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Resumo

A infertilidade é definida pela auséncia de concec¢éo ao fim de 12 meses de relacdes
sexuais regulares e desprotegidas. E considerada uma doenca e afeta um nimero
significativo de casais em todo o mundo. O método principal de tratamento é a
reproducdo humana assistida, na qual estdo incluidas as técnicas de inseminacao
intrauterina, fertilizac&o in vitro e microinjecdo intracitoplasmatica de espermatozoides,
entre outras. Estas envolvem procedimentos protocolados e bem estabelecidos, cujo
objetivo final € o nascimento de um recém-nascido saudavel.

As causas de infertilidade podem ser de origem nao patolégica (como a idade materna
avancada ou a frequéncia das relagbes sexuais), patologica (fatores masculinos,
femininos ou infertilidade inexplicada) ou relacionadas com o estilo de vida.

A avaliacdo do casal infértil passa pelo conhecimento da sua historia reprodutiva
(individual e conjunta), da sua sexualidade e de possiveis fatores de risco. Depois de
diagnosticado o fator de infertilidade, o médico recomenda a técnica de reproducédo
humana assistida mais adequada. Qualquer ciclo de tratamento envolve a estimulacéo
ovarica e o tratamento da amostra seminal. Técnicas mais complexas, como a
fertilizacdo in vitro e a microinjecdo intracitoplasmatica de espermatozoides
compreendem a puncao folicular, a fertilizacdo dos ovécitos fora do Utero, a cultura de
embrifes e a sua transferéncia.

A transferéncia de embribes é o Gltimo passo de um ciclo de tratamento. E escolhido o
melhor embrido para transferir e os restantes de boa qualidade, quando aplicavel, sdo
vitrificados. Mais tarde, esses embrifes criopreservados poderdo ser transferidos num
novo ciclo.

Em casos de risco de transmissédo de uma doenca hereditaria de origem genética ou
cromossOomica, é aconselhada a realizacdo do diagnostico genético pré-implantagéo.
Este consiste na biopsia de um ou dois blastbmeros de embrides com 8 a 12 células e
posterior andlise genética através de técnicas de FISH ou PCR. Apenas os embrides
gue ndo possuam a anomalia sdo considerados para transferir.

Poderdo também comparecer na consulta de reprodugcdo humana assistida casais que
nao possuam gametas de qualidade ou que ndo produzam gémetas de todo. Estes
poderdo recorrer a tratamentos com doacdo de gametas masculinos ou femininos.
Também pacientes infetados com doencas cronicas virais tém a possibilidade de
recorrer as técnicas de reproducdo humana assistida para realizarem o seu desejo de

terem um filho biol6gico sem infetarem o parceiro.
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A area da reproducdo humana assistida estd em constante evolucdo, tentando
oferecer os tratamentos mais adequados e com as melhores taxas de sucesso
possivel aos casais que tanto anseiam por um recém-nascido. A meta é, e sempre

serd, o nascimento e o desenvolvimento de uma crianca saudavel.

Palavras-chave: infertilidade; reproducdo humana assistida; FIV; ICSI; gametas

masculinos e femininos; embrides; criopreservacdo; DGPI; doagcédo de gametas
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Abstract

The definition of infertility is the absence of conception after 12 months of regular and
unprotected intercourse. It is considered a disease and it affects a significant number of
couples around the world. The most appropriate treatment is to apply assisted human
reproduction techniques, which include intrauterine insemination, in vitro fertilization
and intracytoplasmic sperm injection. These procedures comprise complex and well-
established protocols whose ultimate goal is the delivery of a healthy baby.

The reasons for an infertility scenario can be of non-pathological origin (advanced
maternal age or intercourse frequency), pathological origin (female or male factors and
unexplained infertility) or life style related.

To evaluate the infertile couple, the doctor needs to know about their reproductive
history (individual and combined), their sexuality and possible risk factors. After the
determination of the infertility cause, the doctor indicates the best option available.
Every single treatment cycle consists of an ovarian stimulation and the semen
processing. In vitro fertilization and intracytoplasmic sperm injection, which are more
complex, includes oocyte retrieval, oocyte insemination outside the uterus, embryo
culture and its transfer.

The embryo transfer is the last step on a treatment cycle. The best embryo is selected
for transfer and if there are good morphology embryos remaining, they are vitrified.
These embryos can be transferred to the uterus after thawed in a new cycle of
treatment.

In situations of risk of transmitting an inherited disease of genetic or chromosomal
origin, the couple is advised to do the preimplantation genetic diagnosis. It involves the
removal of one or two blastomeres from embryos with 8 or 12 cells and subsequent
genetic analysis by PCR or FISH techniques. Only the embryos that were negative for
the inherited disease are considered for transfer.

Couples that have bad quality gametes or do not produce them at all may attend in the
human assisted reproduction centre. They are recommended to enter on a treatment
cycle with female or male donor gametes. Also viral chronic disease infected couples
have the possibility to perform assisted reproduction techniques to accomplish their
wish of having their own child without infecting the partner.

The field of human assisted reproduction is in permanent evolution, trying to offer the
most suitable treatments and the best possible results to whom wishing so much an

infant. The ultimate aim will always be the birth and development of a healthy child.
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Lista de abreviaturas

°C — grau Celsius

pL — microlitros

pm — micrometros

ADN - &cido desoxirribonucleico

AREL - Agregados de reticulo endoplasmatico liso tubular

ASRM — American Society of Reproductive Medicine

CASA — Computer Assisted Sperm Analysis

CC — citrato de clomifeno

CCCO - complexo cumulus-corona-ovécito

CEIE — Centro de Estudos de Infertilidade e Esterilidade

CNPMA — Conselho Nacional de Procriacdo Medicamente Assistida
CO, — dioxido de carbono

CPN — corpos precursores dos nucléolos

DCV - doengas croénicas virais

DGPI — diagnostico genético pré-implantagcédo

DPC - discinesia priméria ciliar

EA — ecloséo assistida

Eeva — early embryo viability assessment

eSET - transferéncia de um Unico embrido (elective single embryo transfer)
ESHRE — European Society of Human Reproduction and Embryology
Ez — espermatozoides

FISH — hibridizacéo in situ com sondas fluorescentes

FIV — fertilizac&o in vitro

FSH — hormona foliculo-estimulante

GnRH - fator libertador das gonadotrofinas

GP — glébulo polar



FCUP | 12

Relatério de Estagio: o Laboratério de Reprodugdo Humana Assistida

hCG — gonadotrofina coriénica humana

HFEA — Human Fertilization and Embryology Authority

HMG — gonadotropina humana menopausal

HOS — teste de hipoosmolaridade

ICSI — microinjecc¢ao intracitoplasmatica de espermatozoides

IlU — inseminacao intrauterina

IMSI — injecao intracitoplasmatica de espermatozoides em elevada ampliacédo
LED - ligth emitting diode

LH — hormona luteo-estimulante

LR — limite de referéncia

MCI — massa celular interna

MESA - aspiracao de espermatozoides do epididimo por microcirurgia
MI — metafase |

MIl — metafase Il

min — minutos

mL — mililitro

mm — milimetro

MRNA — 4cido ribonucleico mensageiro

NaHCO; — bicarbonato de sédio

N° — namero

O, — oxigénio

OMS - Organiza¢do Mundial de Saude

PCR - reacdo em cadeia da polimerase

PESA — aspiracdo percutanea de espermatozoides do epididimo
PL — progressivos lentos

PN — pronucleo

PR — progressivos rapidos

RHA — reproducéo humana assistida
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rpm — rotacdes por minuto

SHO - sindrome de hiperestimulagdo ovarica
SIDA - sindrome da imunodeficiéncia adquirida
SOP - sindrome do ovario poliquistico

TESA — aspiracdo de espermatozoides do testiculo
TESE - biopsia testicular

UCIN — unidade de cuidados intensivos neonatais
VG — vesicula germinativa

VHB - virus da hepatite B

VHC - virus da hepatite C

VIH — virus da imunodeficiéncia humana
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Lista de figuras

Figura 1 — Amostra ainda néo liquefeita visualizada ao microscépio 6tico.
Figura 2 — Amostra liquefeita visualizada ao microscoépio 6tico.

Figura 3 — Realizacdo do esfregaco da preparagao de eosina Y com espermatozoides

para visualizagdo ao microscépio.
Figura 4 — Esfregaco pronto para ser visualizado ao microscopio.

Figura 5 — Visualizacdo do esfregaco para avaliar a vitalidade de uma amostra
seminal. E possivel observar espermatozoides vivos (a verde, rodeados por um

circulo) e mortos (vermelhos, delimitados por um quadrado).

Figura 6 — Esquematizacdo de espermatozoides submetidos ao HOS, apresentando
diferentes tipos de alteracbes na cauda. A — espermatozoide sem alteracbes na
cauda; B-E — espermatozoides com alteracdes na cauda. As areas a cinzento sao

indicadoras de turgescéncia. Imagens obtidas de World Health Organization (2010).

Figura 7 — Visualizacdo de espermatozoides apds incubacdo com a solucdo
hipoosmoética. Espermatozoides com a cauda enrolada (possuem a membrana intacta)
estdo rodeados por um circulo azul, espermatozoides com a cauda nado enrolada
(possuem algum defeito na sua membrana) estdo delimitados por um quadrado

vermelho.
Figura 8 — Camara de Neubauer improved (Marienfeld®, Alemanha).

Figura 9 — Area de contagem central da cAmara de Neubauer improved. E constituida

por 25 quadrados, cada um subdividido em 16.

Figura 10 — Quadrado central da area de contagem, onde é possivel ver a subdivisdo

em 16 quadrados.
Figura 11 — Espermatozoide normal.

Figura 12 — Métodos de recolha de espermatozoides para aplicacdo em técnicas de
RHA. TESA - aspiracdo de espermatozoides do testiculo; MESA — aspiracdo de
espermatozoides do epididimo por microcirurgia; PESA — aspiracdo percutanea de
espermatozoides do epididimo. Adaptado de Bourne et al. (2009).
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Figura 13 — Visualizacdo do contetdo dos tubulos seminiferos ap6és TESE, onde sao
visiveis glébulos vermelhos (circulos) e alguns espermatozoides (setas). A fotografia é
propriedade do Centro de Estudos de Infertilidade e Esterilidade (CEIE) e foi

reproduzida com permissao.

Figura 14 - Amostra seminal apds centrifugacdo, sendo visiveis os diferentes

constituintes separados.

Figura 15 — Amostra preparada para o swim-up, onde é visivel o pellet.
Figura 16 — Amostra em incubacao na estufa durante o swim-up.
Figura 17 — Puncéo folicular.

Figura 18 — Vista ecografica de um ovario com varios foliculos prontos a serem

aspirados. Cada formagéo preta € um foliculo (circundado a azul).

Figura 19 — Ovdcito imaturo com as células da corona e do cumulus compactas e

contraidas. Imagem retirada de Rienzi et al. (2012).

Figura 20 — Células do cumulus e da corona bem expandidas, denunciando um

ovécito maduro. A fotografia é propriedade do CEIE e foi reproduzida com permissao.

Figura 21 — Ovdécito no dia seguinte a realizagdo da FIV, onde € possivel ver que as
células da corona e do cumulus ja se encontram desprendidas do ovdcito, por acdo de
enzimas libertadas pelos espermatozoides. A fotografia € propriedade do CEIE e foi

reproduzida com permissao.

Figura 22 — Microscopio invertido para micromanipulagdo de gametas e embrides.

Este equipamento é propriedade do CEIE e foi reproduzido com permissao.

Figura 23 — Micropipetas de vidro montadas no microscopio invertido. Estas s&o
utilizadas na micromanipulacdo de gametas e embrides. Este equipamento é

propriedade do CEIE e foi reproduzido com permissao.

Figura 24 — Micromanipuladores do microscépio invertido, através dos quais €
possivel movimentar as micropipetas e aspirar ou rejeitar meio de cultura. Este

equipamento € propriedade do CEIE e foi reproduzido com permissao.

Figura 25 — Estereomicroscopio. Este equipamento é propriedade do CEIE e foi

reproduzido com permissao.
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Figura 26 — Bancada aquecida (zona mais clara) junto ao estereomicroscopio, com
controlo da atmosfera (comandos de controlo da temperatura, luz e ventilagdo no
plano mais proximo da imagem). Este equipamento é propriedade do CEIE e foi

reproduzido com permissao.

Figura 27 — Espermatozoides méveis no meio ICSI™ (Vitrolife, Suécia; meio viscoso
gue ndo permite uma motilidade tdo acelerada) a serem selecionados

morfologicamente e aspirados para a pipeta de ICSI.

Figura 28 — Apés a selecdo dos melhores espermatozoides, € necessario proceder ao
esmagamento da cauda (com a pipeta de ICSI), de modo a facilitar a sua manipulacao
e a descondensacdo do nacleo e, também, para que néo altere a estrutura do ovdcito

apos a introducgdo no citoplasma (Palermo et al., 1996).

Figura 29 — Microinjecdo do ovdcito. Este estad a ser seguro pela pipeta holding e a
pipeta ICSI, com o espermatozoide no seu interior, encontra-se prestes a perfurar o

ovocito.

Figura 30 — Microinjecdo do ovoécito, onde a pipeta de ICSI ja esta dentro deste. E
necessario ocorrer aspiracdo de algum citoplasma para envolver o espermatozoide e
para garantir que a membrana citoplasmatica do ovécito foi rompida (Zulategui et al.,
2008).

Figura 31 — Ovécito em VG (seta indica a vesicula germinativa). Imagem retirada de
Rienzi et al. (2012).

Figura 32 — Ovocito em MI, pela auséncia de VG e do primeiro GP. Imagem retirada
de Rienzi et al. (2012).

Figura 33 — Ovdcito em MiIl, pela auséncia de VG e pela presenca do primeiro GP no

espaco perivitelino. Imagem retirada de Rienzi et al. (2012).
Figura 34 — Ovdcito atrésico, apresentando um citoplasma escuro e retraido.
Figura 35 — ovécito com zona pellcida muito espessa e densa.

Figura 36 — Ovdcito com espaco perivitelino aumentado. Imagem retirada de Rienzi et
al. (2012).

Figura 37 — Ovdcito com o primeiro GP muito grande. Imagem retirada de Rienzi et al.
(2012).
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Figura 38 — Ovocito com o citoplasma homogéneo, como é esperado. Imagem
retirada de Rienzi et al. (2012).

Figura 39 — Ovécito com o citoplasma ligeiramente mais granuloso do que o

expectavel. Imagem retirada de Rienzi et al. (2012).

Figura 40 — Ovécito com um corpo refratil de grandes dimensdes. Imagem retirada de
Rienzi et al. (2012).

Figura 41 — Ovécito com AREL. Imagem retirada de Rienzi et al. (2012).
Figura 42 — Ovécito vacuolado. Imagem retirada de Rienzi et al. (2012).

Figura 43 — Ovdécito normal (esquerda) ao lado de um ovécito gigante (direita).

Imagem retirada de Rienzi et al. (2012).

Figura 44 — Partenogénese de ovocito. A fotografia € propriedade do CEIE e foi

reproduzida com permissao.

Figura 45 — Pré-zigoto com 2 PN (assinalados pelas setas) e 2 GP (circundados). A

fotografia € propriedade do CEIE e foi reproduzida com permissao.

Figura 46 — Pré-zigoto com halo, regido cortical inferior, facilmente distinguivel da
granulosidade do resto do citoplasma (assinalado pela seta). A fotografia é

propriedade do CEIE e foi reproduzida com permisséao.

Figura 47 — Pré-zigoto apds ICSI com 1 PN e 2 GP. Imagem retirada de Papale et al.
(2012).

Figura 48 — Pré-zigoto com 3 PN (assinalados pelas setas) e 2 GP (circundados). A

fotografia é propriedade do CEIE e foi reproduzida com permisséo.

Figura 49 — Embrido com 6 células resultante de um pré-zigoto com 3 PN. A fotografia

€ propriedade do CEIE e foi reproduzida com permissao.

Figura 50 — Embrido durante a sua primeira mitose, prestes a dividir-se em duas

células. A fotografia é propriedade do CEIE e foi reproduzida com permissao.

Figura 51 — Embrido com duas células. A fotografia é propriedade do CEIE e foi

reproduzida com permissao.
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Figura 52 — Embrido ideal de segundo dia com 4 células. A fotografia € propriedade

do CEIE e foi reproduzida com permisséao.

Figura 53 — Embrido ideal de terceiro dia com 8 células. A fotografia é propriedade do

CEIE e foi reproduzida com permisséao.

Figura 54 — Embrido com 4 ou 5 células e elevada percentagem de fragmentacéo. A

fotografia € propriedade do CEIE e foi reproduzida com permisséo.

Figura 55 — Embrido com 8 células e baixa percentagem de fragmentagdo. A

fotografia € propriedade do CEIE e foi reproduzida com permisséao.

Figura 56 — Embrido em fase de morula, ideal de quarto dia. A fotografia é

propriedade do CEIE e foi reproduzida com permissao.

Figura 57 — Blastocisto bem expandido, com a MCI proeminente e a trofoectoderme

bem definida. A fotografia € propriedade do CEIE e foi reproduzida com permisséo.

