosina 5%, repetindo a homogeneizagdo e, num periodo de, no
méximo, 30 segundos, preparou-se um esfregago com 10 yL da mistura, coberto com
uma lamela antes de secar, que se analisou com o mesmo filtro e ampliacao.

Nos dois protocolos, com o auxilio do contador de células, procedeu-se a
contagem e distin¢éo de 200 espermatozoides corados (avermelhados) e ndo corados
(esverdeados ou incolores) — se ndo se localizassem facilmente 200, avaliaram-se 25,
50, ou 100 —, e apresentou-se como resultado o valor percentual de espermatozoides

n&o corados (vivos, com integridade membranar) ®.

2.2.3. Hipoosmolaridade #°

Para avaliar a hipoosmolaridade, adicionaram-se 10 pL de amostra
homogeneizada a 90 yL de solucao hipoosmética — frutose e citrato de sédio em agua
destilada (Jeyendran et al., 1984) — e manteve-se a mistura na estufa a 37 °C, por 30
minutos. Apdés este periodo, preparou-se uma ldmina com 10 pL cobertos por uma lamela
gue se observou ao microscopio com filtro de contraste de fase sob ampliacdo de 400x.
Com recurso ao contador de células, distinguiram-se 200 espermatozoides com
caudas enroladas e esticadas — se a contagem de 200 espermatozoides néo tiver sido
vidvel, avaliaram-se 25, 50, ou 100 — e apresentou-se como resultado da

hipoosmolaridade a percentagem de espermatozoides com caudas enroladas.

2.2.4. Concentragdo e numero de espermatozoides
Para determinar a concentracdo de espermatozoides no ejaculado, diluiram-se

50uL de amostra homogeneizada, aspirados com micropipeta de deslocamento positivo™,

7 — O teste com eosina-nigrosina permite conservar a lamina para reavaliagdes posteriores e, por aumentar o contraste

entre as cabecas dos espermatozoides e o fundo de visualizacéo, simplifica a distingdo (WHO, 2010).

8 — Os testes de vitalidade e hipoosmolaridade permitem avaliar a integridade membranar, e determinar se a imobilidade
espermatica esta associada a morte celular ou danos na membrana, ou a danos estruturais no flagelo. Os primeiros
baseiam-se no principio de que espermatozoides vivos sdo impermeaveis a eosina, que cora de vermelho os
espermatozoides mortos ou com danos membranares e devem resultar em valores percentuais necessariamente
superiores ao valor percentual de espermatozoides ndo imoéveis. O teste de hipoosmolaridade assume a semi-
permeabilidade da membrana intacta que, em condi¢des hipoosmoticas, deve resultar em influxo de solucdo, e
consequente aumento de volume, percecionavel pelo enrolar da cauda (Jeyendran et al., 1984), e o resultado percentual
pode diferir, para uma mesma amostra, do valor da vitalidade, ja que espermatozoides vivos, impermeaveis a eosina,

podem nao apresentar membranas funcionais capazes de reacgao a solugfes hipoosméticas (Jeyendran et al., 1984).

9 — O teste de hipoosmolaridade, por ndo comprometer a integridade de espermatozoides viaveis, pode ser Util na

selecé@o de espermatozoides vidveis para ICSI, em amostras que ndo apresentem movimento espermatico.

10 — As micropipetas de deslocamento positivo garantem maior reprodutibilidade no manuseamento de amostras

viscosas por agdo de um pistdo que impede que permaneca amostra nas paredes do capilar.
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em 50, 200 ou 450 uL de solugéo tampao salina de 3,5% de formol, dependendo do
namero de espermatozoides observaveis, por campo, huma observagdo microscopica
em ampliagdo 400x (Tabela 5). Aspiraram-se 10uL da diluicdo e carregaram-se, por
capilaridade, as camaras de contagem de um hemocitbmetro Neubauer Improved
devidamente montado que ficou por cerca de 30 minutos em cadmara humida — caixa
de Petri com gaze embebida em &gua destilada — para permitir a deposi¢éo de células.

As camaras de contagem foram observadas ao microscépio 6tico em contraste de
fase com ampliacdo de 400x. Analisaram-se, em cada camara, 5, 10 ou 25 quadriculas
para que se contassem pelo menos 200 espermatozoides — na impossibilidade de totalizar
este numero, considerou-se 0 nimero total nas 25 quadriculas.

Calcularam-se a soma e a diferenca entre os valores das contagens e consultou-
se a tabela 6 para avaliar a significancia da diferenga. Confirmando-se que os duplicados
ndo apresentavam diferencas estatisticamente relevantes, procedeu-se ao célculo da
concentracéo pela divisdo do numero de espermatozoides contados nos duplicados por
um valor dependente da diluicdo e do nimero de quadriculas contadas (Tabela 7).

O valor da concentracao foi apresentado em milhdes de espermatozoides por
mL, e calculou-se o nimero total de espermatozoides no ejaculado ' através pelo

produto da concentracdo pelo volume total do ejaculado.

Tabela 5 — Fator de diluigdo para avaliagdo da concentracdo, determinado em funcdo do nimero médio de
espermatozoides observado por campo, sob ampliacdo de 400x.

NUMERO DE ESPERMATOZOIDES OBSERVADOS FACTOR DE DILUIGAO

<15 1:2 (50 pL amostra + 50 L fixador)
15-100 1:5 (50 pL amostra + 200 pL fixador)
>>100 1:10 (50 pL amostra + 450 L fixador)

Tabela 6 — Diferencas aceitaveis entre duplicados para determinacgéo da concentracéo (Kvist e Bjérndahl, 2002).

SOMA  VALORLIMITE | SOMA VALOR LIMITE | SOMA VALOR LIMITE | SOMA VALOR LIMITE
0 0 59-66 15 235-250 30 528-550 45
1 1 67-75 16 251-266 31 551-575 46
2 2 76-84 17 267-283 32 576-599 47
3-4 3 85-93 18 284-300 33 600-624 48
5-6 4 94-104 19 301-318 34 625-650 49
7-9 5 105-114 20 319-337 35 651-677 50
10-12 6 115-125 21 338-356 36 678-703 51
13-16 7 126-137 22 357-375 37 704-731 52
17-21 8 138-149 23 376-395 38 732-759 53
22-26 9 150-162 24 396-416 39 760-787 54
27-31 10 163-175 25 417-437 40 788-816 55
32-37 11 176-189 26 438-459 41 817-845 56
38-43 12 190-205 27 460-481 42 846-875 57
44-51 13 206-218 28 482-503 43 876-906 58
52-58 14 219-234 29 504-527 44 907-937 59

11 - Ocorre naturalmente, pela idade, decréscimo da espermatogénese, e da secrecdo de fluidos pelas glandulas
acessorias. A concentracdo de espermatozoides no ejaculado pode manter-se inalterada, e o nimero total de
espermatozoides no ejaculado variar, pelo que é um pardmetro mais informativo quanto a funcéo testicular e poténcia

de emissédo dos ductos pos-testiculares (Ng et al., 2004; WHO, 2010).
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Tabela 7 — Fator de divisdo do nimero de espermatozoides contados na soma dos duplicados, para célculo de
concentragéo, em fungdo da diluicdo e nimero de quadriculas analisadas (Kvist e Bjorndahl, 2002).