Figura 58 — Transferéncia de embrides. A — aspiracdo dos embribes da placa de
cultura para o cateter de transferéncia; B - cateter inserido no Utero; C — visualizacdo
ecogréfica do cateter (circundado a azul); D — deposicdo dos embries no Utero,
durante a qual é visivel uma pequena gota brilhante na ponta do cateter, através do

controlo ecogréfico.
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assim como aos custos dos cuidados. * Parto multiplo corresponde ao nascimento de

3 ou mais recém-nascidos. Adaptado de Medical Advisory Secretariat (2006).
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1. A infertilidade

1.1. Defini¢cdes

A fertilidade é definida pela capacidade de dar a luz um recém-nascido vivo (Brugo-
Olmedo et al., 2001). Ja a fecundabilidade é a taxa de conce¢do de uma populacao
num determinado periodo de tempo. Esta, num casal saudavel e em idade
reprodutora, ronda os 20% em cada periodo fértil, sendo cumulativa ao longo dos
meses (Brugo-Olmedo et al., 2001). Deste modo, € esperado que ao fim de um ano
cerca de 86 a 94% dos casais consigam alcancar uma gravidez (Bayer et al., 2002).
S6 ao fim de 12 meses de relacbes sexuais regulares e desprotegidas sem que o
casal conceba, é considerada a existéncia de uma doencga denominada infertilidade
(The Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine, 2008).
Contudo, é recomendavel recorrer a ajuda médica antes desse tempo quando o
elemento feminino do casal tenha mais de 35 anos (The Practice Committee of the
American Society for Reproductive Medicine, 2008) (quanto mais cedo for realizado
um tratamento, maiores sdo as probabilidades de sucesso) ou na presenca de fatores
de risco, como o estilo de vida.

Para além da infertilidade, existe outro conceito que é necessario diferenciar. A
esterilidade é definida, de acordo com Brinsden et al. (1998), pela “inabilidade de
ocorrer uma gravidez devido a auséncia ou perda da fun¢éo das génadas ou de outros
6rgaos genitais”. Ou seja, enquanto pacientes inférteis poderao ter filhos biolégicos
recorrendo a tratamentos de reproducdo humana assistida (RHA), os pacientes
estéreis ndo o conseguem. Poderao ter um filho, mas apenas recorrendo a gametas
de dador.

A infertilidade pode ser classificada como primaria, caso nenhum membro do casal
tenha alguma vez alcangado uma gravidez, ou secundéria, o que pressupde que um
dos parceiros ja tenha concebido, mesmo que tenha sido uma gravidez ectopica ou

gue tenha resultado num aborto espontaneo (Mascarenhas et al., 2012).
1.2. Prevaléncia

A prevaléncia a nivel mundial da infertilidade carece de consenso, sendo publicada

uma grande variedade de valores e conceitos, entre as quais:
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e 60 a 80 milhdes de casais sofrem de infertilidade todos os anos (Poongothai et
al., 2009);

¢ Em 2010 foi estimado que cerca de 48,5 milh6es de casais em todo o0 mundo
eram inférteis (Mascarenhas et al., 2012);

e 8 a 16% dos casais em idade reprodutiva sdo afetados pela infertilidade (Medical
Advisory Secretariat, 2006);

e Cercade lemcada5alemcada 6 casais em idade reprodutiva sdo afetados
pela infertilidade (Brugo-Olmedo et al., 2001);

e 1 em cada 7 casais dos paises industrializados sao afetados pela infertilidade
(Templeton, 2000).
A investigacdo sobre a prevaléncia da infertilidade é influenciada pela metodologia de
avaliacdo, pelo critério empregue para determinar o diagnostico e pelas distintas
definicdes e terminologias usadas pelos vérios autores (Silva-Carvalho and Santos,
2009). Em Portugal, a prevaléncia da infertilidade ao longo da vida estima-se ser entre
9 e 10%, néo se verificando diferencas regionais (Silva-Carvalho and Santos, 2009). O
mesmo estudo afirma também que cerca de 266.088 a 292.996 mulheres (membros
de casais) experienciam a infertilidade ao longo da vida e que 116.630 a 121.059 se

encontram em idade reprodutora.

1.3. Tratamento

Segundo Allen et al. (2006), as técnicas de RHA sdo o método de eleicdo para o
tratamento da infertilidade e compreendem a manipulagdo dos gametas masculinos
e/ou femininos fora do corpo humano. Dessas técnicas fazem parte a inseminacéo
intrauterina (1IU), a fertilizacdo in vitro (FIV), a microinjecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI), a transferéncia de embrides a fresco ou criopreservados, a
criopreservacao de embrides e gametas e os ciclos de tratamento com gametas de
dadores. Em Portugal, a llU e a FIV foram introduzidas em 1985 e a ICSI em 1994
(Teles, 2011).

No grafico 1 é possivel verificar a contribuicdo das técnicas de RHA para a taxa de
natalidade em varios paises europeus. Contudo, nem todos os tratamentos de RHA
sdo sinbnimos de uma gravidez bem-sucedida. Na Europa no ano de 2009, a taxa de
gravidez clinica por transferéncia foi de 32,9% em ciclo de FIV e de 32,0% em ciclos
de ICSI (Ferraretti et al., 2013).
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Grafico 1 — Percentagem de nascimentos resultantes de técnicas de RHA relativamente aos nascimentos nacionais de

varios paises europeus. Adaptado de Ferraretti et al. (2013).

Para além do facto do casal precisar de admitir que podera necessitar de ajuda para
conceber, ao realizar o tratamento ndo é garantido 0 seu sucesso. Existem também
um sem numero de situagdes e informacdes a que o casal estd exposto e que
precisam de ser bem geridas entre ambos, de modo a causar o minimo de stress
possivel. A causa de infertilidade diagnosticada (ou a sua auséncia), as injecdes
hormonais diarias que a paciente tem de administrar (ttm de ser tomadas sempre a
mesma hora, o que pode causar transtornos no seu dia-a-dia), as andlises sanguineas
gue o casal tem de realizar, as monitorizagdes ultrassonograficas ao longo da
estimulacdo ovérica (a ansiedade de saber se esta a fazer a medicacdo corretamente
e que se esta a desenvolver um nimero de foliculos adequado, para sentir que esta
no caminho correto para que o tratamento seja bem sucedido), a recolha da amostra
de sémen (o desejo que o paciente tem em realizar uma boa colheita para que tenha
cumprido o seu papel no tratamento da melhor forma), o0 momento em que o casal
toma conhecimento dos resultados da fecundacdo, a marcagdo ou ndao do dia da
transferéncia do embrido, a espera até obter o resultado do teste de gravidez... Todas
estas situacdes podem levar ao aumento do stress no casal e a nivel individual
(Eugster and Vingerhoets, 1999; Schmidt, 2006). Uma das provac¢des mais relevantes
que o casal infértil enfrenta durante um tratamento é aprender a lidar com a
infertilidade em relacéo a eles préprios, ao parceiro e as diferentes esferas sociais que
ocupam (Schmidt, 2006).
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1.4. Primeira consulta de RHA

Durante a avaliacao inicial do casal é importante conhecer a historia reprodutiva de
ambos (existéncia de descendentes ou de infertilidade anterior, possiveis tratamentos
prévios, a duracdo da sua infertilidade atual), a sua sexualidade (frequéncia das
relacbes sexuais, métodos contracetivos utilizados anteriormente, uso de lubrificantes)
e também fatores de risco que estejam relacionados com as suas atividades
profissionais e de lazer. E igualmente relevante a obtencdo de quaisquer outras

informacBes médicas prévias.

1.5. Fatores de infertilidade

Existem diversos fatores que podem contribuir para uma situacdo de infertilidade.
Estes sdo divididos em fatores ndo patoldgicos, patolégicos (femininos, masculinos e

inexplicados) e relacionados com o estilo de vida.

1.5.1. Fatores nao patolégicos

1.5.1.1. Idade materna e paterna

O pico da fertilidade feminina ocorre por volta dos 25 anos, sendo que a partir dos 32
comeca a haver um declinio, que se torna mais acentuado depois dos 37 anos (The
Committee on Gynecologic Practice of the American College of Obstetricians and
Gynecologists and Medicine, 2008). A diminuicdo da qualidade ovocitaria (Bayer et al.,
2002) e a degradacéo da funcéo uterina (Soares et al., 2005) sdo as principais causas
desta conhecida diminuigdo da fertilidade. A perda da fung&o ovocitéria surge devido
ao esgotamento dos foliculos, periodo fisiolégico conhecido como menopausa, pois
cada mulher nasce com um numero finito destas estruturas. Antes de atingir esta fase,
a diminuicdo da qualidade ovocitaria esta relacionada com o aumento da probabilidade
de ocorrerem erros mitéticos e meidticos impedindo a fecundacdo ou o correto

desenvolvimento embrionério (Bayer et al., 2002).
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Gréfico 2 — Variagdo da fertilidade feminina em fungdo da idade. A fertilidade feminina é aqui definida pela taxa de
partos por ano por cada 1000 mulheres sexualmente ativas e que ndo usam métodos contracetivos. E notavel o

declinio que ocorre com o avangar da idade, especialmente ap6s os 35 anos. Adaptado de Sobral et al. (2012).

Ao contrario do que se pensava anteriormente, o homem também atinge um pico de
fertiidade, com um decréscimo posterior muito menos acentuado, em comparacao
com a mulher (Bayer et al., 2002). A idade a partir da qual comeca a ocorrer essa
diminuicdo ndo é consensual (Sobral et al., 2012). Contudo, uma reducdo da
frequéncia das relacdes sexuais (devido ao decréscimo da libido e & ocorréncia de
disfuncéo eréctil) e uma diminui¢cdo da qualidade do sémen poderdo ser as principais
causas (Kuhnert and Nieschlag, 2004). A idade masculina afeta também a integridade
do ADN dos espermatozoides, uma vez que alteragbes cromossomicas sdo mais

frequentes nos gametas de pacientes mais velhos (Kuhnert and Nieschlag, 2004).

1.5.1.2. Frequéncia das relagdes sexuais

A probabilidade de um casal conseguir uma gravidez esta diretamente relacionada
com a frequéncia com que praticam o ato sexual. O periodo fértil é definido entre dois
a trés dias antes da data provavel de ovulagdo, uma vez que a capacidade fertilizante
do espermatozoide no aparelho genital feminino é de cerca de 48 horas, e até um dia
depois, uma vez que o ovoécito permanece viavel durante 24 horas, aproximadamente.
Assim, é aconselhavel que o casal tenha relagcbes duas vezes por semana com
intervalos regulares ou duas vezes por més, desde que ocorram durante o periodo

fertil.
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1.5.2. Fatores patologicos

Dentro deste grupo é possivel destacar as causas que dizem respeito ao homem e a
mulher, assim como a infertilidade inexplicada. No grafico 3 esta representada a

prevaléncia dos principais fatores de infertilidade que afetam os casais.

20% Disfuncéo ovulatoria
0
25%

Fator tubo-peritonial

Fator uterino-cervical

20%
Fator masculino

30%
5% Infertilidade inexplicada

Grafico 3 — Principais causas de infertilidade que afetam os casais. Adaptado de Bayer et al. (2002).

1.5.2.1. Masculinos

Os fatores masculinos séo responsaveis por cerca de 50% das causas de infertilidade
de um casal, sendo que 30% s&o exclusivamente masculinas e o restante diz respeito
a causas de ambos os membros do casal (Poongothai et al., 2009). Estdo incluidos
fatores genéticos (que podem explicar quadros de azoospermia ou de
oligozoospermia), alteracdes hormonais, disfuncdes erécteis, antecedentes cirargicos
(como hérnias inguinais ou intervencgdes no escroto), varicocelo, fatores imunolégicos
(Poongothai et al., 2009), antecedentes de leséo testicular, reacdes alérgicas
sistémicas, ejaculacdo retrograda e agenesia dos canais deferentes.

O varicocelo, causa mais comum de infertilidade masculina, deve-se a dilatacdo de
pelo menos uma das veias espermaticas (frequentemente a do lado esquerdo, por
razbes anatdémicas) devido ao refluxo de sangue da veia renal na veia espermatica,
por insuficiéncia valvular. Como consequéncia da acumulagdo de sangue venoso nos
testiculos, ocorre um aumento de substéncias nocivas nesta zona, assim como da
temperatura, provocando uma diminuicdo na producdo de espermatozoides. Esta

patologia tem um 6timo progndstico, sendo que a taxa de recuperacdo apds cirurgia é
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entre 80 e 95%. Cerca de 50% dos pacientes operados devido a infertilidade
conseguem ter um filho apés um ano”.

Existem também outros fatores como o criptorquidismo (condicdo na qual um ou
ambos os testiculos ndo desceram para o escroto (Paulozzi, 1999)), a obstrucéo de
canais deferentes, a insuficiéncia testicular (quando os testiculos ndo produzem
espermatozoides ou hormonas masculinas?) ou alteracdes nos parametros seminais. A

distribuicdo da prevaléncia destes fatores pode ser vista no gréfico 4.

.‘m
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<

Gréfico 4 — Prevaléncia das causas de infertilidade masculina. Adaptado de Poongothai et al. (2009).
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1.5.2.2. Femininos

1.5.2.2.1. Disfungdes ovulatérias

Dentro deste grupo estdo incluidas a Sindrome do Ovério Poliquistico® (SOP), a
faléncia ovérica prematura, a hiperprolactinemia, a amenorreia hipotalamica, as
patologias da tiroide e da suprarrenal e as falhas na fase litea. A avaliacdo de
gualguer uma destas disfungcbes envolve o doseamento da hormona foliculo-
estimulante (FSH) ao segundo ou terceiro dia do ciclo menstrual (Abdalla and Thum,
2004), assim como da hormona luteo-estimulante (LH) e da prolactina. Se forem
detetados niveis elevados de FSH, podera ser uma indicacdo de faléncia ovarica; se

0s niveis de FSH estiverem normais, mas a LH apresentar concentracdes elevadas,

! Informag&o obtida do site http:/www.spandrologia.pt/?pid=37, acedido a 08/07/2014.

% Informag&o obtida do site http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/medlineplus.html, acedido a 31/08/2014.

® A SOP ¢ definida como uma “disfuncéo ovarica caracterizada por hiperandroginismo e ovarios de ecomorfologia
poliquistica” (Soares et al., 2012).
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pode significar um diagnéstico da SOP. Caso a paciente tenha niveis elevados de

prolactina, podemos estar perante um cenario de hipeprolactinemia.

1.5.2.2.2. Fator tubar

Este esta associado a fatores de risco como anterior gravidez ectdpica, rutura do
apéndice, uso prévio do dispositivo intrauterino (método contracetivo) ou inflamacao
pélvica anterior. Contudo, muitas pacientes que apresentam fator tubar ndo possuem
qualquer condicdo de risco (Bayer and Alper, 2007). De modo a avaliar a
permeabilidade tubar é realizada uma histerossalpingografia logo apés a menstruacao.
Esta técnica permite observar possiveis obstrugbes nas trompas que impegcam a
passagem dos espermatozoides até ao ovécito e acredita-se que pode também ter um
efeito terapéutico (a entrada de uma solugdo nas trompas pode destruir adesdes
tubares, dissolver agregados de muco ou até promover o funcionamento dos cilios
intratubarios) (Bayer and Alper, 2007). Quando a impermeabilidade das trompas néo
pode ser ultrapassada, o tratamento mais indicado é a realizacdo de uma FIV ou de
uma ICSI.

1.5.2.2.3. Fator cervical

O canal cervical permite a acesso dos espermatozoides ao (tero e,
consequentemente, as trompas de Fal6pio, onde podera estar o ovécito, pronto a ser
fecundado. As caracteristicas hormonodependentes do muco cervical afetam a
passagem dos gametas masculinos, consoante a fase do ciclo ovarico. A producédo de
um muco cervical aquoso acontece no periodo pré-ovulatorio, favorecendo o acesso
dos espermatozoides ao utero (Bayer and Alper, 2007). Problemas na penetracdo dos
espermatozoides no muco cervical podem dever-se a falhas durante o coito, a
producdo inadequada de muco e com caracteristicas adversas a passagem dos
espermatozoides ou a um sémen de baixa qualidade. Para determinar a existéncia
deste fator é realizado o teste pds-coital, que avalia as caracteristicas do muco e o
namero de espermatozoides que o atravessam (Bayer and Alper, 2007). Esta causa

de infertilidade pode faciimente ser ultrapassada com uma inseminacéo intrauterina.
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1.5.2.2.4. Fator uterino

Uma das patologias mais graves associadas a infertilidade é a endometriose. Esta é
definida pela presenca de tecido endometrial fora do Utero, o que provoca uma reagao
inflamatoria crénica (Kennedy et al., 2005). Nem todas as mulheres que sofrem de
endometriose demonstram sintomas, como dor pélvica ou infertilidade (Meuleman et
al., 2009), levando a falta de exatiddo quanto a sua prevaléncia e ao seu diagndstico
tardio (Dunselman et al., 2014). No entanto é estimado que 2 a 10% das mulheres em
idade reprodutiva (Dunselman et al., 2014) e até 50% das mulheres inférteis
(Meuleman et al, 2009) sofram de endometriose. Dunselman et al. (2014)
recomendam que o diagndstico desta doenca deva ser considerado em pacientes que
possuam indicios como: dismenorreia (célicas dolorosas menstruais), dor pélvica ndo
ciclica, dispareunia profunda (dor durante o ato sexual), infertiidade e fadiga na
presenca de qualquer um dos sintomas anteriormente referidos; e em mulheres em
idade reprodutiva com sintomas ciclicos ndo ginecolégicos como: disquézia (dor ao
evacuar durante a menstruacao), disuria (dificuldade em urinar durante o periodo
menstrual), hematuria (presenca anormal de eritrécitos na urina), hemorragia retal e
dor nos ombros®. O método de referéncia para o diagndstico desta doenca é a
realizacdo de uma laparoscopia® e posterior anélise histologica das amostras colhidas
(glandulas endométricas e/ou células do estroma) (Dunselman et al., 2014). De modo
a aliviar os sintomas de endometriose associados a dor, os médicos sdo aconselhados
a fazer prescricbes hormonais (contracetivos hormonais, progestagénios,
antiprogestagénios ou agonistas do fator libertador das gonadotrofinas (GnRH))
(Dunselman et al.,, 2014). Outra opcdo passa pela excisdo das lesdes por
laparoscopia, aquando da identificacdo da doenca (Dunselman et al.,, 2014). Em
mulheres com endometriose moderada a severa, este ultimo tratamento referido é
recomendado para aumentar as taxas de sucesso em posteriores tratamentos de RHA
(Dunselman et al., 2014). Mulheres com este tipo de patologia possuem maior risco de
parto prematuro, independentemente do recurso a técnicas de RHA para engravidar
(Stephansson et al., 2009). De acordo com o mesmo estudo, estas pacientes foram

mais frequentemente afetadas por pré-eclampsia® ou hemorragia durante o trabalho

* Significados obtidos através do site http:/www.nlm.nih.gov/medlineplus/mplusdictionary.html, acedido a 29/08/2014.

® A laparoscopia é uma intervencao cirirgica pouco invasiva, durante a qual é inserido um instrumento de fibra 6tica
pela parede abdominal, permitindo a visualizagdo dos 6rgdos e a realizacdo de cirurgias de pequena escala
(http://www.oxforddictionaries.com/definition/english/laparoscopy, acedido a 08/07/2014).

e Condicdo séria que se desenvolve perto do fim da gravidez e que é caracterizada pelo aumento da pressao
sanguinea, aumento de peso excessivo, edema generalizado, proteinuria, dor de cabecga grave e alteragdes na visao.
Significado obtido do site http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/mplusdictionary.html, acedido a 29/08/2014.
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de parto. Adicionalmente, o numero de cesarianas efetuadas a pacientes com

endometriose foi quase o dobro em comparagdo com mulheres sem esta patologia.

1.5.2.3. Infertilidade inexplicada

Quando o homem apresenta um espermograma com valores normais, assim como um
exame fisico sem anomalias, e a mulher ndo aparenta sofrer de qualquer doencga que
afete a sua fertilidade, considera-se que o0 casal apresenta uma infertilidade
inexplicada. Esta pode dever-se a alteracdes no equilibrio endocrinol6gico, variagées

imunoldgicas e na fisiologia reprodutiva ou a modificacées genéticas (Ray et al., 2012).

1.5.3. Estilos de vida

Cada vez mais diversos e com maior peso na salde humana, o estilo de vida de cada
pessoa pode levar a alteragbes que influenciem a sua fertilidade, mesmo que de uma
forma pouco acentuada, tais como:

e Contracecdo usada anteriormente — o tipo de método utilizado e a sua
duracdo interferem com o tempo necessario para atingir uma gravidez, ap0s a sua
descontinuacao (Hassan and Killick, 2004);

e Obesidade — esta condicao leva a alteragdes hormonais e metabdlicas, tanto em
homens como em mulheres. Sdo aconselhaveis perdas de peso para indices de
massa corporal apropriados, de forma a maximizar o sucesso dos ciclos de tratamento
e a menorizar os seus riscos (American College of Obstetricians and Gynecologists,
2013);

e Tabaco - para além dos efeitos adversos que o tabaco pode ter no
desenvolvimento embrionario e fetal, este provoca diversas alteracdes na funcéo
ovéarica, como diminuicdo dos niveis de hormonas esteroides ou alteracdo de
proteinas necesséarias para a producdo de gonadotrofinas. Segundo Bayer et al.
(2002) existe também uma relacdo com o fendbmeno de faléncia ovéarica prematura,
sendo que mulheres fumadoras atingem a menopausa entre 1 a 2 anos mais cedo.
Esta igualmente comprovada a ocorréncia de alteracbes nas trompas e no Utero,
levando a uma maior incidéncia de abortamentos e gravidez ectdpica (Soares et al.,
2007; Waylen et al., 2009). Quanto aos homens, o tabaco leva a uma diminuicdo em
todos os parametros esperméticos, nomeadamente no volume do ejaculado e na
concentracdo, motilidade e morfologia dos espermatozoides (Bayer et al., 2002;

Ramlau-Hansen et al., 2007). E também conhecido um aumento do stress oxidativo
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testicular, provocado pelos compostos do tabaco, levando ao aparecimento de lesGes
gue afetam a qualidade de espermatozoides e que ndo sdo visiveis ao microscopio
(Meseguer et al., 2008);

e Alcool — este esta relacionado com alteragdes dos niveis de estrogénios e
progesterona, disfungdes da fase lutea e altera¢des na implantacdo e desenvolvimento
embrionario (Sobral et al., 2012). No que ao homem diz respeito, esta substancia pode
causar atrofia testicular, impoténcia, reducdo da libido e diminuicdo da qualidade
espermatica. Sdo também conhecidos efeitos teratogénicos (Sobral et al., 2012);

e Cafeina — aumenta o risco de subfertilidade (ovulacéo e funcdo do corpo luteo),
guando consumida em doses elevadas (> 500 mg/dia). Esta associada a fator tubario,
endometriose, abortamento espontaneo e morte fetal in Utero (Sobral et al., 2012).
Quanto aos seus efeitos no homem, ainda existe bastante controvérsia (Jensen et al.,
2010);

e Drogas e estupefacientes — a cannabis pode levar a alteracfes da ovulacdo e
causar efeitos adversos nos niveis de testosterona e na motilidade dos
espermatozoides, apesar de ndo afetar a espermatogénese (Sobral et al., 2012). A
cocaina estd associada a infertilidade por fator tubar e leva a diminuicdo da
concentragao os espermatozoides em consumidores cronicos (Sobral et al., 2012);

e Poluentes ambientais — s8o exemplos o0s pesticidas, os metais pesados, o
mondxido de carbono, os ftalatos (presentes em cosméticos, perfumes, lubrificantes) e
0s bisfendis (incluidos nos plasticos). Estes estdo associados a alteracdes na
espermatogénese e nos niveis hormonais (Sobral et al., 2012);

e Temperatura escrotal — varias situagcdes podem levar ao aumento da
temperatura na regido dos testiculos, o que pode provocar uma diminuicdo acentuada
da espermatogénese. Estdo em risco os profissionais da metalurgia e panificacao,
condutores frequentes, usudrios assiduos de sauna (Garolla et al., 2013a) ou banho
turco e homens que tenham o habito de utilizar o computado portétil sobre as pernas
(Sharpe, 2010);

e Doencas sexualmente transmissiveis — as doencas de origem bacteriana
causam infe¢cdes que podem ocorrer nos 6rgaos reprodutores masculinos e femininos
ou na regido pélvica (Sobral et al., 2012). Ja o virus da imunodeficiéncia humana (VIH)
leva a uma diminuicdo da fecundidade e da fertilidade, assim como a complicacdes
durante a gravidez (Sobral et al., 2012);

e Stress — uma vez que a situagdo de infertilidade causa desconforto no casal,

esta pode levar a sentimentos de culpa, frustracdo e ansiedade, entre outros.
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2. O laboratorio de andrologia

2.1. Espermograma (analise citobioquimica do sémen)

Os espermatozoides sao produzidos nos testiculos e expulsos do organismo através
do pénis, pela uretra, juntamente com os fluidos produzidos pelas glandulas sexuais
anexas. Estas incluem as vesiculas seminais, a préstata e as glandulas bulbouretrais
(ou de Cowper), cujas secrecdes constituem aproximadamente 90% do volume
seminal (World Health Organization, 2010). As primeiras fracdes de esperma
ejaculadas sdo extremamente ricas em espermatozoides e, portanto, € importante que
nao ocorra a sua perda durante a recolha da amostra (Bjoérndahl and Kvist, 2003).
Apos a ejaculacdo, o sémen apresenta-se como um codgulo, devido a presenca de
proteinas provenientes da prostata e do fibrinogénio produzido pelas vesiculas
seminais. Este serd desfeito ao fim de algum tempo, por acdo de outro tipo de
proteases prostéaticas, sendo que o espermograma s6 podera comecar a ser realizado
apo6s a amostra estar liquefeita (ja ndo se apresenta como um coagulo, mas sim como
uma mistura homogénea). Os resultados obtidos apés a analise citobioquimica do
esperma dependem de varios fatores (World Health Organization, 2010), tais como:

¢ Colheita completa da amostra;

e Atividade das glandulas anexas;

e Tempo decorrido desde a ultima ejaculacéo;

e Duracao do periodo de abstinéncia anterior a ultima ejaculacao;

e Tamanho dos testiculos.
Todos estes fatores, em conjunto com o estilo de vida e os antecedentes médicos, sdo
responsaveis pela variabilidade intra e interindividual conhecida nas amostras de
sémen (Keel, 2006). Individuos podem apresentar concentraces de espermatozoides,
a variar de pouquissimos milh6es/mL até quase 250 milhdes/mL, por amostra
realizada (World Health Organization, 2010).

2.1.1. Recolha da amostra

A recolha da amostra de sémen é idealmente realizada por masturbacao, sendo o
ejaculado albergado num frasco esterilizado e proprio para o efeito, preferencialmente
nas instalagbes do laboratério. Assim evita-se possiveis contaminacfes, perdas e

variacoes de temperatura (Jeyendran, 2003). Em casos excecionais, a colheita pode
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ser efetuada em casa, com a condi¢cdo de que devera ser entregue no laboratério, no
méximo, uma hora ap6s a ejaculagdo (Jeyendran, 2003). O transporte deve ser
realizado com a preocupacdo de manter o frasco de colheita a uma temperatura o
mais préxima possivel da temperatura média corporal (aproximadamente 35°C) (World
Health Organization, 2010), sendo aconselhado que se realize junto ao corpo. Todas
estas instru¢cdes sdo dadas ao paciente por escrito, ha forma de um consentimento
informado.
O periodo de abstinéncia sexual aconselhavel para a realizagdo de um
espermograma, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (World Health
Organization, 2010), é de 2 a 7 dias. Um periodo de tempo mais curto pode afetar
negativamente o volume da amostra e a concentracdo de espermatozoides, contudo
pode potenciar a motilidade (Silverberg and Turner, 2009). Um intervalo de tempo
mais prolongado podera ter um efeito adverso na motilidade (Silverberg and Turner,
2009). Apos a recolha da amostra, esta € colocada numa estufa a aproximadamente
35°C, durante cerca de 30 minutos, tempo ao fim do qual ja devera estar liquefeita
(figura 2). Caso este processo ainda ndo esteja finalizado (figura 1), a incubacéo
prolonga-se no maximo até aos 60 minutos. Se ao fim desse tempo a amostra ndo
ficar completamente liquefeita é realizada uma anotagdo. Quando a liquefacdo néo
ocorre naturalmente, é possivel recorrer a métodos enzimaticos ou mecéanicos (sendo
preferivel os mecéanicos, pois os outros podem interferir com as caracteristicas
seminais (Jeyendran, 2003)) para a provocar, uma vez que aliquotas retiradas de uma

amostra néo liquefeita poderdo ndo ser representativas (Silverberg and Turner, 2009).

Figura 1 — Amostra ainda néo liquefeita

Figura 2 — Amostra liquefeita visualizada ao microscopio 6tico.
visualizada ao microscopio 6tico.
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2.1.2. Analise da amostra

Esta pode ser dividida em duas partes: microscGpica e macroscoépica.

2.1.2.1. Parametros macroscopicos

No que diz respeito as caracteristicas macroscopicas, é medido o volume e o pH
(através de uma fita indicadora) e sdo avaliadas a cor, o cheiro, a viscosidade e a
liquefacdo completa ao fim de 60 minutos. A viscosidade difere da liquefacdo, na
medida em que uma amostra viscosa € homogénea, ao contrario de uma por
liguefazer. ApOs aspirar a amostra para uma pipeta, verifica-se a sua viscosidade: se
cair gota a gota, apresenta uma viscosidade normal; se ocorrer formacdo de um
filamento entre o frasco e a pipeta, considera-se que tem viscosidade aumentada.
Existem amostras que apresentam uns pequenos coagulos gelatinosos, que ndo se
liguefazem e cujo significado biolégico é ainda desconhecido (Jeyendran, 2003). O
Unico destes parametros com valor clinico mais relevante € o volume, pois quando é
muito reduzido (menos de 0,5 mL) podera significar que ndo é depositada uma
guantidade suficiente de sémen para cobrir todo o colo do Gtero (Jeyendran, 2003).
Por outro lado, um volume acima do limite de referéncia podera levar a diluicdo dos

espermatozoides e consequente perda apés a liguefacdo do sémen no trato feminino.

2.1.2.2. Parametros microscopicos

2.1.2.2.1. Motilidade

A motilidade é uma das caracteristicas mais importantes dos espermatozoides, pois
permite prever a sua capacidade de atravessar o longo caminho do trato feminino, de
encontrar o ovocito e de fecunda-lo (Silverberg and Turner, 2009). Este deve ser o
primeiro pardmetro a ser analisado, de modo a serem evitadas variagbes de
temperatura e pH ou a desidratacdo da amostra, que afetam negativamente a
motilidade espermatica (World Health Organization, 2010). Esta caracteristica deve
também ser avaliada sempre numa nova aliquota, de modo a evitar que a luz do
microscopio influencie a motilidade (Silverberg and Turner, 2009). Apenas sao
contados espermatozoides intactos (com cauda e cabeca), evitando-se as bordas da

lamela (5 mm) e as proximidades de bolhas de ar (World Health Organization, 2010).
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Sado contabilizados espermatozoides imoéveis (que ndo apresentam qualquer tipo de
movimento), moveis in situ (apresentam motilidade, mas n&o progressiva) e
progressivos lentos e rapidos (apresentam motilidade com progressdo, mais lenta ou
mais rapida), com a ajuda de um contador manual de células. Anteriormente a mais
recente edicdo da OMS (5° edicdo) eram consideradas as quatro categorias
suprarreferidas. Contudo, devido a dificuldade em distinguir os progressivos lentos dos
rapidos, a 5% edicdo da OMS (World Health Organization, 2010) apenas engloba 3
grupos: espermatozoides iméveis, moveis in situ e progressivos. Apesar de ser uma
classificacdo mais simplista e facil de implementar, pode ser redutora do potencial dos
gametas, pois ha diferenca entre um espermatozoide que se mova de forma lenta e
sem direcao e um que se desloque rapidamente e com uma trajetéria bem definida. De
modo a proceder ao resto da analise da amostra, é necessario obter duas contagens
concordantes para a categoria mais representativa. Para tal é fundamental que a
diferenca entre essas duas contagens nado seja significativa, de acordo com a tabela
de NAFA and ESHRE-SIGA (2002) no anexo A. Como exemplo, foram realizadas as

seguintes contagens para uma amostra:

Ez imbveis Ez méveis in situ Ez progressivos Ez progressivos
lentos rapidos
Contagem 1 10% 8% 60% 22%
Contagem 2 22% 11% 48% 19%
Contagem 3 12% 7% 63% 18%

Tabela 1 — Contagem do nimero de espermatozoides de acordo com as 4 categorias de motilidade de uma amostra de

sémen. Ez — espermatozoides.

s

Para saber quais as contagens concordantes é necessario calcular a média das
percentagens para a categoria mais representativa (neste caso, 0s espermatozoides
progressivos lentos). Para as contagens 1 e 2 a média é de 54%, para as contagens 2
e 3 é de 55,5% e para as contagens 1 e 3 € de 61,5%. Consultando a tabela (anexo
A), verifica-se a diferenca méaxima que pode ocorrer entre duas contagens
concordantes. Neste exemplo, as contagens concordantes sdo a 1 e a 3. A diferenca
entre ambas € de 3, que é menor que a diferenga maxima admitida, que é 9.
A motilidade pode ser influenciada por diversos fatores, entre os quais (Silverberg and
Turner, 2009):

e Aidade do paciente e o seu estado de salde;

e O periodo de abstinéncia;

e A exposigdo do paciente a influéncias externas, como calor ou toxinas;
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e O método utilizado para recolha da amostra;
e O tempo e a adequacdo do manuseamento da amostra desde a recolha até a
sua analise.

Durante a avaliacdo da motilidade, verifica-se a existéncia de aglutinacdo e de outro

tipo de células na amostra (esquema 1).