FACTOR DE DILUIQAO
1.2 1.5 1:10
3 25 100 40 20
NUMERO DE
QUADRICULAS 10 40 16 8
CONTADAS
5 20 8 4

2.2.5. Morfologia

Para proceder a avaliagdo da morfologia espermética das amostras analisadas,
prepararam-se esfregacos com 10 yL de amostra homogeneizada, que, depois de
secos, foram fixados por imersdo em metanol durante cerca de 10 segundos **. Nas
amostras com concentracdo inferior a 15 milhdes de espermatozoides/mL,
prepararam-se esfregacos apés centrifugagéo a 1200 rpm por 10 minutos, com 10 uL
de sedimento ressuspendido num volume de sobrenadante inferior a 0,1 mL.

Apoés fixacdo, as laminas foram coradas por imersdo durante 15 minutos em
solucdo de papanicolau, seguida de lavagem em agua corrente, imersdo em solugéo
Shorr por 5 minutos e, novamente, lavagem em &agua corrente®®. As |aminas foram
novamente fixadas em metanol por 10 segundos e, depois de secas, foram
armazenadas para avaliagdo posterior, ou observadas ao microscopio o6tico sob
ampliagdo de 1000x, com a objetiva de imersdo em 6leo e o filtro de campo brilhante.

Com recurso ao contador de células contaram-se e distinguiram-se 200
espermatozoides com base nos critérios de classificagdo da morfologia espermatica
listados na tabela 8, e contabilizaram-se os defeitos apresentados em cada um.
Quando aplicavel, registaram-se a presenca de células imaturas e leucdcitos,
expressos como proporcao por cada 100 espermatozoides.

Registaram-se o valor percentual de espermatozoides com morfologia hormal —
pelo conceito de espermatozoide potencialmente fertilizante, estabelecido pela
observacdo da morfologia de espermatozoides recuperados do trato reprodutor
feminino (WHO, 2010) —, a propor¢cdo de cada defeito no total de espermatozoides
anormais, em percentagem, e o valor obtido pela divisdo da soma de todos os

defeitos, pelo nimero de espermatozoides anormais — indice de teratozoospermia **.

12 - Apos fixagdo as laminas podem ser guardadas. A coloracéo e observagdo podem ser realizadas posteriormente e

eventualmente noutro centro.

13 — A coloracdo com as solugdes de Papanicolau e Shorr € conhecida como coloragéo de Papanicolau e resulta em
preparagées em que os acrossomas surgem a azul claro, a regido pés-acrossoémica, peca intermédia e cauda a azul-

escuro, e 0s restos citoplasmaticos a encarnado.

14 — O indice de teratozoospermia refere-se ao nimero médio de anomalias por espermatozoide anormal.
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Tabela 8 — Critérios de classificagdo da morfologia de espermatozoides.
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CLASSIFICACAO  DESCRICAO

- Cabeca oval, de contornos regulares, com 4,0-4,5 ym comprimento e 2,5-3,5 um de largura;

- Regido acrossémica bem definida que ocupe cerca de 40-70% da area da cabeca, e sem mais

de dois vacuolos (que nao devem exceder 20% do volume da cabega);

Normal - Peca intermédia estreita, com comprimento = cabeca e inser¢do no eixo longitudinal;
- Cauda ndo quebrada nem enrolada, com cerca de 10 vezes o comprimento da cabeca;
- Resto citoplasmaético inferior a 1/3 do tamanho da cabeca;

- Auséncia de defeitos identificaveis em qualquer regido que o constituia.

Defeitos na cabeca:

Contempla cabegas amorfas, com dimensfes anormais, acéfalos, bicéfalos, com cabecas

alongadas ou pontiagudas, com regido acrossémica aberrante ou ausente...

Defeitos no pescoco ou pega intermédia:
Anormal Anomalia no comprimento, espessura, insergao, ...
Defeitos na cauda:

Cauda quebrada, enrolada, ausente, com comprimento anormal, espermatozoides bicaudados...

Resto citoplasmatico excessivo:
Gota citoplasmatica maior que 1/3 do tamanho da cabeca.

3. PROCESSAMENTO DE GAMETAS MASCULINOS

3.1. Processamento de amostras obtidas por ejaculacdo

As amostras de sémen liquefeitas, colhidas em contexto de PMA ou
criopreservacdo de gametas, foram processadas por combinacdo de protocolos de
separagdo de gametas por gradientes de densidade e por migragao positiva (“swim up”).

Prepararam-se, por amostra, dois tubos cénicos, estéreis, com uma coluna de
1mL de silica coloidal a 80%, em meio de preparacdo de gametas — com albumina
sérica e gentamicina, tamponado com bicarbonado, e equilibrado por cerca de 18
horas em estufa a 37 °C com 6% CO, —, sob uma coluna de igual volume de meio com
40% de silica coloidal. As amostras foram transferidas, em volume idéntico nos dois
tubos, para o topo das colunas de gradientes de separacdo por densidades, e
centrifugadas por 25 minutos, a 1200 rpm, em centrifuga aquecida a 37°C.

ApOs centrifugacao, aspirou-se e descartou-se o sobrenadante até a marca de
0,5mL, nos dois tubos. Transferiram-se os sedimentos ressuspendidos para um tubo
estéril, devidamente identificado — com o nome do conjuge, se para PMA, ou do dador
da amostra, se em contexto de criopreservacao de gametas —, adicionaram-se 2mL de

meio de preparagdo de gametas, e apoés homogeneizacao, repetiu-se a centrifugacéo
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por 10 minutos a 1200 rpm, na estufa aquecida. O sobrenadante acima da marca dos

0,5mL foi aspirado e rejeitado, e repetiram-se a lavagem em 2mL de meio de
preparagdo de gametas e a centrifugagdo a 1200 rpm por 10 minutos.

Apoés a segunda lavagem, retirou-se o sobrenadante até ao sedimento, sem o
perturbar, ou até os 0,5mL se este nao fosse identificavel. Adicionaram-se, lentamente
e com o auxilio de uma seringa, 0,1 a 0,5mL de meio de preparacdo de gametas,
dependendo do volume do sedimento — para permitir a migracdo ascendente dos
espermatozoides viaveis — e deixou-se o tubo por, pelo menos, 30 minutos, inclinado e

com a tampa semiaberta, em estufa a 37 °C com 6% CO..

3.2. Processamento de gametas masculinos criopreservados

Apoés descongelacdo das palhetas ou criotubos com gametas masculinos
criopreservados, a temperatura ambiente, transferiram-se as amostras para um tubo
de fundo cobnico, estérii e devidamente identificado, e adicionou-se meio de
preparagdo de gametas numa razdo de 5 vezes o volume da amostra a processar,
lentamente e com agitacdo do tubo apos adicdo de cada gota de meio.

Apods 10-15 minutos a temperatura ambiente, na camara de fluxo laminar, as
amostras foram centrifugadas a 1000 rpm, por 10 minutos, e rejeitou-se o
sobrenadante até ao sedimento — ou até a marca dos 0,5 mL no casos em que nao era
identificavel sedimento. Adicionaram-se entdo 0,1-0,5 mL de meio de preparacdo de
gametas e o tubo foi deixado inclinado e com a tampa semi-aberta na estufa a 37°C,

com 6% CO,, por, pelo menos, 30 minutos.

3.3. Processamento de fragmentos testiculares obtidos por biopsia

Imediatamente apds a recolha, os fragmentos testiculares foram transportados
para o laboratério, onde foram macerados com o auxilio de duas laminas de bisturi,
sob ampliacé@o da lupa e sobre uma superficie aquecida na cdmara de fluxo laminar.

Apo6s homogeneizar o tecido macerado com o meio de preparagdo de gametas,
observaram-se 10 pL da amostra ao microscopio 6tico para avaliar a presenca de
espermatozoides, ou células da linha germinativa.

Com uma pipeta de Pasteur, transferiu-se a totalidade do meio de preparacéo
de gametas com tecido macerado para um tubo de fundo conico estéril e guardou-se
em estufa a 37 °C com 6% CO,. Repetiu-se 0 processo para todos os fragmentos
recolhidos, tendo o cuidado de identificar os tubos com tecido macerado em que

tivesse sido confirmada a presenca de gametas nas laminas observadas.

36



FCUP
Materiais e Métodos

As amostras foram centrifugadas em centrifuga a 37 °C, a 1000 rpm, durante 15
minutos. Aspiraram-se 0s sobrenadantes e os sedimentos foram transferidos para novos
tubos, devidamente identificados, a que se adicionaram 2 mL de meio de preparagéo de
gametas. Repetiu-se a centrifugacdo a 1000 rpm por 10 minutos, rejeitando 0s
sobrenadantes, e adicionaram-se cerca de 0,3 mL de meio de preparacdo de gametas.

Os tubos foram mantidos na estufa a 37 °C, com 6% CO,, por cerca de 30
minutos, e apods este periodo, procedeu-se, para cada tubo com amostra, a
observacao sistematica de uma lamina com 10uL do sedimento ressuspendido.

As amostras em que se encontraram gametas na observacao da lamina preparada
com o sedimento ressuspendido, foram criopreservadas (5.1. Criopreservacdo de

espermatozoides), e o contelido dos restantes tubos foi descartado.

4. FERTILIZACOES IN VITRO

4.1. Fertilizacao in vitro (FIV)

Terminados os 30 minutos de migracéo positiva do protocolo de preparacdo de
gametas masculinos (3. Processamento de gametas masculinos) — e cerca de 5 horas
apés a puncao e triagem dos odécitos —, carregaram-se as camaras de contagem de
um hemocitémetro Neubauer Improved com 10 uL do sobrenadante homogeneizado.

Imediatamente estimou-se 0 nimero de espermatozoides progressivos rapidos
(2.2.1. Motilidade) em 5 quadriculas equidistantes (N), e calculou-se o volume de
amostra, em microlitros (pL), necessario para a incubacdo dos odcitos com 50 mil

espermatozoides progressivos rapidos (Z), através da formula abaixo indicada:

[NUmero de espermatozoides contidos em 1 pL]
N x [1/5 quadriculas contadas] x [profundidade da camara] x [1 pL= 0,001 mL, logo: 0,001 milhdes / pL]

|
[ |
1 NX5X10X1000 1

Z == [que advém da formula original = -]
N 50000 Z

A cada poco da placa com odcitos adicionou-se o volume correspondente a 50-
100 mil espermatozoides — procedendo, se necessario, a diluicdo minima da amostra que
tornasse exequivel a aspiragdo da amostra necessaria com as micropipetas disponiveis.

Cerca de 16-18 horas ap6s a incubagcdo com espermatozoides, removeram-se

as células circundantes dos pré-zigotos através de aspiracdes repetidas com a pipeta
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de desnudacdo acoplada ao respetivo suporte, e procedeu-se a avaliagdo da

fertilizacdo (4.3.1. Avaliacéo da fertilizacéo).

4.2. Microinjecao intracitoplasmatica de um espermatozoide (ICSI)

4.2.1. Desnudacao do odcito

Cerca de 3 horas ap6s a triagem do material biolégico obtido na puncéo folicular,
sob ampliacéo de uma lupa, os complexos CCO foram transferidos para uma solugdo com
hialuronidase, em que permaneceram por 15 a 30 segundos, para promover a digestdo da
matriz de acido hialurénico e a desagregacéo das células do cumulus-corona.

Os CCO foram transferidos, com o minimo volume possivel de solugdo com
enzima, para meio apropriado a manipulacdo de gametas no exterior da estufa, e sujeitos
a aspiracOes e rejeicdes repetidas, com pipeta de desnudagéo, em pocos sequenciais do

mesmo meio, até se conseguirem remover a maioria das células aderentes ao odécito.

4.2.2. Avaliacdo do estado de maturagdo nuclear do o6cito

Imediatamente ap0s a desnudagdo, o0s o0citos foram observados ao
microscopio 6tico invertido e classificados como oécitos em VG — se apresentassem
um ndcleo intracitoplasmatico (vesicula germinativa - VG) —, oécitos em metéfase |
(MI) quando ndo apresentassem VG nem primeiro glébulo polar, ou o6citos em
metafase Il (Mll) se apresentassem o primeiro glébulo polar no espago perivitelino.