Aglutinacéo

espermatozoides moveis aderentes uns aos outros. Possivel indicacéo
da presenca de anticorpos dos espermatozoéides

Leucoécitos

possiveis indicadores da existéncia de uma infecéo nas glandulas
anexas. Como sédo produtores de espécies reativas de oxigénio, estes
produtos podem interferir com a motilidade e o potencial de fertilizacéo
dos espermatozoides

Eritrécitos

possiveis indicadores de patologia no trato reprodutivo, mas sem
prejuizo para o potencial de fertilizacdo dos espermatozoides

Células epiteliais

guando em numero elevado, é possivel que o método de recolha da
amostra tenha sido outro que ndo a masturbacédo (estimulacao oral ou
coito interrompido), podendo comprometer a quantidade e qualidade
espermatica

Microrganismos

indicadores da existéncia de uma infecdo no trato reprodutivo. E de
maior preocupacgao se estes organismos estiverem presentes em
amostras que serao utilizadas em tratamentos de RHA

Células dalinha germinativa

indicadores de problemas durante a espermatogénese. Caso se registe
um nimero elevado e poucos espermatozoides, podera ser considerada
a realizacéo de uma biépsia testicular (TESE)

Esquema 1 — Aglutinagéo e outro tipo de células que poderdo estar presentes numa amostra seminal, visiveis ao
microscépio 6tico”. Adaptado de Jeyendran (2003) e de Menkveld et al. (2001).

" Referéncias das imagens obtidas: aglutinagdo (World Health Organization, 2010); leucécitos

(http://www.maledoc.com/blog/tag/semen-analysis/, acedido no dia 01/07/2014); eritrécitos (Esteves and Varghese,
2012); células epiteliais (http:/cellfunctioning.wikispaces.com/Epithelial+cells, acedido no dia 6/07/2014);
espermatozoide com bactérias na cabeca, peca intermédia e cauda (http://www.fertilitysolution.com/Infertility/Male-
Infertility/, acedido no dia 6/07/2014); espermatozoide imaturo (http://medicine.utah.edu/surgery/andrology/gallery.php,
acedido no dia 6/07/2014).
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2.1.2.2.2. Vitalidade

A vitalidade espermatica parte do principio que apenas as células mortas permitem a
entrada de um corante vital, pois possuem a sua membrana danificada (Silverberg and
Turner, 2009). O corante mais utilizado é a eosina Y, que apresenta uma cor
avermelhada. Este é adicionado a uma aliquota da amostra na propor¢céo de 1:1 e ao
fim de, aproximadamente, 5 minutos é realizado um esfregaco (figura 3 e 4) para
visualizacdo da preparacdo ao microscopio em campo claro. Os espermatozoides
mortos apresentam a cabeca corada de vermelho e os vivos ostentam as cabecas
verdes/esbranquicadas, uma vez que impediram a entrada da eosina Y (figura 5).
Segundo a OMS (World Health Organization, 2010), os espermatozoides com a
cabecga vermelho mais claro séo classificados como vivos, mas segundo a NAFA &
ESHRE-SIGA (2002) estas células séo classificadas como mortas. O que se aplica ha
pratica esta de acordo com a Ultima referéncia, uma vez que, mesmo entrando pouco
corante (dai um vermelho mais claro/cor de rosa), significa que a membrana do
espermatozoide ja ndo estd intacta, por isso € contabilizado como morto.

Este parametro deve estar de acordo com a motilidade, pois a percentagem de
espermatozoides mortos ndo pode exceder a percentagem de imdveis, uma vez que a
presenca de movimento € um indicador da vitalidade dos gametas. Por outro lado, é
comum o numero de células vivas exceder o numero de espermatozoides moéveis (in
situ e progressivos) (World Health Organization, 2010), pois os gametas podem estar
Vivos, mas possuirem anomalias que os impecam de se moverem. Assim, a andlise da
vitalidade é decisiva para determinar a percentagem de espermatozoides iméveis que
estdo vivos e que poderdo ser utilizados num futuro ciclo de ICSI. Contudo,
espermatozoides que tenham estado em contacto com a eosina Y ndo poderédo ser
utilizados para técnicas de RHA, uma vez que este corante tem efeitos tdxicos
(Silverberg and Turner, 2009).

Figura 4 — Esfregago pronto para ser visualizado ao

microscopio.

Figura 3 — Realizacdo do esfregaco da preparacdo de
eosina Y com espermatozoides para visualizagdo ao

microscopio.
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Figura 5 — Visualizagdo do esfregaco para avaliar a vitalidade de uma amostra seminal. E possivel observar
espermatozoides vivos (a verde, rodeados por um circulo) e mortos (vermelhos, delimitados por um quadrado).

2.1.2.2.3. Hipoosmolaridade

O teste de hipoosmolaridade (HOS) baseia-se, igualmente, na integridade da
membrana celular, caracteristica definida pela capacidade desta em manter o
equilibrio entre o espermatozoide e 0 meio envolvente. Caso um espermatozoide se
encontre funcional, este ira reagir a solucdo hipoosmética aumentando de volume,
uma vez que permite a entrada de agua, levando ao enrolamento da cauda. Deste
modo, as células reprodutoras que apresentarem alteracfes na cauda possuem
membranas intactas. Ja as que apresentam caudas lineares ou inalteradas deverao
possuir alguma anomalia (World Health Organization, 2010) (figura 6 e 7).

Para realizar este teste é adicionada a uma aliquota da amostra, na razéo de 1.9, a
solucao hipoosmdtica, que é composta por citrato de sddio e frutose, seguindo-se um
periodo de incubacdo de 30 minutos a 37°C, pois s6 ao fim deste tempo € que todas
as formas dos flagelos se encontram estaveis (World Health Organization, 2010). Os
espermatozoides sdo depois observados ao microscopio de contraste de fase. Este
parametro tem uma enorme importancia nos casos em gque antes da realizacdo de

uma ICSI todos os espermatozoides se encontram imoéveis. Com o HOS é possivel
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selecionar apenas as células vivas e a sua utilizacdo direta num ciclo de tratamento
(Silverberg and Turner, 2009), ao contrario dos espermatozoides submetidos ao teste
de vitalidade.

Na maioria dos casos, o valor do HOS corresponde ao do teste de vitalidade. Mas em
alguns espermogramas, ocorre uma diferenca significativa entre estes dois
parametros, sendo o resultado do HOS bastante inferior. Nestes casos, o0s
espermatozoides apesar de vivos, poderdo possuir deficiéncias na cauda e,
consequentemente, apresentarem uma cauda intacta. Assim, o valor do HOS
corresponde frequentemente a percentagem de espermatozoides que apresentam

movimento progressivo.

Q0 0

A B C D E
Figura 6 — Esquematizacdo de espermatozoides submetidos ao HOS, apresentando diferentes tipos de alteragGes na

cauda. A — espermatozoide sem alteragdes na cauda; B-E — espermatozoides com alteragGes na cauda. As areas a
cinzento sdo indicadoras de turgescéncia. Imagens obtidas de World Health Organization (2010).

Figura 7 — Visualizagdo de espermatozoides ap6s incubagdo com a solugdo hipoosmética. Espermatozoides com a
cauda enrolada (possuem a membrana intacta) estédo rodeados por um circulo azul; espermatozoides com a cauda

ndo enrolada (possuem algum defeito na sua membrana) estéo delimitados por um quadrado vermelho.
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2.1.2.2.4. Concentracao

A concentracdo de uma amostra seminal é definida pelo nimero de espermatozoides
por unidade de volume. Outro parametro relacionado com a concentracdo, mas
distinto desta, € o numero total de espermatozoides, determinado pela totalidade dos
gametas presentes no ejaculado (obtém-se multiplicando a concentracéo pelo volume
de amostra). De modo a determinar a concentracdo com rigor € utilizada uma camara
de contagem, sendo a mais utilizada a camara de Neubauer improved (World Health
Organization, 2010) (figura 8), e uma pipeta de deslocamento positivo. Este tipo de
pipeta permite a medicdo de um volume exato, ao contrario do que é possivel com as
pipetas vulgarmente utilizadas, minimizando-se assim erros de pipetagem (NAFA and
ESHRE-SIGA, 2002). Desta forma assegura-se que o volume da aliquota retirada da

amostra sej a exato.

Figura 8 — Camara de Neubauer improved (Marienfeld®, Alemanha).

Antes de carregar a camara com a amostra, é efetuada uma diluicdo, consoante o
numero de espermatozoides observados ao microscépio 6ético (tabela 2). Esta consiste
na adicdo de um fixador (solucdo de NaHCO; e formaldeido) a uma aliquota da
amostra. Os fatores de diluicdo sdo muito importantes para uma simples e correta
determinagcdo da concentracdo, pois evita-se que ocorra sobreposicdo de

espermatozoides na area de contagem (World Health Organization, 2010).

N° de espermatozoides

por campo de viséo Diluigcao Amostra (uL) Fixador (uL)
(x400)
<15 1.5 100 400
15-40 1:10 50 450
40 - 200 1:20 50 950
>200 1:50 50 2450

Tabela 2 — De acordo com o nimero de espermatozoides estimado por campo de visdo numa ampliacdo de 400X,
realiza-se a diluigAo da amostra para carregar a camara de contagem. Adaptado de NAFA & ESHRE-SIGA (2002).

Os espermatozoides devem ser visualizados num microscépio 6tico de contraste de

fase, na grelha do meio da area de contagem, que esta subdividida em 25 quadrados
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(figura 9 e 10). A quantidade de quadrados a considerar depende do nimero de
espermatozoides contabilizados no primeiro quadrado, de acordo com a tabela 3. Para
gue a contagem seja precisa € importante que, no minimo, sejam contabilizados 200
espermatozoides (World Health Organization, 2010) e que sejam realizadas duas

contagens de aliquotas diferentes.

Figura 9 — Area de contagem central da camara de Figura 10 — Quadrado central da area de contagem,
Neubauer imprOVed. E constituida por 25 quadrados, cada onde é possive| ver a subdivisdo em 16 quadradosl

um subdividido em 16.

Ndimero de espermatozoides

N
no 1° quadrado Umero de quadrados a contar

<10 25
10-40 10
>40 5

Tabela 3 — Relagdo entre o nimero de espermatozoides contados no primeiro quadrado da area de contagem e o
nimero consequente de quadrados a considerar. Adaptado de NAFA & ESHRE-SIGA (2002).

Para determinar a concentracdo espermatica é necessario ter em conta varios fatores,
como o numero de espermatozoides contabilizados, o nimero de quadrados contados,
o fator de diluicdo utilizado e a profundidade e volume da camara de contagem. Assim,

a concentragéo é calculada de acordo com a seguinte formula:

Concentracao = (25 quadrados + numero de quadrados contados) x fator de

diluicdo x profundidade da camara x volume da camara x numero de

espermatozoides contabilizados

Uma vez que a area e a profundidade da camara s@o constantes, foram estimados
fatores de conversdo consoante o nimero de quadrados contados, de acordo com a

diluicdo utilizada (tabela 4). Portanto, a concentragéo € calculada dividindo o nimero
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total de espermatozoides obtidos em duas contagens pelo fator adequado, tendo em

conta o nimero de quadrados contados.

Fatores de converséao
Numero de quadrados contabilizados

Diluicdo utilizada

5 10 25
1:2 100 40 20
1:5 40 16 8
1:10 20 8 4
1:20 10 4 2
1:50 4 1,6 0,8

Tabela 4 — Tabela dos fatores de conversao a utilizar consoante o nimero de quadrados que foram contabilizados e a
diluicdo realizada. Adaptado de NAFA & ESHRE-SIGA (2002).

Em casos de suspeita de azoospermia (auséncia de espermatozoides no ejaculado),
apenas se determinam os parametros macroscopicos e se realiza o esfregago para a
morfologia. Este diagnostico s6 pode ser de facto assumido apds centrifugacdo da
amostra e posterior analise meticulosa do pellet ao microscépio, confirmando-se a
auséncia de espermatozoides (Jeyendran, 2003). Contudo, mesmo apds o diagnostico
de azoospermia, este ndo € 100% fiavel, devido & conhecida variabilidade
intraespecifica das amostras de sémen. Apos a confimacdo de auséncia de
espermatozoides, hd a necessidade de perceber a sua origem. A azoospermia pode
ser secretora (quando existe um problema durante a espermatogénese) ou obstrutiva
(os espermatozoides sdo produzidos normalmente, mas ndo sdo expelidos pela uretra
devido a uma obstrucdo nos canais deferentes). Em ambos os casos, é frequente a
realizacdo de uma TESE para confirmacdo do diagnéstico e, se possivel, para se
obterem espermatozoides de quantidade e qualidade suficientes para o seu uso em
ciclos posteriores de ICSI (Salom, 2004).

2.1.2.2.5. Morfologia

Este par@metro é examinado apos a realizagdo de um esfregago da amostra a fresco,
gue posteriormente € fixado e corado. A fixagcdo consiste na imersédo da lamina com o
esfregaco em metanol e a coloracéo é efetuada através dos corantes de Papanicolau
e de Shorr, que permitem a distingdo dos diferentes constituintes do espermatozoide
(cabeca, peca intermédia, cauda e, se presente, citoplasma residual), assim como de
outro tipo de células (células da linha germinativa ou leucécitos) (NAFA and ESHRE-

SIGA, 2002). A presenca destas Ultimas, apesar de ndo ser um parametro da
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morfologia do espermatozoide, deve ser anotada. A lamina corada é depois
visualizada ao microscopio 6tico de campo claro, numa ampliagdo de 1000x e com
O0leo de imersdo. Deverdo ser observados, no minimo, 200 espermatozoides e
efetuadas duas contagens.
As anomalias dividem-se em quatro categorias: anomalias na cabeca, na peca
intermédia, na cauda e presenca de restos citoplasmaticos. Deve ser calculada a
percentagem de espermatozoides normais, assim como a percentagem de cada tipo
de anomalia. O indice de teratozoospermia refere-se a média do numero de defeitos
por espermatozoide anormal. E calculado através da divisdo do nimero total de
anomalias contadas (total dos 4 grupos de anomalias que se consideram) pela

percentagem de espermatozoides anormais.

cabeca peca intermédia cauda

Figura 11 — Espermatozoide normal®.

Um espermatozoide considerado normal apresenta a seguinte forma (figura 11):

e Cabeca — apresenta uma forma oval e sem imperfeicdes. Deve ser visivel o
acrossoma bem definido, ocupando entre 40 a 70% da &rea da cabecga (Menkveld et
al., 2001). Preferencialmente, ndo devem ser visiveis vacuolos e, quando presentes,
ndo devem ser mais de dois pequenos vacuolos na regido do acrossoma (World
Health Organization, 2010);

e Peca intermédia — € ligeiramente mais grossa que a cauda, regular e deve ter
comprimento semelhante a cabeca, ligando-se axialmente a esta (World Health
Organization, 2010). Caso sejam visiveis restos citoplasmaticos, estes sO séo
classificados como anormais caso excedam um terco do tamanho da cabeca
(Mortimer and Menkveld, 2001);

e Cauda — é Unica e nao deve apresentar danos (enrolamento, dobras ou ruturas)
(Silverberg and Turner, 2009). E ligeiramente mais fina que a peca intermédia e no fim
do seu comprimento, em média 45 um (World Health Organization, 2010), apresenta-
se ainda mais fina.

Uma espermatogénese anormal ou algumas patologias do epididimo estédo

frequentemente associadas com uma maior proporcdo de espermatozoides anormais

8 Imagem obtida do site http://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php?title=File:Mouse-

_spermatozoa_EM_and_diagram.jpg, acedido no dia 09/07/2014.
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(World Health Organization, 2010). Atualmente, a morfologia dos espermatozoides é

avaliada segundo os critérios da World Health Organization (2010), exemplificados na
tabela 5.

Pequeno acrossoma

A
Espermatozoide normal

Sem acrossoma

Grande acrossoma

Anomalias na
cabeca

Afunilada

Piriforme

Amorfa
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Vacuolizada

Peca grossa

Peca fina

Peca assimétrica ? '

Dobrada

Anomalias na peca
intermédia

S

Pequena

Anomalias na cauda
Curvada

Enrolada

Restos citoplasmaticos

Tabela 5 — llustragbes de espermatozoides anémalos e normais, de acordo com cada grupo de anomalia. Adaptado de
World Health Organization (2010) e de Silverberg & Turner (2009).
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A morfologia dos espermatozoides esta relacionada com o seu potencial de fertilizagéo
(World Health Organization, 2010), ndo sendo no entanto uma verdade absoluta em
relacdo a fecundidade masculina. Juntamente com a motilidade e a vitalidade formam
um diagnostico mais fiavel (Mortimer and Menkveld, 2001). Sabe-se que
espermatozoides anormais tém tendéncia para apresentar problemas de motilidade,
devido a cabecas anormais (influenciam o equilibrio hidrodindmico), anomalias na
cauda (diminuem ou impossibilitam a motilidade) ou ineficiéncia na producdo de
energia (Katz et al., 1982). Para além dos associados problemas de progressdo, os
espermatozoides anormais apresentam também dificuldades na ligacdo a zona
pelicida (Franken et al., 1989). Uma boa morfologia também néo é significado I6gico
de uma gravidez. Num exemplo dado por Mortimer & Menkveld (2001), um homem
com a sindrome de Kartagener®, embora produza espermatozoides morfologicamente
normais, estes ndo serdo funcionais e, consequentemente, as probabilidades desse
paciente atingir uma gravidez de forma natural sdo muito baixas, pois 0s seus

espermatozoides ndo terao movimento.

2.1.3. Valores de referéncia e terminologia

A World Health Organization (2010) langou os limites de referéncia para a
classificacdo de uma amostra seminal como normal, que estédo apresentados na tabela
6.

Limites minimos de referéncia para as caracteristicas seminais

Liquefacéo (aos 60 minutos) Completa

Aparéncia Homogénea, cinzenta, opalescente
Volume seminal (mL) 15(1,4-1,7)

Viscosidade Cai da pipeta em pequenas gotas
Numero total de espermatozoides (10° por ejaculado) 39 (33 — 46)

Concentragéo de espermatozoides (10° por mL) 15 (12 - 16)

Motilidade total (PR + PL, %) 40 (38— 42)

Motilidade progressiva (PR, %) 32 (31-34)

Vitalidade (espermatozoides vivos, %) 58 (55 — 63)

Morfologia (formas normais, %) 4 (3,0-4,0)

pH 27,2

Leucdcitos (10°por mL) <1,0

Tabela 6 — Limites de referéncia para o espermograma. PR — progressivos rapidos; PL — progressivos lentos. Adaptado
World Health Organization (2010).

° A sindrome de Kartagener, atualmente designada por discinesia primaria ciliar (DPC), é uma doenga genética
associada a ultraestrutura e fungdo deficientes dos cilios e & doenga crénica do ouvido médio, peito e pulmées (Noone
et al., 2004). A situagdo de situs inversus (ocorre durante o desenvolvimento fetal, levando a formacéo de certos
orgdos, ou todos, no seu lugar simétrico) ocorre de forma aleatéria em cerca de 50% dos pacientes de DPC (Noone et
al., 2004).
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Existe também uma terminologia especifica para classificar os varios diagnésticos

apos o resultado do espermograma:

Terminologia™ Diagnostico

Aspermia Auséncia de ejaculado
Astenozoospermia Numero de ez progressivos abaixo do LR
Azoospermia Auséncia de ez no ejaculado

Auséncia de ez no ejaculado a fresco, mas observados apés

Criptozoospermia . ~ X . . :
centrifugacdo, ou seja, em nimero muito reduzido

Hiperspermia >6 mL de ejaculado
Hipospermia Volume do ejaculado <0,5 mL
Necrozoospermia Elevada percentagem de ez mortos

Ejaculado com valores de motilidade, concentracdo e morfologia

Normozoospermia .
P acima dos LR

Oligozoospermia Concentracdo de ez abaixo do LR
Polizoospermia >250 milhGes de ez por mL
Teratozoospermia Percentagem de ez morfologicamente normais abaixo do LR

Tabela 7 — Terminologia comummente utilizada para diagnosticar os pacientes subférteis ou inférteis. Ez —

espermatozoides; LR — limite de referéncia. Adaptado de Jeyendran (2003) e de World Health Organization (2010).

2.1.4. Software CASA

Com vista a uma maior precisdo na avaliacdo de amostras de sémen, foi criado um
programa informatico denominado CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), que
tem como objetivo padronizar a andlise e torna-la reprodutivel para a concentragéo,
motilidade e morfologia dos espermatozoides (Silverberg and Turner, 2009). Apresenta
duas vantagens principais, em relacdo aos métodos manuais: elevada precisdo e
fornecimento de dados quantitativos sobre os parametros cinéticos dos gametas
(World Health Organization, 2010). Contudo, esta técnica requer o uso de
equipamento especializado, sendo esta uma das razdes pela qual este sistema ainda
ndo se encontra implementado como rotina num laboratério de RHA, para além das

guestbes que tém sido levantadas relativamente a sua validade e reprodutibilidade
(Silverberg and Turner, 2009).

1% 0 sufixo “zoospermia” refere-se a caracteristicas dos espermatozoides e o “spermia” refere-se ao ejaculado (World
Health Organization, 2010).
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2.2. Métodos de recolha de espermatozoides para utilizacao

em técnicas de RHA

O método de eleicdo para a recolha da amostra seminal é a masturbacdo. Em
situacbes especiais, devido a crencas religiosas, questbes pessoais ou problemas
psicolégicos, podera nao ser possivel a obtencdo de uma amostra por esse processo.
Nesses casos poderdo ser utilizados preservativos de silastico sem espermicidas,
especificamente fornecidos pelo laboratério, que funcionam como depésito de recolha
de sémen durante o ato sexual (Gerris, 1999). Ja o coito interrompido nunca devera
ser utilizado como método de colheita, uma vez que pode ocorrer perda das primeiras
gotas de sémen (que sdo ricas em espermatozoides) e, também, contaminacao
bacteriolégica (World Health Organization, 2010). Em casos de suspeita de ejaculacao
retrograda (0 sémen nado é expelido pela uretra, alojando-se na bexiga) € possivel
proceder-se a centrifugacdo de urina ap6s masturbagdo, confirmando-se assim o
diagnostico (Rowland et al., 2010). Esta patologia pode ser congénita ou adquirida,
como por exemplo em homens diabéticos (Gerris, 1999), e podera estar associada a
hipospermia ou auséncia de ejaculado (Barazani et al., 2012). Existem também outros
dois métodos, a vibroejaculacdo e a eletroejaculacdo. O primeiro consiste na
deposicdo de um vibrador na glande do pénis durante alguns minutos ou até a
ejaculacéo ocorrer (Barazani et al., 2012). E o método aconselhado para pacientes
que tenham lesBes na medula espinal (mas que mantenham a habilidade de
desencadear uma erecdo), com diferentes taxas de sucesso consoante a lesao
(Barazani et al., 2012). Ja a eletroejaculacao € uma alternativa a vibroejaculacao, com
indicacdes meédicas similares, mas principalmente para individuos que perderam a
capacidade de ter uma erecdo. Neste caso, € colocada uma sonda elétrica no reto,
ligada a uma fonte de energia, que ir4 exercer estimulos principalmente na prostata,
provocando a ejaculacdo. Este procedimento envolve anestesia geral (Barazani et al.,
2012).
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Masturbacao
Preservativo de silastico
Urina por ejaculagao
retrograda

Figura 12 — Métodos de recolha de espermatozoides para aplicacdo em técnicas de RHA. TESA — aspiragdo de
espermatozoides do testiculo, MESA — aspiracdo de espermatozoides do epididimo por microcirurgia; PESA —

aspiragao percutanea de espermatozoides do epididimo. Adaptado de Bourne et al. (2009).

Os métodos cirdrgicos, como a TESE sao também uma opg¢do para a obtencao de

espermatozoides, especialmente indicado para pacientes com azoospermia.

MESA

Aspiracdo de
Espermatozoides do
epididimo por
microcirurgia

PESA

Aspiracao Percutanea de
Espermatozoides

TESA

Aspiracéo de
Espermatozoides do
testiculo

TESE
Biopsia testicular

Esquema 2 — Métodos cirdrgicos de obteng&o de espermatozoides diretamente do epididimo ou do testiculo. Adaptado
de Mansour (1998) e Esteves & Varghese (2012).
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A MESA foi o primeiro método utilizado para a obtencao cirirgica de espermatozoides
diretamente do epididimo, que acabou por ser substituida pela PESA (Mansour, 1998).
Contudo, estes dois métodos apenas dao resposta a casos de azoospermia obstrutiva.
Assim, foi desenvolvida a TESA e a TESE, recolhendo-se espermatozoides

diretamente do testiculo.

2.2.1. Biopsia testicular

Hoje em dia, a técnica mais utilizada para obtencéo de espermatozoides em pacientes
diagnosticados com azoospermia € a TESE. Durante o procedimento, realizado por
um médico da especialidade, sdo retirados fragmentos testiculares, sob o efeito de
anestesia local. Estes sdo levados para o laboratério, onde sao macerados. Assim,
possiveis espermatozoides que estejam presentes nos tubulos seminiferos sao
libertados para o meio de cultura. A amostra é depois analisada ao microscopio
invertido, procedendo-se a uma procura exaustiva de espermatozoides (figura 13).
Independentemente de serem encontrados gametas nas aliquotas observadas ao
microscopio, realiza-se uma centrifugagéo de todo o meio resultante do procedimento.
No caso de serem encontrados espermatozoides, o ideal seria a puncgéao folicular ser
realizada no proprio dia, inseminando-se 0s ovOcitos com espermatozoides a fresco.
Mas tal ndo é possivel, pois caso ndo sejam encontrados espermatozoides apds a
TESE, haveria desperdicio dos ovocitos puncionados. Logo, a criopreservacdo da
polpa testicular é o procedimento a seguir. Estes espermatozoides poderdo ser
empregues em futuros ciclos de tratamento, com taxas aceitaveis de sucesso (Salom,
2004).

PO o}

Al

TO) )
A @)

Figura 13 - Visualizagdo do contetdo dos tbulos seminiferos é\pés TESE, onde séo visiveis glébulos vermelhos

(circulos) e alguns espermatozoides (setas). A fotografia € propriedade do Centro de Estudos de Infertilidade e

Esterilidade (CEIE) e foi reproduzida com permissao.
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2.3. Preparacao da amostra de sémen para técnicas de RHA

O processamento da amostra para utilizagdo num tratamento de infertilidade é muito
importante, pois permite a separacdo funcional e morfolégica dos espermatozoides,
para além da sua separagcdo do resto do contetdo do plasma seminal. Quando as
barreiras naturais sdo ultrapassadas, alguns componentes do plasma seminal tornam-
se um obstaculo para que a fecundacado aconteca (World Health Organization, 2010).
E, portanto, importante que o processamento comece, no maximo, uma hora apos a
ejaculacdo. Segundo Henkel & Schill (2003), a técnica ideal de separagdo da amostra
seminal deve possuir as seguintes caracteristicas:

e Serrapida, simples e rentavel;

¢ Isolar o maior niUmero possivel de espermatozoides moveis;

¢ Nao causar danos nos espermatozoides selecionados;

e Excluir espermatozoides mortos e outras células (leucocitos ou bactérias);

e Eliminar substancias téxicas ou bioativas (fatores de descapacitacdo ou espécies
reativas de oxigénio);

e Permitir o processamento de amostras de volume elevado.
Contudo, nao é facil preencher todos estes requisitos e acaba por ser necessario
utilizar mais do que uma técnica de modo a obter um numero satisfatorio de
espermatozoides funcionalmente competentes (Henkel and Schill, 2003).
Apos a recolha da amostra é necessario aguardar até a liquefacdo estar completa. De
seguida é realizada uma breve avaliagdo, de modo a verificar se 0os pardmetros de
motilidade e concentracdo estdo de acordo com anteriores espermogramas (podendo
ocorrer alteracdo da técnica a utilizar, por exemplo uma FIV passar a ser ICSI devido a
uma menor qualidade espermatica no dia do tratamento). E também através desta
rapida analise que se decide o volume de cada gradiente a utilizar (em casos de
namero muito reduzido de espermatozoides, utiliza-se um volume inferior dos
gradientes, para aproveitar o0 maior numero possivel de espermatozoides) e as
condicbes de centrifugacéo (por exemplo, amostras com viscosidade elevada podem
ser centrifugadas durante um periodo mais longo) (World Health Organization, 2010).
O processamento dos gametas masculinos inclui a passagem da amostra por uma
coluna de gradientes de densidade descontinuos (constituidos por particulas de silica,
revestidas por silano), separando as células pela sua densidade. Este é o método que
melhor permite a selecdo de espermatozoides de boa qualidade (World Health
Organization, 2010). Ao contrario dos gradientes utilizados nos laboratérios de RHA

até ha uns anos (cujo seu uso é agora proibido, pois poderiam ter efeitos prejudiciais
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nas membranas dos espermatozoides), estes sdo ajustados para a osmolaridade, tém
baixa toxicidade e sdo aprovados para o uso em humanos in vivo (Henkel and Schill,
2003).
Os gradientes sdo preparados em duas concentracdes diferentes, 40% e 80% (o
gradiente de maior densidade é colocado sob o de menor densidade e a amostra
sobre ambos), de modo a separar 0s espermatozoides dos outros constituintes da
amostra seminal. Esta separacdo € conseguida através de uma centrifugagédo (25
minutos, 1200 rpm, 35°C). ApGs este passo, na maioria dos casos, é bem visivel um
pellet'! (composto por espermatozoides méveis) e o sobrenadante é formado por duas
fases (os detritos celulares e os espermatozoides imoveis ficam aprisionados entre 0s
gradientes e o0 plasma seminal encontra-se no topo da coluna) (World Health
Organization, 2010) (figura 14). Retira-se o sobrenadante, tendo o cuidado de néo
perturbar o pellet e procede-se a sua lavagem com meio de cultura, através de uma
nova centrifugacdo, nas mesmas condicbes do passo anterior, mas por apenas 10
minutos. A lavagem tem o propdsito de remover qualquer particula (como por exemplo
a silica) prejudicial aos espermatozoides. Terminada a centrifugagéo, o sobrenadante
€ novamente descartado, com muito
cuidado e procede-se a um tipo de sele¢éo
gue se denomina de “swim-up”. De forma
gradual e sobre o pellet, adiciona-se um - Plasma seminal

meio 6timo para a motilidade dos

espermatozoides (figura 15). A quantidade

a acrescentar depende da quantidade e da

3

]_ Detritos celulares e

gualidade do pellet, assim como da técnica S
espermatozoides imoveis

de RHA que ird ser realizada, sendo
normalmente 0,5 mL. Por fim, o tubo é

colocado numa estufa em condicbes Pellet composto por

espermatozoides moveis

otimas, num angulo de 45° (o que vai
Figura 14 - Amostra seminal ap6s centrifugagao,
permitir uma maior area de contacto entre sendo visiveis os diferentes constituintes separados.
0 meio e 0s espermatozoides) e com a tampa entreaberta, para possibilitar a troca de
gases (figura 16). A incubacdo tem uma duragdo minima de 30 minutos, ndo devendo
ultrapassar as 2 horas, pois leva a um aumento dos danos no ADN (Nabi et al., 2014).
Durante o swim-up, 0s espermatozoides mais rapidos irdo deslocar-se para o topo da
coluna de meio (World Health Organization, 2010), sendo depois aspirado apenas o

sobrenadante para inseminacgao dos ovdcitos. Esta técnica apresenta resultados muito

™ Quando néo é possivel observar-se o pellet ou este é muito reduzido, opta-se por descartar apenas o gradiente de
menor densidade, ou seja, aquele que esta mais a cima na coluna de meio.
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bons, no que diz respeito a obtencdo de espermatozoides moveis e morfologicamente
normais, contudo depende das caracteristicas iniciais da amostra (Henkel and Schill,
2003).

Figura 15 — Amostra preparada para o swim-up, onde € Figura 16 — Amostra em incubagio na estufa durante o

visivel o pellet. swim-up.

2.4. Ainseminacgao intrauterina

O objetivo desta técnica passa por depositar o maior numero possivel de
espermatozoides normais e com motilidade rapida, o mais préximo dos ovécitos. E a
técnica mais simples e com menos custos. Pode ser realizada durante um ciclo natural
ou com recurso a inducdo da ovulacao (pretende-se a maturacdo de apenas um ou
dois foliculos) através de medicacdo hormonal (Bayer, 2007). Durante todo o protocolo
de estimulagcdo sdo realizadas véarias monitorizacbes, de modo a controlar
rigorosamente o nimero de foliculos que se desenvolve (Bayer, 2007). No dia previsto
para que a ovulacdo ocorra, a amostra de sémen € recolhida e tratada no laboratério,
de modo a remover prostaglandinas e possiveis microrganismos e a potenciar a
gualidade da amostra (Bayer, 2007), através das técnicas de separacao por densidade
de gradientes e de swim-up (como descrito anteriormente). O sobrenadante é aspirado
para uma seringa e sera depositado no Utero, através de um cateter, no caso da
realizacdo de uma llU (a mais utilizada hoje em dia). Existe também a possibilidade
dos espermatozoides serem depositados na vagina, no canal cervical ou nas trompas.

Esta técnica é utilizada em casos de fatores masculinos (disfuncao ejaculatéria (Bayer,
2007)) ou femininos (muco cervical hostil) ligeiros, em casos de infertilidade
inexplicada (Torgal et al., 2012) e em casais serodiscordantes (Savasi et al., 2013a). A
IIU pode ser homéloga (os gametas masculinos pertencem ao marido da paciente) ou,
em casos de azoospermia, pode recorrer-se ao uso de esperma de dador, passando a
designar-se por llU-heter6loga. O sucesso desta técnica esta relacionado com a idade
do casal, com os parametros espermaticos da amostra inseminada, com o tipo de

estimulacéo realizada (Bayer, 2007) e com a causa de infertilidade e a sua duracéo.
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3. O laboratoério de embriologia

3.1. A estimulacado ovarica e a puncao folicular

Os gametas femininos, os ovadcitos, sdo produzidos nos ovarios. No inicio de cada
periodo fértil, varios foliculos sé@o recrutados e vdo-se desenvolvendo por acdo da
FSH. Um desses foliculos ira evoluir mais rapidamente, significando um maior nimero
de células da granulosa e, consequentemente, de recetores para a FSH. Quando os
niveis de FSH comecam a diminuir, por acdo do feedback negativo exercido pelos
estrogénios (produzidos pelas células da granulosa), o foliculo dominante sera o Unico
gue continuara a sua maturacao, pois possui recetores suficientes. Como a producédo
de estrogénios aumenta cada vez mais (devido a proliferacdo das células da granulosa
do foliculo dominante), estes passam a exercer um feedback positivo na hipoéfise
anterior, ocorrendo um pico das gonadotrofinas, com mais énfase da LH. Deste modo,
a LH vai estimular a maturacéo final do ovocito e a sua libertacdo para a trompa, ou
seja, a ovulacdo. O complexo cumulus-corona-ovdcito (CCCO) permanece na trompa
até ser fecundado.