Apoés confirmacdo do estado de maturagdo oocitaria, os odcitos foram
transferidos para meio adequado ao desenvolvimento de embrides em clivagem,
equilibrado com uma antecedéncia minima de 12 horas, e colocados na estufa, a 37
°C, com 5% O, e 6% CO,.

4.2.3. Imobilizacdo do espermatozoide, posicionamento do o6cito e microinjecao

Cerca de 5 horas ap6s a puncédo, dispuseram-se, numa placa de Petri, duas
gotas alongadas de meio de manipulacdo de gametas masculinos com
polivinilpirrolidona (PVP), e um nimero de gotas de meio de manipulagcdo de gametas
sob a atmosfera exterior a estufa apropriado ao nimero de odécitos a microinjetar.
Recobriram-se todos 0s meios com 6leo de parafina — para assegurar a conservacao
da temperatura, pH e osmolaridade dos meios —, e a placa foi guardada na estufa a

37°C, durante 15 minutos.

15 — Cerca de 10% dos oo6citos puncionados podem apresentar um nucleo intracitoplasmatico, conhecido como vesicula
germinativa (VG), caracteristico da préfase da primeira divisdo mitética, e cerca de 5% néo apresentam nem o primeiro GP nem
VG, e sdo geralmente classificaveis como odcitos em metafase | (MI), ainda que néo tenham progredido necessariamente para o
alinhamento caracteristico dos cromossomas (Rienzi et al., 2012). Assume-se o estado de maturidade nuclear do odcito -

metéfase Il (MII) —, quando o primeiro glébulo polar (GP) é visivel no espaco perivitelino (Figura 4).



FCUP
Materiais e Métodos

Figura 4 — Estadios de desenvolvimento nuclear (A-C), de o6citos humanos: A — vesicula germinativa (VG) na periferia

do quadrante superior direito do odécito; B — metafase | (MI); C — metafase Il (Mll),com o glébulo polar | no espago
perivitelino, em cima, ao centro. Adaptacdo de fotografias retiradas de Mandelbaum, (2000).

Apoés os 15 minutos, adicionou-se uma gota de 10 yL da amostra de gametas
masculinos preparados (3. Processamento de gametas masculinos) a primeira gota de
meio com PVP, e, sob ampliagdo da lupa, na camara de fluxo laminar, dispuseram-se
0s 00citos nas gotas de meio de manipulacdo de gametas no exterior da estufa.

Sob ampliagdo de 400x no microscopio oOtico invertido, equipado com

micromanipuladores *°

, € com recurso a microagulha de microinjecdo, procedeu-se a
aspiracdo de espermatozoides que, no meio de viscosidade aumentada pelo PVP,
exibissem a melhor morfologia e motilidade. Os espermatozoides selecionados foram
entdo transferidos para a segunda gota com PVP, e imobilizados através da compresséo
da cauda com a agulha de microinje¢cdo e movimento da agulha no sentido transversal a
cauda para provocar a rotura da membrana do espermatozoide . Aspirou-se um dos
espermatozoides selecionados e imobilizados, e afastou-se a agulha da placa.

Focou-se o primeiro odécito a microinjetar e, com o auxilio da microagulha de
suporte (agulha “holding”) — de maior diametro e extremidade distal arredondada —
provocou-se a rotacdo do odcito até situar o GPI no eixo perpendicular ao das
microagulhas, e com a agulha “holding” aspirou-se levemente o o6cito para o fixar.
Focou-se novamente a agulha de microinje¢cdo, na gota do primeiro odécito a
microinjetar, posicionou-se 0 espermatozoide na extremidade da agulha, aproximou-se
a agulha de microinjecdo do o0cito, para reajustar a posicdo da agulha de
microinje¢do para que microinjete perpendicularmente ao GPI, e na profundidade
média do odcito. Perfuraram-se entdo a ZP e a membrana do odcito, aspirou-se uma

18

pequena por¢cdo de citoplasma para envolver o espermatozoide ~°, e expulsou-se

16 — Micromanipulacéo refere-se a tecnologia que diminui em escala a amplitude de movimentos do operador, e, em

PMA, permite procedimentos de manipulagdo de gametas e embrides.

17— A imobilizac&o da cauda do espermatozoide e rotura da membrana permite impedir alterag6es no citoesqueleto do

o6cito e despoletar os eventos de ativacédo do odcito.

18 — A aspiracdo do ooplasma visa a inducéo da ativagdo do o6cito que pode ficaria comprometida na auséncia dos

eventos de fuséo de membranas aquando da fertilizacdo (Palermo et al., 2012).
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novamente o citoplasma aspirado, depositando também o espermatozoide no interior

do odcito. Afastou-se lentamente a agulha de microinjecéo, libertou-se o oécito da
agulha “holding”, e repetiu-se o processo em todos 0s 00citos a microinjetar.

Sobre a bancada aquecida da cAmara de fluxo laminar, lavaram-se e transferiram-

se 0s 00citos microinjetados para meio adequado aos primeiros dias do desenvolvimento

embrionério, e guardaram-se as placas na estufa a 37°C, com 5% O, e 6% CO..

4.3. Monitorizacao da fertilizagdo e do desenvolvimento embrionario

4.3.1. Avaliacao da fertilizagéo

Cerca de 16-18 horas ap0s contacto com os gametas masculinos, observaram-
se 0s o6citos sob ampliacdo de 400x, ao microscépio Otico invertido, e anotou-se o
namero de pronucleos ou globulos polares identificados em cada um.

Sob ampliacdo da lupa, na camara de fluxo laminar, procedeu-se entdo a
separacgado dos odcitos fecundados (com 2 PN) dos ndo fecundados, sem PN identificaveis,
ou com numero andmalo de PN — potencialmente aplicavel em odcitos fertilizados por FIV
(4.1. Fertilizag&o in vitro (FIV)) —, descartando os ultimos, e deixando em cultura os

restantes, em meio apropriado ao desenvolvimento de embribes em fase de clivagem.

4.3.2. Avaliacéo do estado de desenvolvimento embrionario

A observagdo do material biolégico no microscopio otico invertido foi repetida
diariamente até ao dia da transferéncia (4.4. Transferéncia de embrides) ou
criopreservacgao (5.2. Vitrificacdo de odcitos e embrifes), e foram anotados o numero
de blastémeros, ou estadio do desenvolvimento, e classificacdo de cada embrido, com

base nos critérios sumariados nas tabelas 9, 10 e 11.