A inducdo da poliovulagdo € indicada para pacientes que sofram de anovulagéo
(auséncia de ovulagéo) ou disovulacao (insuficiéncia do corpo amarelo) (Sampaio et
al.,, 2012). Segundo a OMS, a anovulacdo pode ser classificada de acordo com os

seguintes grupos:

Grupo Diagnéstico Perfis hormonais
I Hipogonadismo hipogonadotrofico Jgonadotrofinas; Vestrogénios
Il Disfuncao hipotalamo-hipofisaria —gonadotrofinas; —»estrogénios
11 Faléncia ovérica 1 gonadotrofinas; Y estrogénios
VeVl Hiperprolactinemia com ou sem prolactinoma™
Vil Amenorreia com tumor hipotalamo hipofisario  —prolactina

Tabela 8 — Classificagdo da anovulacdo em vérios grupos. ¥ - concentracéo baixa; — - concentracdo normal; T -

concentracéo elevada. Adaptado de Sampaio et al. (2012).

A aplicacdo de um protocolo de estimulagdo com vista a inducdo da poliovulacao é
realizada por um médico da especialidade, tendo em conta a causa de infertilidade e o
historial de cada casal. A poliovulacdo ¢é definida como “a estimulagdo do

desenvolvimento de varios foliculos e a consequente libertacdo dos CCCO” (Oskowitz,

2 Prolactinoma é um tumor hipofisario predominantemente benigno (Laway and Mir, 2013).
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2007). Ao longo de todo o processo sdo administrados farmacos que visam o
recrutamento e o desenvolvimento dos foliculos. Os farmacos mais utilizados sao:

¢ Citrato de clomifeno (CC) — é um analogo do estrogénio, que estimula a funcao
ovulatéria. O seu mecanismo de acdo consiste na reducdo do feedback negativo
exercido pelos estrogénios, uma vez que o CC vai ligar-se aos recetores destes
esteroides no hipotalamo (Shoham and Howles, 2009). Assim ocorre um aumento da
producdo de GnRH, que por sua vez leva a uma maior libertacdo de FSH e LH, que
irdo estimular o desenvolvimento folicular. Os resultados deste tipo de terapéutica
apontam para que a ovulacdo seja induzida com sucesso em 70 a 92% das mulheres
anovulatorias. No entanto as taxas de gravidez ndo sdo tdo otimistas (Shoham and
Howles, 2009);

e Gonadotrofinas exégenas — indicadas para pacientes do grupo | (tabela 8) e
para mulheres com SOP resistente ao CC (Sampaio et al., 2012). Estao disponiveis a
HMG (extrato purificado de urina humana p6s menopausa, que contém FSH e LH); a
FSH isolada (recombinante e altamente purificada) e a LH isolada (Alper, 2007);

e Protocolo com agonista da GnRH — leva a diminuicdo da producdo de LH e
FSH enddgenas pela hipéfise e impede o surgimento do pico de LH, caso a sua
administrac&o seja prolongada (Alper, 2007). E considerado um protocolo longo, pois a
supressao da atividade da hipéfise é gradual;

e Protocolo com antagonista da GnRH — leva a supressdo instantanea da
producdo de FSH e de LH (Alper, 2007). E administrado em conjunto com
gonadotrofinas, sendo a sua principal vantagem a supresséo do pico de LH. Atua de
forma muito mais rapida do que os agonistas (Alper, 2007), sendo considerado um
protocolo curto;

e Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG) - tem funcdo semelhante a LH
(Bayer et al., 2007).

Ao longo do protocolo de estimulagdo ovarica sdo realizadas varias avaliagcdes
ultrassonograficas dos ovarios, permitindo ao médico controlar o desenvolvimento
folicular e ir adaptando a medicacdo consoante a resposta ovarica da paciente.
Quando os foliculos se encontram no seu estado de desenvolvimento mais avancado
(possuem um diametro entre 16 a 18mm), € administrada a hCG (Sampaio et al.,
2012) e a puncao folicular € marcada para aproximadamente 36 horas apds a injecao
(Alper, 2007). Esta medicagdo tem funcdo semelhante ao pico de LH nos ciclos
naturais, ou seja, vai promover a maturacao final dos foliculos e a sua rutura (Alper,
2007). Contudo, a ovulacdo néo chega a ocorrer naturalmente, pois a puncao folicular
€ marcada para algumas horas antes (Alper, 2007). A resposta de cada paciente ao

protocolo que Ihe foi proposto é dificil de prever, dependendo de mulher para mulher.
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As pacientes que apresentam uma resposta insuficiente fazem parte do grupo das
mas respondedoras®®, sendo o protocolo adaptado a cada caso ainda durante o
tratamento ou nos seguintes. JA aquelas que tém uma resposta exagerada
(desenvolvimento de um numero elevado de foliculos) correm o risco de sofrer da
Sindrome de Hiperestimulagéo Ovarica (SHO)'. Esta é desencadeada pela injecéo de
hCG e esta relacionada com um conjunto de mediadores de permeabilidade capilar
dependentes desta hormona (Soares et al., 2012).
Durante a puncao folicular, realizada por via vaginal, sob efeito de anestesia geral e
com controlo ecografico, é aspirado todo o contetdo dos foliculos maduros (Alper,
2007) (figura 17 e 18). Quando o procedimento termina, a paciente fica em recobro

durante algum tempo, ao fim do qual tem alta e pode fazer a sua vida de forma normal,

evitando grandes esfor¢os nas horas seguintes.

rompa de
Falépio

Utero

Célo do
utero

Figura 18 - Vista ecografica de um ovario com Varios

foliculos prontos a serem aspirados. Cada formagao preta
Tubo de recolha do

Sanda liquido folicular é um foliculo (circundado a azul)*®.

Figura 17 — Pungéo folicular™.

Ja no laborat6rio, durante a pesquisa dos CCCO no liquido folicular, é realizada uma
avaliacdo inicial da maturacdo ovocitaria, baseada na expansdo das células do
cumulus e da corona (figura 19 e 20). Apds a pesquisa, lavagem e quantificacdo, todos
0s CCCO sé&o mantidos em cultura (37°C, 5% O,, 6% CO, e saturacédo de humidade)

até ao procedimento seguinte.

¥ Uma paciente ¢ definida como ma respondedora se preencher dois dos seguintes critérios: idade 240 anos ou outro
fator de risco para este diagndstico; ciclo anterior com < 3 ovécitos com um protocolo normal de estimulagao; reserva
ovarica anormal (Ferraretti et al., 2011).

! Segundo Zegers-Hochschild et al. (2009), a SHO ¢é definida como uma “resposta sistémica exagerada a estimulagéo
ovarica caracterizada por um vasto espectro de manifestacdes clinicas e laboratoriais, entre as quais distensdo
abdominal, aumento dos ovarios e complicagbes respiratérias, hemodinamicas e metabdlicas”.

* Imagem obtida do site http:/www.fertilityhandbook.com/pages/mini-ivf-minimal-stimulation-ivf/mini-ivf-procedural-
overview.php, acedido no dia 28/06/2014.

'® Imagem obtida do site http://www.advancedfertility.com/aspiration.htm, acedido a 10/09/2014.



http://www.fertilityhandbook.com/pages/mini-ivf-minimal-stimulation-ivf/mini-ivf-procedural-overview.php
http://www.fertilityhandbook.com/pages/mini-ivf-minimal-stimulation-ivf/mini-ivf-procedural-overview.php
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3.2. Avaliacdo da maturidade ovocitaria

A primeira avaliagdo da maturacdo dos ovocitos é realizada durante a sua pesquisa no
liquido folicular, como referido anteriormente. Esta classificacéo é realizada de acordo
com a expansao e o numero de células do cumulus e da corona (Alpha Scientists in
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011) e
pode ser dividida em duas categorias:

e Ma: as células do cumulus e da corona encontram-se contraidas ou pouco
expandidas e de cor escura. Geralmente, ovécitos em metafase | (MI) ou em vesicula
germinativa (VG) apresentam este tipo de morfologia. Contudo, poderdo ser
inseminados em ciclos de FIV, pois existe a possibilidade de atingirem a fase de
maturacao ideal durante a incubacdo dos ovécitos com os espermatozoides (figura
19);

e Boa: ovdcito na fase ideal de maturacdo. A corona encontra-se muito expandida
e com um grande numero de células. As células do cumulus apresentam-se como uma
massa viscosa e macia. Esta morfologia € caracteristica de ovicitos em metafase I
(MII) (figura 20).

cumulus compactas e contraidas. Imagem retirada de Rienzi expandidas, denunciando um ovécito maduro. A

etal. (2012). fotografia € propriedade do CEIE e foi reproduzida com
permisséao.

3.3.  Afertilizagao in vitro

Este procedimento inicia-se com a inducdo da poliovulagdo (cujo objetivo &
recrutar varios foliculos de modo a obter um numero de ovécitos razoavel para
inseminar, produzindo-se um numero de embrides aceitavel e, consequentemente,

aumentando a probabilidade de sucesso (Alper, 2007)), através de estimulacao
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hormonal, e a realizagdo de uma punc¢do folicular. No mesmo dia deste dltimo
procedimento é também recolhida a amostra de sémen, que € processada como
descrito anteriormente (técnicas de densidade de gradientes e de swim-up). A FIV é
indicada em casos de anteriores insucessos apoés |lU, na presenca de uma obstrucao
tubaria bilateral, para casos de disfuncéo ovarica ou de endometriose, na presenca de
fator masculino ndo grave e em casos de infertilidade inexplicada (Galan et al., 2008).
N&o sera indicada para pacientes com astenozoospermia, teratozoospermia e
criptozoospermia, pois 0s espermatozoides ndo serdo suficientes e/ou ndo terdo a
capacidade de fecundar os ovocitos e produzir embrides de boa qualidade.

Os CCCO sdo inseminados com os gametas masculinos previamente tratados,
aproximadamente trés horas apés a puncéo folicular, pois pensa-se que este tempo de
incubacdo entre os dois procedimentos leva ao aumento das taxas de sucesso
(Dozortsev et al.,, 2004). Para determinar qual o volume de espermatozoides a
adicionar aos CCCO (a inseminacao é realizada numa placa de quatro pocos e, no
maximo, cada poc¢o pode conter cinco CCCO e 0,5 mL de meio de cultura), de modo a
obter-se uma concentracdo de 50 a 100 000 espermatozoides/mL, é necessario
calcular a concentracdo dos gametas ap6s o swim-up. Para tal recorre-se a uma
camara de Neubauer-improved e conta-se 0 humero de espermatozoides progressivos
rapidos em cinco quadrados. Por fim, calcula-se o volume necessario a adicionar do
swim-up para obter a concentracgao final desejada, de acordo com a seguinte formula
simplificada: 1 + numero total de espermatozoides contados. Os gametas
masculinos e femininos sdo depois mantidos em condi¢cdes controladas de O,, CO,,
temperatura e humidade.

No dia seguinte, aproximadamente 17+1 horas apés a inseminacéo (Alpha Scientists
in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011), os
ovoécitos sdo desnudados, ou seja, sdo separados das células do cumulus e da
corona. Este procedimento é realizado sem recurso a substancias sintetizadas, uma
vez que os espermatozoides ao fecundarem os ovécitos ja libertam enzimas que irdo
facilitar a remocéo dessas células extracelulares (figura 21). Ap6s a desnudacéo é
possivel verificar a ocorréncia de fecundagéo, que € assinalada pela presenca de dois
pronucleos (PN) e de dois glébulos polares (GP) (Alpha Scientists in Reproductive
Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011). Os pré-zigotos
serdo mantidos em cultura até ao dia da transferéncia, que pode ser realizada entre

dois a cinco dias ap0s a inseminacao.
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Figura 21 — Ovdcito no dia seguinte & realizacéo da FIV, onde é possivel ver que as células da corona e do cumulus ja

se encontram desprendidas do ovécito, por acdo de enzimas libertadas pelos espermatozoides. A fotografia é

propriedade do CEIE e foi reproduzida com permissao.

3.4. A microinjegao intracitoplasmatica de espermatozoides

Esta técnica € a mais recente e complexa, em relagdo as anteriormente descritas (11U
e FIV). Para este procedimento € necessario equipamento especializado para
micromanipulacéo a 3D, que consiste (Barnes, 2009):

e Microscopio invertido com ampliagdo e contraste adequados a realizacdo da
técnica (figura 22);

e Micropipetas de vidro que permitam o manuseamento dos gametas (figura 23);

e Micromanipuladores com um sistema hidraulico, permitindo um movimento

suave (figura 24).

Figura 22 — Microscépio invertido para micromanipulagdo de gametas e embriées. Este equipamento é propriedade do

CEIE e foi reproduzido com permissao.
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Figura 23 - Micropipetas de vidro montadas no

Figura 24 — Micromanipuladores do microscopio invertido,
microscopio invertido. Estas sdo utilizadas na através dos quais é possivel movimentar as micropipetas
micromanipulacdo de gametas e embribes. Este e aspirar ou rejeitar meio de cultura. Este equipamento &
equipamento é propriedade do CEIE e foi reproduzido propriedade do CEIE e foi reproduzido com permisséao.

com permissao.

E também essencial um estereomicroscopico (figura 25), para manusear os gametas
entre placas, e um ambiente favoravel a micromanipulacdo, com temperatura e
atmosfera controladas (figura 26), uma vez que 0s ovdcitos sdo células muito
sensiveis a diferencas de temperatura devido ao facto de se encontrarem em plena

meiose (parados em metafase Il) (Barnes, 2009).

-
Figura 26 - Bancada aquecida (zona mais clara) junto ao
estereomicroscopio, com controlo da atmosfera (comandos de

controlo da temperatura, luz e ventilagdo no plano mais préximo

da imagem). Este equipamento é propriedade do CEIE e foi

Figura 25 — Estereomicroscopio. Este equipamento  'eProduzido com permissao.

é propriedade do CEIE e foi reproduzido com

permissao.

A ICSI é aconselhada na presenca de fator masculino grave, apdés obtencdo de
espermatozoides de TESE, depois de falhas de fecundacdo em FIV, para realizacdo

posterior de diagndstico genético pré-implantagdo (DGPI), para inseminacao de
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ovocitos criopreservados, entre outras indicacbes (Zulategui et al.,, 2008). Como
acontece numa FIV, é realizada a inducdo da poliovulacdo e a puncgéo folicular. A
amostra de sémen é recolhida no dia da punc¢éo e tratada no laboratério. No caso de
ser necessario descongelar os gametas masculinos, o procedimento é também
realizado no dia da puncéo folicular.

Previamente a realizacéo da ICSI propriamente dita, os ovocitos sédo desnudados, ou
seja, sao desagregados das células do cumulus e da corona, ap6s um periodo de pré-
incubacao (que se pensa levar a um aumento da taxa de fertilizacdo (Dozortsev et al.,
2004)). Este procedimento facilita a avaliacdo da maturacdo ovocitaria (apenas o0s
ovacitos que se encontram em MIl (apresentam um GP) serdo inseminados) e também
0 manuseamento dos gametas durante a micromanipulacdo (Gémez et al., 2008). A
desnudacdo € realizada com recurso a um meétodo misto, sendo primeiramente
enzimatico e depois mecanico (Gomez et al., 2008). Os CCCO sao incubados
durantes alguns segundos numa solucdo que contém a enzima hialuronidase
(Hyase ™ Vitrolife, Suécia). Esta vai enfraquecer as ligagfes intercelulares da corona e
do cumulus, facilitando a sua remocédo (Taylor et al., 2006). ApGs este passo, 0S
CCCO séao lavados em meio de cultura, realizando-se sucessivas pipetagens para que
ocorra remogdo mecanica das células do cumulus e da corona. Apés este processo,
0s ovocitos sdo avaliados com precisdo quanto a sua maturacao (VG, Ml ou MIl) e
posteriormente mantidos em cultura (37°C, 5% O,, 6% CO, e saturacdo de humidade)
até a execucao da ICSI.

O desempenho laboratorial da ICSI envolve a escolha dos melhores espermatozoides
(figura 27), o esmagamento da sua cauda (figura 28) e posterior introducao (através da
pipeta ICSI) direta no citoplasma do ovdcito (que estd a ser segurado pela pipeta
holding) (figura 29 e figura 30). Um Unico espermatozoide é introduzido num Unico

ovocito.

Figura 27 — Espermatozoides méveis no meio ICSI™ (Vitrolife, Suécia; meio viscoso que ndo permite uma motilidade

tdo acelerada) a serem selecionados morfologicamente e aspirados para a pipeta de ICSI.
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Figura 28 — Apés a selecdo dos melhores espermatozoides, é necessario proceder ao esmagamento da cauda (com a
pipeta de ICSI), de modo a facilitar a sua manipulacéo e a descondensacéo do nucleo e, também, para que ndo altere

a estrutura do ovdcito apds a introdugéo no citoplasma (Palermo et al., 1996).

Figura 29 — Microinjegao do ovocito. Este esta a ser seguro pela pipeta holding e a pipeta ICSI, com o espermatozoide

no seu interior, encontra-se prestes a perfurar o ovocito.

Figura 30 — Microinjecdo do ovdcito, onde a pipeta de ICSI ja esta dentro deste. E necessario ocorrer aspiracéo de
algum citoplasma para envolver o espermatozoide e para garantir que a membrana citoplasmatica do ovdcito foi
rompida (Zulategui et al., 2008).

A selecdo do espermatozoide a injetar no ovécito baseia-se em duas caracteristicas
muito importantes, a motilidade e a morfologia. Contudo, a ICSI ndo permite escolher
0s gametas de acordo com a sua funcionalidade, pois espermatozoides
morfologicamente normais poderdo possuir danos na informagéo genética (Charehjooy
et al.,, 2014). Tendo em conta que danos na membrana (provocados por agentes
toxicos ou por espécies reativas de oxigénio) também afetam a integridade do ADN
(Nasr-Esfahani et al., 2002), Charehjooy et al. (2014) desenvolveram um estudo

evidenciando as potencialidades da utilizacdo de um HOS prévio a todas as ICSI como
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um método melhorado para a selecdo dos gametas com maior potencial.
Recentemente também surgiu uma técnica melhorada com o nome de injecao
intracitoplasmatica de espermatozoides em elevada ampliacdo (IMSI), que permite a
selecdo das células reprodutoras morfologicamente normais ao nivel de alguns
organelos (acrossoma, porcado pdéds-acrossoma, peca intermédia, cauda e nucleo)
(Bartoov et al., 2002), o que nao era possivel durante a ICSI. Deste modo, seria
possivel evitar a microinje¢cdo de espermatozoides com danos, mas aparentemente
normais, levando ao aumento das taxas de sucesso. Contudo, a IMSI é bastante
demorada (Lo Monte et al., 2013), a temperatura deve ser ajustada consoante a
motilidade espermatica e sé é aplicada a espermatozoides méveis (Bartoov et al.,
2002). Segundo Teixeira et al. (2013), o uso clinico da técnica de IMSI ainda nédo é
recomendado, devido a falta de estudos que comprovem 0 seu contributo para o
aumento as taxas de sucesso. Sugerem ainda a realiza¢do de mais estudos cientificos
para se perceber os efeitos da IMSI na taxa de nados vivos, de gravidez clinica, de

abortos e de anomalias congénitas.

3.5. Avaliacdo da maturidade e da qualidade ovocitaria

Previamente a realizacdo da ICSI e ap6s a desnudagdo dos ovOcitos, 0 estado de
desenvolvimento destes é classificado de acordo com a maturidade nuclear (Gomez et
al., 2008):

e Ovoécitos em VG (figura 31): a presenca desta estrutura indica imaturidade
ovocitaria. Devido a inexisténcia de bons protocolos de maturacao de ovdcitos in vitro,
estes ndo devem ser utilizados em técnicas de RHA (Gémez et al., 2008);

e Ovocitos em MI (figura 32): ndo é visivel a presenca de VG, nem do primeiro
GP no espaco perivitelino, o que indica que ainda néo foi finalizada a primeira divisao
meidtica, ou seja, o ovlcito estd imaturo. Muitas vezes sdo mantidos em cultura
durante umas horas ou até ao dia seguinte, esperando-se que ocorra a extrusao do
primeiro GP e, assim, seja plausivel proceder-se a sua microinjecéo (Strassburger et
al., 2004; De Vos et al., 1999);

e Ovocitos em Ml (figura 33): esta é a fase ideal de maturag&o ovocitaria, pois
visivel o primeiro GP no espaco perivitelino. Estes ovécitos estdo aptos a ser
microinjetados;

e Ovocitos atrésicos (figura 34): apresentam um citoplasma escuro (Gomez et

al., 2008) e muitas vezes encolhido. Sdo automaticamente descartados.
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¥ .
Figura 31 — Ovécito em VG (seta indica a vesicula Figura 32 — Ovécito em M, pela auséncia de VG e do

germinativa). Imagem retirada de Rienzi et al. (2012). primeiro GP. Imagem retirada de Rienzi et al. (2012).

Figura 33 — Ovocito em MIl, pela auséncia de VG e pela  Figura 34 - Ovoécito atrésico, apresentando um
presenca do primeiro GP no espaco perivitelino. Imagem  citoplasma escuro e retraido™.
retirada de Rienzi et al. (2012).

A desnudacgdo permitiu observar e avaliar com melhor clareza os ovdcitos, pois
remove as suas células circundantes. Apesar de estarem documentadas diversas
anomalias morfolégicas, ndo existe uma relacdo direta e inequivoca entre estas e o
potencial de fertilizagdo e desenvolvimento do ovécito. No entanto, em alguns casos,
como os ovdcitos gigantes, é aconselhavel que ndo sejam inseminados (Almeida et
al., 2012). Devido a falta de unanimidade em relacdo ao que é considerado um ovdcito
normal ou anormal, foram publicados os consensos de Istambul (Alpha Scientists in
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011), com
o objetivo de criar critérios e conceitos na avaliacdo da qualidade ovocitaria e
embrionaria. Assim, de acordo com 0s consensos, um ovdcito ideal apresenta uma
estrutura esférica, delimitado por uma zona pelacida uniforme, com um citoplasma
uniforme, translicido e livre de inclusées e com o primeiro GP de tamanho normal. As
anomalias ovocitarias sao divididas em vdarias categorias, de acordo com o0s

consensos de Istambul.

Y Imagem obtida do site http:/www.lindenberg.dk/Nyheder og_artikler/Det%20humane%20aeg.htm, acedido a

06/07/2014.
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3.5.1. Anomalias extracitoplasmaticas

e Zona pelGcida - apenas cor ou espessura anormais deverao ser anotadas.
Contudo, ndo sao consideradas verdadeiras anomalias, pois existe muita variabilidade
interespecifica (figura 35);

e Espaco perivitelino - a presenca de inclusdes no seu interior ou de um espaco
muito aumentado deve ser anotada. Contudo, ndo existe um progndstico especifico
para estas caracteristicas (Rienzi et al., 2011) (figura 36);

e Primeiro GP - quando tem um tamanho excecionalmente grande, o ovécito deve

ser rejeitado, devido ao risco de aneuploidias (figura 37).

Figura 35 — ovécito com zona  Figura 36 - Ovdcito com espagco Figura 37 — Ovoécito com o primeiro
pelicida muito espessa e perivitelino aumentado. Imagem retirada GP muito grande. Imagem retirada de
densa'®. de Rienzi et al. (2012). Rienzi et al. (2012).

3.5.2. Anomalias intracitoplasmaticas

e Citoplasma — apenas dimorfismos muito acentuados relacionados com a
granulosidade citoplasmatica deverdo ser anotados, pois estdo relacionados com
falhas no potencial de implantacdo. Dimorfismos mais leves, relacionados com a
homogeneidade do citoplasma, podem resultar da variabilidade entre ovocitos e nao
significarem necessariamente uma anomalia (figura 38 e figura 39);

e Corpo refréatil — é definido como uma vesicula de lipofuscina e sao considerados
anomalos quando possuem um tamanho superior a 5um (Almeida et al., 2012) (figura
40);

e Agregados de reticulo endoplasmatico liso tubular (AREL) — devido a sua
associagcdo com anomalias fetais (Otsuki et al., 2004), ovécitos com AREL multiplos ou

maiores do que 18um néo deverdo ser inseminados (figura 41);

¥ Imagem obtida do site http:/www.lindenberg.dk/Nyheder og_artikler/Det%20humane%20aeg.htm, acedido a

06/06/2014
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e Vacuolos — a presenca de pequenos vacuolos com fluido, mas transparentes,
ndo aparenta possuir significado biolégico. J& grandes vacuolos estdo associados a
baixas taxas de fecundacéo e desenvolvimento embrionario (figura 42);
e Viscosidade - a viscosidade aumentada do citoplasma ovocitario esta
associada a baixas taxas de fecundacdo e desenvolvimento embrionario (Ebner,
2003).

Figura 38 — Ovdcito com o citoplasma homogéneo, Figura 39 — Ovécito com o citoplasma ligeiramente mais
como é esperado. Imagem retirada de Rienzi et al. granuloso do que o expectavel. Imagem retirada de Rienzi et
(2012). al. (2012).

Figura 40 — Ovdcito com um corpo Figura 41 — Ovoécito com AREL. Figura 42 — Ovdcito vacuolado.
refratil de grandes dimens6es. Imagem Imagem retirada de Rienzi et al. Imagem retirada de Rienzi et al.
retirada de Rienzi et al. (2012). (2012). (2012).

3.5.3. Anomalias de numero, forma e tamanho

7

Como ja referido anteriormente, é recomendado que ndo se inseminem ovécitos

gigantes, devido ao risco de aneuploidias (figura 43).

3.5.4. Partenogénese

Este fendmeno consiste na divisdo do ovocito sem que tenha ocorrido fecundagéo. O

ovocito é automaticamente descartado (Almeida et al., 2012) (figura 44).
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Figura 43 — Ovécito normal (esquerda) ao Io de um ovocito  Figura 44 — Partenégénese de ovdcito. A fotografia

gigante (direita). Imagem retirada de Rienzi et al. (2012). é propriedade do CEIE e foi reproduzida com

permissao.

3.6. Avaliacdo da fertilizacdo e do desenvolvimento

embrionario

A fertilizagéo é confirmada pela presenca de dois PN (um feminino e um masculino) e
de dois GP, 17+1 horas ap6s a inseminagdo (Alpha Scientists in Reproductive
Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011). Estes eventos
significam que ocorreu o reinicio da meiose. Os pré-zigotos podem ser avaliados de
acordo com os seguintes critérios (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and
ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011):
e Morfologia dos PN:
o Tamanho
o Nudmero
o Distancia entre os dois PN
o Localizagdo no citoplasma
o Alinhamento em relacdo aos GP
e Corpos precursores dos nucléolos (CPN):
o Distribuicdo no PN
o Nudmero
o Tamanho
e Numero de GP
e Presenca de halo — area cortical mais clara, formando uma zona periférica e
mais brilhante no citoplasma. N&o existem evidéncias suficientes que suportem o valor
preditivo da sua presenca (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE
Special Interest Group of Embryology, 2011), apesar de estar frequentemente
associado a um bom progndstico (Scott, 2003) (figura 46).
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Idealmente, um pré-zigoto possui dois GP e dois PN, estes aproximadamente
do mesmo tamanho, justapostos, mas com membranas distintas, e no centro do
ovocito. Cada PN deve ter um niumero e tamanho equivalentes de CPN,

preferencialmente alinhados na regido de justaposicdo dos PN (Alpha Scientists
in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology,
2011) (figura 45)

Figura 45 — Pré-zigoto com 2 PN (assinalados Figura 46 — Pré-zigoto com halo, regido cortical inferior,
pelas setas) e 2 GP (circundados). A fotografia €  facilmente distinguivel da granulosidade do resto do citoplasma
propriedade do CEIE e foi reproduzida com (assinalado pela seta). A fotografia é propriedade do CEIE e foi

permissé&o. reproduzida com permissao.

Existe um sistema de classificagdo baseado em todas estas -caracteristicas,
denominado Z-score (Scott et al., 2007). No entanto, apds 0s consensos de Istambul
(Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of
Embryology, 2011), esse tipo de avaliacdo da fecundacdo tem vindo a ser cada vez
menos utilizado, uma vez que foi estabelecida uma classificacdo para os PN baseada
em apenas trés categorias: simétrico, assimétrico e anormal, conforme a tabela 9. Esta
€ uma classificacao simplista, quando comparada com o Z-score, pois o valor preditivo
dos PN é ainda um assunto controverso, devido aos diferentes resultados obtidos
(James et al., 2006; Scott et al., 2007).

Classificagcdo Descrigao

PN com igual nimero de CPN e com tamanho semelhante, alinhados ou

Simétrico .

dispersos
Assimétrico  Todos os outros padrées, incluindo PN periféricos
Anormal PN com um ou nenhum CPN

Tabela 9 — Classificagdo dos PN dos pré-zigotos de acordo com os consensos de Istambul. Adaptado de Alpha

Scientists in Reproductive Medicine & ESHRE Special Interest Group of Embryology (2011).

Poderao ocorrer situagdes anémalas durante a avaliacao da fecundacéo, tais como:
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e Pré-zigotos com um PN — em casos de FIV, ndo significa necessariamente que
ndo ocorreu fecundacédo, pois podera haver assincronia em relacdo ao aparecimento
dos dois PN (Gamiz et al., 2008). A ocorréncia desta anomalia em ICSI pode indicar a
ativacéo do ovdcito por partenogénese, o que também € possivel acontecer apos FIV
(Gamiz et al., 2008). Em qualquer dos casos, ndo sao considerados para a
transferéncia embrionéria (figura 47);

e Pré-zigotos com trés ou mais PN — é frequente a observacdo deste fenomeno
apos FIV, significando que o ovacito foi fecundado por dois ou mais espermatozoides.
Muitas vezes estes pré-zigotos dividem-se normalmente, dando origem a embrides de
boa qualidade morfolégica (Gamiz et al.,, 2008) (figura 49). Estes também podem
resultar de ciclos de ICSI, sendo que neste caso a explicacdo passa pela ndo extrusao
do segundo glébulo polar (Gamiz et al.,, 2008). Em qualquer dos casos, ndo séo
considerados para a transferéncia embrionaria (figura 48).

Figura 47 — Pré-zigoto apds ICSI com 1 PN e 2 GP. Figura 48 — Pré-zigoto com 3 PN (assinalados pelas setas) e 2
Imagem retirada de Papale et al. (2012). GP (circundados). A fotografia é propriedade do CEIE e foi
reproduzida com permissao.

Figura 49 — Embrido com 6 células resultante de um
pré-zigoto com 3 PN. A fotografia é propriedade do

CEIE e foi reproduzida com permissao.

A situacdo mais grave e dececionante € a falha de fecundacao total, quando nenhum
ovocito se encontra fecundado apos 17+1 horas, tanto em FIV como em ICSI. Esta
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situacdo pode ter diversas causas como problemas nos espermatozoides (falha de
ligacdo a zona pellcida, auséncia de espermatozoides moveis ao fim de 17+1 horas),
presenca de contaminagdo, problemas nos ovdcitos (protocolo de estimulagao,
manipulacdo, presenca de dimorfismos graves), entre muitas outras (Santos et al.,
2008). Sera importante fazer todos os esforcos para encontrar a verdadeira causa
desta circunstancia, de modo a que se minimize as possibilidades de uma segunda
ocorréncia. Deve também ser explicado ao casal, de forma clara e objetiva, 0 que se
passou. No entanto, o casal esta a priori preparado para o facto de que a realizacao
de uma técnica de RHA néo ser automaticamente sinbnimo de sucesso.
Ao fim de 2311 horas o processo de fertilizagcdo termina, ocorrendo a unido dos PN
(Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of
Embryology, 2011), momento a partir do qual o pré-zigoto passa a denominar-se
zigoto. A fusdo do PN feminino com o masculino da-se o nome de singamia. Neste
periodo pode também ser possivel observar alguns casos de divisdo precoce (quando
a primeira mitose ocorre as 26x1 horas apds ICSI ou as 28+1 horas apds FIV (Alpha
Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology,
2011)), que deve ser devidamente registada, uma vez que tem vindo a ser relacionada
com elevadas taxas de desenvolvimento embrionario e um aumento da taxa de
implantacdo (Fenwick et al.,, 2002; Van Montfoort et al., 2004; Prados et al., 2008;
Sakkas et al., 1998) (figura 50 e figura 51).

Figura 50 — Embrido durante a sua primeira mitose, prestes a Figura 51 — Embrido com duas células. A
dividir-se em duas células. A fotografia é propriedade do CEIE e fotografia é propriedade do CEIE e foi reproduzida

foi reproduzida com permisséo. com permisséo.

Apobs esta fase, os embrides sdo observados 44+1 horas (segundo dia) e 68+1 horas
(terceiro dia) apo6s inseminagdo, sendo avaliados os seguintes parametros (Alpha
Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology,
2011):
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e Numero de células e, consequente, ritmo de divisao;
¢ Percentagem e tipo de fragmentacéo celular;
e Tamanho dos blastémeros;
e Presenca de multinucleagéo;
e Outras caracteristicas morfolégicas an6malas devem ser anotadas, ainda que

nao seja clara a sua relagdo com o desenvolvimento embrionario.

Idealmente, um embrido de segundo

dia possui 4 blastémeros de tamanho Idealmente, um embrido de terceiro dia

: C ; possui 8 blastbmeros mononucleados de
igual num arranjo tridimensional e

i ()
tetraédrico, menos de 10% de tamanho igual e menos de 10% de

fragmentacéo e néo deve possuir fragmentacéo (figura 53)

células multinucleadas (figura 52)

Figura 52 — Embri&o ideal de segundo dia com 4 células.  Figura 53 — Embrido ideal de terceiro dia com 8 células.
A fotografia é propriedade do CEIE e foi reproduzida com A fotografia é propriedade do CEIE e foi reproduzida com

permisséo. permisséao.