4.3.3. Monitorizagdo continua com recurso a time-lapse imaging

No seguimento de ciclos de fertilizagéo in vitro por ICSI, ou apés desnudacao dos
pré-zigotos em ciclos de FIV, transferiu-se o material biolégico para placas de cultura de 9
ou 16 pogos, especificas do sistema de monitorizacdo por time-lapse imaging
PrimoVision® (Figura 5). As placas foram de seguida adequadamente posicionadas no
suporte do microscopio digital invertido PrimoVision EVO, incorporado no interior da
estufa, e mantidas em cultura a 37°C com 5% O, e 6% CO,

Com recurso ao software de andlise de imagem Primo Vision Capture &
Analyzer, introduziram-se as informacgfes pertinentes sobre o ciclo, selecionaram-se
as opcoes pretendidas de contraste, luminosidade, e intervalo temporal entre

fotogréficas, e identificaram-se 0s po¢os com material biolégico a monitorizar.
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Tabela 9 — Quadro de classificagdes de qualidade embrionaria dos dias 2 e 3 do desenvolvimento in vitro, com base em

critérios morfologicos (Balaban et al., 2011). PF — Pos-fertilizag&o (hora 0). Qualidade embrionéria decrescente de A para D.

DIA CLASSIFICAGAO

DESCRICAO

1) Embrido com 4 blastémeros proporcionais, fragmentagdo <10%, sem

multinucleagcdo nem vacuolos, e com ZP normal

1) Embrido com 2 ou 5 blastémeros proporcionais, sem multinucleagdo nem
vacuolos, fragmentacdo <26%, e ZP normal

2) Embrido com 4 blastomeros proporcionais, 11-25% fragmentacdo, sem
multinucleacdo nem vacuolos, ZP normal

1) Embrido com 2-6 blastdmeros ndo proporcionais, sem multinucleagdo e com
poucos vacuolos, 26-35% fragmentacéo, e ZP anormal

2) Embrido com 1 blastomero grande e 2 pequenos, sem multinucleagdo e com

poucos vacuolos, fragmentacdo <35% e ZP anormal

1) Embrido com 1 ou mais de 6 blastomeros, com multinucleacdo e multiplos
vacuolos, fragmentacao >35%, e ZP anormal
2) Embrido com 3 blastémeros proporcionais, com multinucleacdo e multiplos

vacuolos, fragmentacao >35% e ZP anormal

A
B
2
(44 h PF)
c
D
A
B
3
(68h PF)
c
D

1) Embrido com 7-8 blastémeros proporcionais (que resultem de um embrido
de dia 2 com 4 blastomeros), sem multinucleagdo nem vacuolos, fragmentagéo
<10% e ZP normal

1) Embrido com 7-8 blastbmeros proporcionais (que resulte de um embrido de
dia 2 com 4 blastémeros), sem multinucleagdo nem vactolos, 11-25%
fragmentacéao e ZP normal

2) Embrido com 9 blastémeros proporcionais, (que resulte de um embrido de
dia 2 com 4 blastémeros), sem multinucleagcdo nem vacuolos, fragmentagéo
<26% e ZP normal

1)Embrido com 7 blastémeros ndo proporcionais (que resulte de um embrido de
dia 2 com 2, 4 ou 6 blastémeros), sem multinucleagdo e com poucos vacuolos,
26-35% fragmentacdo e ZP anormal

2) Embrido com 8 blastémeros ndo proporcionais (que resulte de um embrido
de dia 2 com 6 blastomeros), sem multinucleagdo e com poucos vacuolos,
fragmentacao <35% e ZP anormal

3) Embrido com 6 blastémeros ndo proporcionais (que resulte de um embrido
de dia 2 com 2 ou 4 blastémeros), sem multinucleagdo e com poucos vacuolos,
fragmentacéo <35% e ZP anormal

4) Embrido com 6 blastomeros ndo proporcionais (que resulte de um embrido
de dia 2 com 1 blastomero grande e 2 pequenos), sem multinucleacdo e com

poucos vacuolos, fragmentacdo <35% e ZP anormal

1) Embrides resultantes do desenvolvimento de embrides de dia 2 com 1 ou +6
blastomeros
2) Embrides com menos de 6 blastomeros, com multinucleagcao e multiplos

vacuolos, fragmentacdo >35% e ZP anormal
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Tabela 10 — Quadro de classificacdes de qualidade embrionéria do dia 4 do desenvolvimento in vitro, com base em critérios
morfologicos (Balaban et al., 2011). PF — Pds-fertilizac&o (hora 0). Qualidade embrionaria decrescente de 1 para 3.

DIA CLASSIFICAGAO  DESCRIGAO
Embrido que tenha realizado a 42 divisdo mitética (=16 blastdmeros) e apresente
1 evidéncias de compactacdo envolvendo, virtualmente, a totalidade do volume
embrionario
4 Embrido que tenha realizado a 42 divisdo mitética (=16 blastomeros) e apresente
(92h PF) 2

evidéncias de compactacdo envolvendo a maioria do volume embrionario

Embrido que apresente compactagdo em menos de metade do volume embrionério,

restando dois ou trés blastémeros destacaveis

Tabela 11 — Quadro de classificacdes de blastocistos ao dia 5 do desenvolvimento in vitro, com base em critérios
morfolégicos (Balaban et al., 2011). PF — Pés-fertilizacdo (hora 0). Qualidade decrescente de 1 para 3, relativamente a
classificacdo da MCI e TF. Desenvolvimento do blastocisto crescente de 1 para 4. Blastocistos mais desenvolvidos e

com melhor classificacdo da MCI e TF apresentam globalmente a melhor qualidade.

DIA CLASSIFICACAO DESCRICAO
1 Inicial
Estadio de 2 Blastocisto
desenvolvimento 3 Blastocisto expandido
4 Blastocisto em ecloséo
5 1 MCI proeminente, facilmente identificavel com muitas células compactas
(116H PF) MCI 2 MCI facilmente identificavel com muitas células frouxamente agrupadas
3 MCI dificilmente identificavel e com poucas células
1 Epitélio coeso formado por muitas células
TF 2 Epitélio formado por poucas células
3 TF com muito poucas células

Figura 5 — Placa de cultura de embriGes para monitorizagéo continua com recurso a time-lapse imaging. A — fotografia
da placa com extremidade de uma micropipeta de desnudacgéo a servir de escala; B — fotografia de detalhe dos pogos

da placa de cultura sob ampliacdo de lupa. Fotografias retiradas da pagina online da empresa Vitrolife.
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O desenvolvimento embrionario foi observado diariamente, nos horarios mais

convenientes atendendo ao trabalho laboratorial programado para o dia, e as

substituicbes do meio de cultura decorreram nos momentos previstos — sob ampliagcéo

da lupa, na camara de fluxo laminar, e sem retirar os embrides da placa, aspirou-se o
meio a substituir, e adicionou-se o volume adequado do meio de cultura seguinte.

No dia da transferéncia (4.4. Transferéncia de embriGes) ou criopreservacao

(5.2. Vitrificacdo de odcitos e embriGes), procedeu-se a revisdo do registo fotografico

continuo de cada poco monitorizado, e identificaram-se os embriées de acordo com as

respetivas finalidades — transferéncia, criopreservacao ou destruicdo — atendendo aos

parametros de avaliacdo estatica e cinética do desenvolvimento embrionario.

4.4. Transferéncia de embrides

As transferéncias de embrides no CEIE decorreram entre o terceiro e 0 quinto
dia do desenvolvimento embrionério — considerando dia zero o dia da fertilizacdo in
vitro —, ou no seguimento da monitorizagdo do ciclo uterino — transferéncias de
embrides criopreservados de ciclos anteriores ou de doacao de odcitos.

Cerca de 15 minutos a anteceder a transferéncia intra-uterina de embrides,
procedeu-se a emissao de feixes laser, sob ampliacdo do microscopio invertido, para
diminuicdo da espessura de uma regido da ZP dos embribes selecionados — em
blastocistos, a emissao de laser foi direcionada a ZP diametralmente oposta a MCI — e
transferiram-se os embri6es para o0 meio de transferéncia com acido hialurénico.

No momento da transferéncia, com o auxilio de uma seringa acoplada ao
cateter previamente aquecido na estufa a 37°C, e ap0s aspiracdo e rejeicdo de meio
para lavagem do interior do cateter com meio apropriado, aspiraram-se porcoes
intercaladas de meio de transferéncia, ar, meio com os embrides, ar e novamente
meio. O cateter carregado com os embribes foi entdo entregue na sala de
transferéncia e o ginecologista, com recurso a ultrassonografia, procedeu a deposicdo

dos embrifes na cavidade uterina.

5. CRIOPRESERVACAO DE GAMETAS E EMBRIOES

5.1. Criopreservacao de espermatozoides

Ap6s a preparagcdo da amostra (3. Processamento de gametas masculinos),

dependendo da turbidez do meio de migracdo positiva dos espermatozoides, aspirou-
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se 0 sobrenadante até ao sedimento e transferiu-se para um novo tubo estéril, ou

ressuspendeu-se o sedimento no sobrenadante, e adicionou-se igual volume de

crioprotetor com glicerol — mantido a temperatura ambiente com uma antecedéncia
minima de 2 horas —, gota a gota e com homogeneizacé&o continua.

Apdés 10 minutos, repetiu-se a homogeneizacdo da amostra diluida em
crioprotetor, e procedeu-se ao carregamento das palhetas de criopreservacao,
devidamente identificadas, com um volume aproximado de 0,5 mL, conservando uma
porcao de palheta com ar para permitir a expansdo da amostra durante a congelacéo,
e selaram-se as extremidades com o selador térmico.

As palhetas foram entdo mantidas na horizontal por 30 minutos, em vapor de
azoto, sobre um suporte parcialmente imerso em azoto liquido. Terminado este
periodo transferiram-se as palhetas para as localizagbes previamente definidas nos

contentores de armazenamento em azoto liquido a -196°C.

5.1.1. Descongelacédo de gametas masculinos criopreservados
Retiraram-se as palhetas do contentor de armazenamento e, apds 5 minutos a
temperatura ambiente, procedeu-se ao protocolo de preparacdo dos gametas (4.1.2.

Processamento de gametas masculinos criopreservados).

5.2 Vitrificac&o de od6citos e embrides

A vitrificagdo de odcitos, e de embrides em clivagem ou blastocisto ¥ foi
realizada conforme os protocolos disponibilizados pelos fornecedores dos meios, e
compreendeu transferéncias sucessivas para meios com concentracao
progressivamente superior de crioprotetores, e adequados ao estadio de
desenvolvimento do material a preservar.

Apos o periodo estipulado no meio mais concentrado, os odécitos ou embrides
foram aspirados com um volume minimo do meio, e transferidos para um orificio na
extremidade de uma palheta de vitrificagcdo, que era imediatamente introduzida no
interior do tubo que com a palheta compunha o sistema fechado de vitrificacdo, e que
até entao foi mantido na vertical com a extremidade aberta voltada para cima, e
parcialmente imerso em azoto liquido.

ApOs selar a extremidade aberta do tubo, com recurso a um selador térmico, as
palhetas foram guardadas nas localizacbes predefinidas nos contentores de

armazenamento em azoto liquido.

19 — Os embriGes em blastocisto foram submetidos ao protocolo de vitrificagéo ap6s colapso induzido por emissées de

laser controladas, sobre a ZP e uma regido da TF diametralmente opostas a MCI.
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1. LABORATORIO DE ANDROLOGIA

1.1. Estudo dos parametros espermaticos

O contacto inicial com os protocolos estabelecidos no Centro de Estudos de
Infertilidade e Esterilidade, para avaliagdo de amostras seminais, decorreu com
recurso a amostras remanescentes de espermogramas concluidos no proprio dia.

Ap6s demonstracdo de autonomia no periodo de trabalho laboratorial
supervisionado, a rececado de amostras e andlise de todos os parametros, macroscopicos
e microscopicos, de avaliacdo espermatica, a excec¢do da morfologia, decorreram com
regularidade. A avaliacdo da morfologia espermatica para apresentacdo no relatério do
espermograma — e sendo um parametro passivel de apreciacdo posterior ao dia da
colheita da amostra — foi sempre da responsabilidade dos bilogos residentes.

A andlise de um total de amostras superior a 50 permitiu adquirir € consolidar
competéncia no estudo autonomo dos parametros espermaticos de avaliagdo imediata
(Tabelas 12 e 13), e na preparacao de laminas para avaliacdo ou consulta subsequentes,
ou noutros centros, da vitalidade — por coloragdo com eosina-nigrosina — e da morfologia.

A observacao de esfregacos corados de espermogramas concluidos, embora
ndo tendo sido suficiente para assegurar proficiéncia, permitiu praticar a avaliacdo da

morfologia espermética e acentuar a percecédo de diversidade intra- e inter-amostras.

1.2. Processamento de gametas masculinos

No decurso de ciclos de IlU, FIV, ICSI, criopreservacdo, ou doacédo de
gametas, decorridos no Centro de Estudos de Infertilidade e Esterilidade, ao longo
do periodo de estagio, foram preparadas mais de 60 amostras frescas obtidas por
ejaculacado, e pelo menos 6 amostras criopreservadas (Tabelas 12 e 13), segundo
os protocolos e finalidades especificas.

Aquando do caso Unico de bidpsia testicular, e apés observar os bi6logos
residentes, foi possivel auxiliar na maceracao do tecido e pesquisa de gametas ao
microscopio Otico invertido, sob ampliacdo de 200x ou 400x, para posterior
processamento e criopreservacdo da amostra.

Os protocolos de preparacdo de gametas de amostras obtidas por ejaculacdo
ou criopreservadas, para PMA ou criopreservacédo, foram executados com autonomia,
e consequentes fertilizacbes, e gravidezes clinicamente comprovadas, permitiram

demonstrar que as amostras foram adequadamente processadas.
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1.3. Criopreservacéo de espermatozoides

O protocolo de criopreservacdo de gametas masculinos foi desempenhado no
contexto de doacbes para o0 banco de dadores, preservacdo da fertilidade e
impossibilidade de comparéncia do membro masculino do casal na data prevista de
realizacao do ciclo de tratamento de PMA.

A semelhanga do ocorrido com as restantes técnicas do laboratério de andrologia,
a criopreservacao de gametas masculinos foi desempenhada apdés demonstracdo de
autonomia no trabalho laboratorial, num nimero de amostras superior a 11.

A posterior descongelacéo e constatacao de taxas normais de recuperagéo das
amostras, no contexto de ciclos de inseminacdo artificial ou de fertilizagéo in vitro,

permitiu comprovar a aquisicdo de competéncia no protocolo (Tabelas 12 e 13).

2. LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA

2.1. Fertilizacao in vitro (FIV)

O protocolo de FIV néo foi executado na integra, em nenhum momento do
periodo do estagio. No entanto, prepararam-se placas e meios necessérios a FlV, e,
apoOs assistir aos procedimentos, foi possivel contactar com etapas isoladas do
protocolo, sem substituir a sua execugéo pelos bidlogos residentes.

Ao longo do periodo do estagio foi possivel replicar a avaliagdo da
concentracdo de espermatozoides progressivos nas amostras processadas — obtendo
valores semelhantes aos estimados pelos bidlogos residentes —, testar e demonstrar
capacidade de localizacdo dos odcitos ou pré-zigotos nas placas de fertilizacao, e
praticar a desnudacado do material biol6gico em odécitos ou embribes degenerados.

N&o tendo sido desenvolvida autonomia na execucao do protocolo, apreenderam-

se, ainda assim, as etapas essenciais do trabalho laboratorial envolvido na FIV.

2.2. Microinjecéo intracitoplasmatica de um espermatozoide (ICSI)

Apés assistir & desnudacdo de odcitos e treinar o procedimento de
manipulacdo de material biolégico degenerado com pipetas de desnudacédo, foi
possivel, num ciclo de inducdo da ovulacdo de que resultou um ndmero
particularmente alto de odcitos, proceder a desnudacdo de um oOcito a ser

posteriormente fertilizado por ICSI.
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O odcito foi microinjetado, juntamente com os restantes oocitos desnudados,
por um dos bidlogos residentes e na transferéncia para a placa de cultura foi separado
dos restantes para permitir a sua distingdo. A semelhanca de outros odcitos
microinjetados de igual modo, o odcito foi fertilizado com normalidade, pelo que
permitiu a comprovacao da adequacéo da sua manipulagéo.

O contacto pratico com o protocolo de microinjecdo decorreu em duas
oportunidades  temporalmente  distadas, no microscopio provido de
micromanipuladores, previamente preparado com as agulhas de microinjecédo e usado
por um dos bidlogos residentes num ciclo de ICSI. Estas ocasides permitiram praticar
as etapas de aspiracdo e imobilizacdo de espermatozoides selecionados para
microinjecdo, e de rotacdo e suporte de odécitos degenerados com a microagulha
“holding”. Numa das ocasibes foi ainda possivel simular a microinjecdo de um
espermatozoide, previamente selecionado e imobilizado, num odcito degenerado,
apoés estabilizacdo do GP na posicdo correspondente as 6h do relogio, e
posicionamento relativo da agulha de microinjegcdo que permitisse a penetragdo a
profundidade adequada.

O manuseamento do microscopio equipado permitiu constatar a delicadeza de
movimentos permitidos com o auxilio dos micromanipuladores, e apreender o0s
procedimentos ao microscoépio inerentes a ICSI. No entanto, as sessfes de contacto
com 0 microscopio equipado de micromanipuladores foram insuficientes para a
aquisicao de autonomia no protocolo de ICSI e, fundamentalmente, na preparacao dos
micromanipuladores e posicionamento das microagulhas nos respetivos suportes,

imprescindiveis ao procedimento.

2.3. Avaliacéo da fertilizagdo e do desenvolvimento embrionario

A avaliacdo da fertilizacdo e do desenvolvimento embrionario foram sempre
responsabilidade dos bi6logos residentes. No entanto, durante o periodo de estagio foi
possivel assistir a observacao e avaliagdo dos embrides, sobretudo com recurso a
tecnologia de time-lapse imaging.

A monitorizacdo continua do desenvolvimento embrionario permitiu identificar
evidéncias de multinucleacdo em blastémeros, proceder a selecdo de embribes para
transferéncia atendendo caracteristicas cinéticas e morfologicas preditivas da
competéncia para implantacdo, e, sobretudo, consciencializar a ocorréncia de
alteracdes frequentes no padrédo de divisdo embrionaria, responsaveis por alteracoes

na expressao da qualidade embrionéaria, em avalia¢cdes temporalmente espacadas.
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2.4. Transferéncia de embrides

As transferéncias de embrides no centro foram sempre da responsabilidade
dos bidlogos residentes. O contacto com o protocolo de preparacdo dos cateteres
decorreu da observacdo e posterior replicacdo da técnica, com material biologico
degenerado ou supranumerario mas nao criopreservavel.

Apesar de nao ter sido efetivamente executada nenhuma transferéncia de
embrides, foi demonstrada a capacidade de carregar os cateteres de transferéncia
com um ou dois embrides, e segundo o esquema e volumes de meio e ar

recomendados.

2.5. Vitrificac&o de odcitos e embrides

O contacto com os protocolos de vitrificagdo de odcitos e embrides ocorreu no
seguimento de ciclos de fertilizagdo in vitro que originaram o6citos ou embrides
supranumerarios com qualidade para transferéncia. Depois de estudada e observada
a execucdo dos protocolos, e com recurso a o6citos ou embrides degenerados ou
supranumerarios de ma qualidade, destinados a destrui¢do, foi possivel ensaiar as
etapas de transferéncia do material biol6gico para as palhetas de vitrificagdo, com uma
quantidade minima de meio.

Nao tendo sido executada nenhuma vitrificacéo efetiva, ndo foi possivel avaliar
sendo a adequacdo de movimento e celeridade da técnica, pelo que n&o foi
desenvolvida capacidade de trabalho autbnomo na vitrificagdo de material bioldgico.
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Tabela 12 — Quadro sumario dos protocolos e competéncias desenvolvidas durante o periodo de estagio: v* - protocolo

executado autonomamente; — - protocolo executado sob superviséo ou sem aquisi¢ao de autonomia.

AUTONOMIA NA EXECUGAO DO PROTOCOLO

1. LABORATORIO DE ANDROLOGIA

1.1. Estudo dos parametros espermaticos

Liquefac&o v
Volume v
Viscosidade v
Avaliacdo macroscoépica
pH v
Cor v
Cheiro v
Motilidade v
Vitalidade v
Avaliacdo microscopica Hipoosmolaridade v
Concentragdo e nimero de espermatozoides v
Morfologia -
1.2. Processamento de gametas masculinos
Processamento de amostras obtidas por ejacula¢éo v
Processamento de gametas masculinos criopreservados v
Processamento de fragmentos testiculares obtidos por biépsia -
1.3. Criopreservagéo de espermatozoides v

2. LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA
2.1. Fertilizag&o in vitro (FIV) -
2.2. Microinjecéao intracitoplasmatica de um espermatozoide (ICSI) -
2.3. Avaliagao da fertilizagao e do desenvolvimento embrionario -
2.4. Transferéncia de embriGes -

2.5. Vitrificagdo de odcitos e embrides -

Tabela 13 — Quadro suméario dos procedimentos realizados autonomamente ao longo do periodo de estagio. (a) — Exceto

avaliagcdo morfologica de espermatozoides.

PROTOCOLO NUMERO DE PROCEDIMENTOS
Estudo dos parametros espermaticos (a) 50+
Processamento de amostras obtidas por ejacula¢éo 60+
Processamento de gametas masculinos criopreservados 5+

Criopreservagéo de espermatozoides 11+
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A reproducdo humana é um fenébmeno complexo que envolve multiplos eventos
passiveis de falha, que tornam facilmente compreensivel que a infertilidade conjugal
seja uma realidade tdo frequente. Conhecer e compreender principios béasicos de
biologia celular, molecular, e de genética, além dos processos biolégicos envolvidos
na reproducdo, e a anatomia e fisiologia normais das estruturas reprodutoras, gametas
e embrides, constituem condigbes fundamentais a identificacdo de fatores de
infertiidade, e ao planeamento de estratégias terapéuticas, e metodologias
laboratoriais, que permitam colmatar os processos que estejam comprometidos in vivo.

A aplicacdo da gendmica, prote6mica e transcriptdmica, essencialmente na
investigacdo de elementos de um casal com infertilidade inexplicada, podera fornecer
respostas sobre as moléculas ou interac6es em falha, e possibilitar o0 desenvolvimento
de abordagens direcionadas e individualizadas. No entretanto, a PMA surge como
uma opcao viavel para colmatar situagdes de infertilidade ou de risco de transmissao
de doencas graves, de base genética ou virica, a descendéncia.

Ao longo dos meses compreendidos entre setembro de 2012 e julho de 2013,
foi possivel o contacto diario com as rotinas dos laboratérios de andrologia e
embriologia do Centro de Estudos de Infertilidade e Esterilidade (CEIE).

Ap6s um periodo inicial de trabalho Ilaboratorial supervisionado, e de
observacado dos procedimentos realizados pelos biélogos residentes, foi demonstrada
a capacidade de trabalho autbnomo no laboratério de andrologia. A rececao e analise,
processamento, ou criopreservacdo, das amostras seminais de individuos que
recorreram ao CEIE — no contexto de espermogramas, dadivas para o banco de
gametas de dador, criopreservacdo de gametas masculinos, inseminagfes artificiais,
ou fertilizagbes in vitro — foram entdo executados, de maneira autbnoma e segundo 0s
protocolos estabelecidos.

Foi demonstrada autonomia e competéncia no estudo de parametros
espermaticos de avaliacdo imediata, preparacdo de laminas fixadas de avaliagcdo da
vitalidade e morfologia, processamento de amostras obtidas por ejaculagéo,
criopreservagao de espermatozoides e processamento de amostras criopreservadas.

No total, mais de 50 amostras foram avaliados segundo parametros
macroscopicos e microscopicos (com excecdo da morfologia espermatica, cuja
avaliacdo foi sempre da responsabilidade de um dos bidlogos residentes), 60 amostras
obtidas por ejaculacdo foram preparadas para criopreservacao, IA, FIV ou ICSI, 6
amostras de gametas masculinos criopreservados foram preparadas para PMA, e 11
amostras seminais foram criopreservadas.

O contacto com os procedimentos do laboratério de embriologia permitiu

desenvolver habilidade na manipulacédo de gametas e embries com recurso a pipetas
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de desnudacédo, e na preparacdo de cateteres com embrides para transferéncia, nao

tendo sido, no entanto, suficiente para a aquisicdo de autonomia ou proficiéncia para a
responsabilizacéo sobre rotinas de embriologia.

Sumariamente, o estagio decorrido no CEIE permitiu a aquisicdo de competéncias
técnicas inerentes ao trabalho laboratorial de andrologia, de um centro em que se
processem protocolos de PMA, e que podem ser de utilidade em laboratérios de
investigacdo em &reas que contemplem a manipulacdo de gametas ou embribes, e a

apreensao de protocolos e técnicas inerentes a laboratorios de embriologia.
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