O parametro da fragmentagdo ndo é necessariamente um mau prognostico, caso 0s
fragmentos sejam constituidos apenas por citoplasma (Ajduk and Zernicka-Goetz,
2013) e estejam presentes numa percentagem ndo elevada (figura 54 e 55). Para além
de que, através de estudos com sistemas de time-lapse de monitorizacao embrionaria,
foi possivel observar que os embrides podem reabsorver os fragmentos (Lemmen et
al., 2008) ou estes podem ser eliminados por processos de lise celular (Van Blerkom
et al., 2001). No esquema 3 estdo apresentados os diferentes graus de classificacdo

de embrides em fase de clivagem.
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Grau 1 Grau 2 Grau 3
bom aceitavel mau
4 N 4 N 4 N
Numero e tamanho Maioria das células Ndmero e tamanho
. das células . com tamanho |1 das células ndo
correspondente a fase correspondente a fase corresponde a fase de
de desenvolvimento de desenvolvimento desenvolvimento
\ J \ J \ J
4 N 4 N 4 N
~ 10-25% de > 25% de
— < 0, = - — '~
LD I EEmE 2D fragmentacao fragmentacao
\ J \ J \ J
4 N 4 N 4 N
Ausencia de || Sem evidéncias de | Evidéncias de
multinucleacao multinucleacgao multinucleagao
\ J \ J \ J

Esquema 3 - Sistema de classificacdo de embrides em fase de clivagem (desde a fertilizagéo até ao 3° dia) definido
pelos consensos de Istambul (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of

Embryology, 2011).

Figura 54 — Embrido com 4 ou 5 células e elevada Figura 55 — Embrido com 8 células e baixa percentagem de
percentagem de fragmentagdo. A fotografia é fragmentagdo. A fotografia é propriedade do CEIE e foi

propriedade do CEIE e foi reproduzida com permissdo.  reproduzida com permissao.

Em casos de cultura prolongada (para além do terceiro dia), os embrides sdo mudados
para um meio com caracteristicas diferentes, pois a partir desta fase tém
necessidades nutricionais bastante distintas, por consequéncia da ativacdo do seu
genoma (Gardner and Lane, 1997). Novas avaliagBes sdo realizadas ao quarto dia
(92+2 horas) e ao quinto dia (116+2 horas), apos inseminagédo (Alpha Scientists in
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011). Ao
guarto dia, espera-se que ja esteja a ocorrer o processo de compactagdo celular,
caracterizado pelo aparecimento de uma massa celular compacta, devido as ligacdes

gue se formam entre as células, impedindo que se distingam 0s seus contornos
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(Prados et al., 2008) (figura 56). No esquema 4 apresentam-se os diferentes graus de

classificacdo de embrides ao quarto dia.

Grau 1 Grau 2 Grau 3
bom razoavel mau
Evidéncia de Compactacgdo

Compactacao envolve a
maioria do volume do
embrido

compactacéao de
virtualmente todo o
embrido

desproporcional
envolvendo menos de
metade do embrido

Esquema 4 - Sistema de classificagcdo de embrides ao quarto dia de desenvolvimento definido pelos consensos de
Istambul (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011).

O embrido devera atingir o estado de blastocisto por volta do quinto ou sexto dia de
cultura. Um blastocisto de elevada qualidade deve estar bem expandido, possuir uma
trofoectoderme com um grande numero de células bem definidas, formando um
epitélio coesivo, e uma massa celular interna (MCI) bem distinta, proeminente e com
muitas células bem compactadas (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and
ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011) (figura 57). A MCI é o fator mais
importante na avaliacdo de um blastocisto, uma vez que sao estas células que darédo
origem ao embrido (Cockburn and Rossant, 2010). A avaliacdo de um blastocisto
engloba a MCI, a trofoectoderme e o estado de desenvolvimento, como representado

no esquema 5.

Figura 56 — Embrido em fase de mérula, ideal de quarto Figura 57 — Blastocisto bem expandido, com a MCI
dia. A fotografia é propriedade do CEIE e foi reproduzida proeminente e a trofoectoderme bem definida. A
com permissao. fotografia é propriedade do CEIE e foi reproduzida com

permisséao.

75



FCUP | 76
Relatério de Estagio: o Laboratério de Reprodugdo Humana Assistida

Estadio de Massa celular
desenvolvimento interna Trofoectoderme
Grau 1 Grau 1
| Grau 1 | 1 proeminente, |1 Muitas células
inicial imensas células num epitélio
bem compactas coesivo
Grau 2 Grau 2
|| Grau 2 || distincao facil, |_| Algumas células
blastocisto muitas células num epitéliio
compactas solto
Grau 3 Grauds; | Grau 3
™ ] =] Disticéo dificil, - a
expandido poucas células poucas células
Grau 4
eclodido

Esquema 5 — Sistema de classificagdo de embribes ao quinto dia de desenvolvimento definido pelos consensos de

Istambul (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011).

3.7. Transferéncia de embrides

Em Portugal ndo existem limites legais quanto ao niumero maximo de embrides a
transferir. Mas o Concelho Nacional de Procriagdo Medicamente Assistida (CNPMA)
recomenda que se transfira um ou dois embribes e, apenas em casos excecionais e
devidamente justificados, um maximo de trés. O dia da transferéncia embrionaria,
assim como o numero de embrides a transferir, dependem de varios fatores, tais como
a idade da paciente, o numero de embrides de boa qualidade obtidos, a recetividade
do endométrio e a analise de ciclos anteriores (Florensa et al., 2008).

Antes da realizacéo da transferéncia é necessario preparar o Utero da paciente que ira
receber o embrido. Assim, na noite apos a puncao folicular € iniciada a administracao
de progesterona, hormona essencial para que o endométrio apresente as
carateristicas secretoras necessarias para que ocorra implantacdo e suporte da
gravidez. A transferéncia pode ser realizada a partir do segundo dia de cultura
embrionaria até ao quinto dia, altura em que os embrides ja deverao ter atingido a fase
de blastocisto. A transferéncia intrauterina por via vaginal é a técnica mais utilizada
(Florensa et al., 2008). Primeiramente é lavado o cateter de transferéncia de embribes

com meio de cultura. O embrido é seguidamente aspirado e, por fim, é transferido para
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0 Utero da paciente (figura 58). Apds a conclusdo da transferéncia embrionaria, o
cateter é de novo lavado, verificando-se se os embrides foram realmente transferidos.
Ao fim de 15 dias confirma-se a ocorréncia de implantacédo, através da realizacdo de

um teste de gravidez, no qual é quantificada a hormona hCG.

-

Figura 58 — Transferéncia de embrides. A — aspiracdo dos embrides da placa de cultura para o cateter de

transferéncia; B - cateter inserido no Gtero; C — visualizacé@o ecogréfica do cateter (circundado a azul); D — deposi¢édo
dos embriGes no Utero, durante a qual é visivel uma pequena gota brilhante na ponta do cateter, através do controlo

ecografico™.

3.7.1. Eclosao assistida

Antes da transferéncia embrionaria podera realizar-se um procedimento que tem como
objetivo facilitar a implantagcdo do embrido, denominado ecloséo assistida (EA). Este
consiste no enfraquecimento de uma parte da zona pelicida através de um variado
namero de métodos, como quimicos, mecanicos e por laser. Embora a ASRM
(American Society of Reproductive Medicine) ndo refira nenhum método como o mais
indicado (The Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine
and The Practice Committee of the Society for Assisted Reproduction Technology,
2014), a realizagcdo da EA com recurso a um laser € considerado o método mais
seguro, simples e eficaz de utilizar (Hammadeh et al., 2011). Através da EA, o embrido

terd mais facilidade em escapar da zona pellcida e implantar, uma vez que estudos

' Imagem obtida do site http://myselfishgenes.blogspot.pt/2013/02/embryo-transfer.html, acedido a 10/09/2014.
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referem que o embrido comeca a eclodir na regido da zona pellucida que foi
enfraquecida (Kirkegaard et al., 2012a; Schmoll et al., 2003).
A EA ndo é um procedimento padrao nos laboratérios de RHA (Hammadeh et al.,
2011), pois existe falta de evidéncia do seu beneficio para todos os pacientes. Os
grupos que se pensa poderem beneficiar com este procedimento sao:

e Pacientes com mau prognoéstico (The Practice Committee of the American
Society for Reproductive Medicine and The Practice Committee of the Society for
Assisted Reproduction Technology, 2014);

¢ Pacientes com idade materna avancada (Seif et al., 2008);

¢ Pacientes com falhas de implantacéo recorrentes (Petersen et al., 2005);

e Pacientes em ciclos de transferéncia de embrides criopreservados (Wan et al.,
2014).

Existem varios estudos que comprovam o beneficio do uso da EA, contudo uma
revisdo da Cochrane (Seif et al., 2008) e um guia da ASRM (The Practice Committee
of the American Society for Reproductive Medicine and The Practice Committee of the
Society for Assisted Reproduction Technology, 2014) ainda ndo recomendam o seu
uso regular, devido a falta de evidéncias quanto ao seu efeito na taxa de nados vivos e

em outros indicadores de sucesso.

3.7.2. Quando realizar a transferéncia embrionaria?

Nos ultimos 30 anos, as transferéncias embrionarias apds tratamentos de RHA
ocorreram maioritariamente na fase de pronucleo e de clivagem (até ao terceiro dia)
(Gardner and Lane, 2009). Com o desenvolvimento de meios de cultura sequenciais
tornou-se possivel a cultura de embrides até ao quinto dia (Gardner and Lane, 1997)
e, portanto, a cultura prolongada e a transferéncia de blastocistos tém surgido cada
vez com mais persisténcia. Esta pratica permite a selecdo de embrides em avancadas
fases de desenvolvimento, partindo do principio que apenas sobrevivem os embriGes
gque terdo um maior potencial de evolucdo. Contudo, o facto de um embrido atingir a
fase de blastocisto ndo reflete necessariamente a sua capacidade de implantar e
desenvolver-se num recém-nascido saudavel, uma vez que mais de 50% dos
embrides de quinto dia poderdo possuir aneuploidias (Fragouli and Wells, 2011).
Assim, levanta-se uma nova tematica relacionada com o melhor dia para realizar a
transferéncia embrionéria, que permanece sem consenso (Sills and Palermo, 2010).

A transferéncia de blastocistos, traz inGmeras vantagens, entre as quais:



FCUP | 79
Relatério de Estagio: o Laboratério de Reprodugdo Humana Assistida

e Melhor sincronizacdo do estadio do embrido com o ambiente do trato
feminino: as trompas e o Utero contém diferentes niveis de nutrientes e substancias
essenciais ao desenvolvimento embrionario. Numa fecundacéo natural, o embrido
percorre a trompa em fase de clivagem e sé atinge o Utero por volta do quinto dia.
Assim, a transferéncia de um embrido em fase de clivagem para a cavidade uterina,
pode levar a um stress metabolico (Gardner et al., 1998). E também importante referir
que o protocolo de estimulacdo ovarica pode desencadear um ambiente uterino
desfavoravel para o embrido (Van der Auwera et al.,, 1999), sendo o adiamento da
transferéncia embrionaria uma decisao mais plausivel,

e Selecdo apds ativacdo do genoma embrionario: a informacdo genética
fornecida pelo pai s6 comeca a exercer a sua funcdo a partir do terceiro dia de
desenvolvimento embrionario, ou seja, todo o potencial de um embrido ainda nao é
conhecido na fase de clivagem, uma vez que até aqui apenas 0s genes maternos
estiveram ativos (Ajduk and Zernicka-Goetz, 2013). Caso se opte pela cultura dos
embrides até ao quinto dia, sera possivel observar aqueles que continuaram o seu
desenvolvimento e, assim, selecionar o melhor embrido a transferir de forma mais
assertiva. Deste modo ndo se corre o risco de transferir um embrido que apresentava
boa qualidade ao terceiro dia, mas que, apés ativacdo do seu genoma, nao iria evoluir
mais;

e Paragem das contracdes uterinas: as contracbes aumentam no dia da puncao
folicular e comegam a diminuir por volta do quarto dia (Lesny et al., 1998). Por isso, a
transferéncia ao quinto dia parece ser a melhor opcdo, pois haverd menor
probabilidade do embri&o ser expulso do Utero;

e Criopreservacdo: a criopreservacdo de blastocistos aparenta ter melhores
sucessos do que em fase de clivagem (Veeck, 2003);

¢ Diagndsticos que incluam biépsia embrionaria: a cultura dos embrides até ao
quinto dia permite que a bidpsia possa ser realizada as células da trofoectoderme, em
vez da andlise a blastbmeros (como acontece na fase de clivagem). A subtragcédo de
duas células ao terceiro dia poderad ter um efeito negativo no desenvolvimento
embrionario (Kouru et al., 2012);

e Taxas de sucesso: a cultura de blastocistos esta associada a melhores taxas de
implantacdo e de gravidez (Kirkegaard et al., 2012b);

e Maior consisténcia na selecdo de blastocistos: A selecdo de embrides em
fase de clivagem pode ser menos consistente, uma vez que se acredita que certo tipo

de aneuploidias (anomalias cromossémicas numéricas) ou falhas na expressdo do
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genoma embriondrio, a partir do momento da sua ativagédo, impossibilitam o embrido
de atingir a fase de blastocisto (Fragouli and Wells, 2011).
Contudo, existem também desvantagens deste tipo de abordagem, maioritariamente
devido a cultura dos embrides durante 5 dias, que € necessario ter em consideragao:

¢ A cultura prolongada de embribes para além do terceiro dia pode ser um risco,
pois os embribes podem n&o sobreviver. Cerca de 40% dos embrides de boa
gualidade em fase de clivagem atingem a fase de blastocisto (Rijnders and Jansen,
1998) e, portanto, ao ser tomada a decisdo de realizar a transferéncia apenas ao
quinto dia pode levar ao cancelamento do ciclo, por ndo haver embriées de qualidade
suficiente;

e Maior incidéncia de modificacbes epigenéticas e, consequentemente, na
expressao de genes (Horsthemke and Ludwig, 2005; Niemitz and Feinberg, 2004);

¢ Maiores custos (Kirkegaard et al., 2012b);

e Maior risco de parto prematuro, baixo peso a nascenca e malformagtes
congénitas (Dumoulin et al., 2010; Kallén et al., 2010a, 2010b).
Tendo em conta todas as consideracfes até aqui referidas, a cultura de embrides até
a fase de blastocisto pode ser uma opc¢dao viavel para casais em ciclos de doacéo de
ovécitos (Gardner and Lane, 2009) ou com bom prognéstico (Glujovsky et al., 2013).
Os casos de doacao de ovocitos podem ser um bom modelo uma vez que as dadoras
tendem a ser mulheres jovens e férteis, ou seja, com ovécitos de boa qualidade, sendo
grande a probabilidade de se desenvolverem embribes de boa qualidade. Por outro
lado, a transferéncia de embribes de quinto dia ndo é indicada para casais que tenham

obtido um numero reduzido de embrifes e de ma qualidade.

3.7.3. Como escolher o melhor embriao?

Tendo em conta o critério de avaliacdo morfoldgica estéatica e pontual, o mais utilizado
atualmente nas clinicas de RHA, um embrido de boa qualidade para transferir deve ter
uma evolucdo de acordo com os consensos de Istambul (Alpha Scientists in
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011). Este
método implica a remocao dos embrides da incubadora para classificacdo, sendo
expostos a variagcbes do ambiente de cultura (Chamayou et al., 2013). A escolha do
melhor embrido para transferir torna-se complicada devido ao facto de nédo existirem
marcadores robustos que deem confianca ao embriologista de que aquele exato
embrido se ird desenvolver e resultar num recém-nascido saudavel (Wong et al.,

2013). A observacao pontual de embrides através do microscopio revela um baixo
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valor preditivo na realidade de um laboratério de RHA, uma vez que os embrides
apenas sao visualizados e avaliados em determinados momentos-chave pré-
estabelecidos, perdendo-se informacdo sobre o seu dindmico e continuo
desenvolvimento (Ajduk and Zernicka-Goetz, 2013; Chamayou et al., 2013). Existe
também um ainda elevado desconhecimento do significado biolégico de muitas
caracteristicas morfolégicas (Wong et al., 2013). Assim, é de enorme importancia e
interesse o estabelecimento de um método mais fidedigno e de maior valor preditivo
de avaliagdo do desenvolvimento embrionario, facilitando a escolha do melhor embrido

no momento da transferéncia.

3.7.4. As gravidezes multiplas. Como evitar?

Desde 1978, data do nascimento do primeiro bebé in vitro, que as técnicas de RHA
tém sofrido uma constante evolucdo, visando melhores taxas de sucesso. Ainda
assim, a taxa de nados vivos permanece abaixo dos 50% (Ajduk and Zernicka-Goetz,
2013), pois a probabilidade de um Unico embrido implantar e dar origem a uma
gravidez com sucesso é baixa (Filho et al., 2010), sendo de 36,8% em 2010, nos
Estados Unidos da América e em mulheres com menos de 35 anos (Cohen et al.,
2012). Tal deve-se, em parte, a grande variabilidade na competéncia de
desenvolvimento dos embrides obtidos durante os ciclos de tratamento e as
dificuldades em determinar quais os embriées com maior probabilidade de originar um
recém-nascido (Filho et al., 2012). Portanto, em muitos casos realiza-se a
transferéncia de dois ou mais embrides num Unico ciclo de tratamento, na tentativa de
aumentar as probabilidades de um embrido viavel ser transferido, o que resulta
frequentemente em gravidezes mdltiplas (Ajduk and Zernicka-Goetz, 2013; Filho et al.,
2010; Hovatta, 2009). E importante salientar que uma gravidez multipla € um resultado
nao desejado das técnicas de RHA, devido aos enormes riscos que acarreta (Adashi
et al., 2003; Pinborg, 2005). Portanto, diversos paises implementaram restricdes legais
no que diz respeito ao numero de embribes transferidos por ciclo de tratamento, tais
como a Noruega, a Suécia, a Bélgica, a Inglaterra, a Alemanha ou a Australia (Sakkas
and Gardner, 2009). Outro fator que influenciou o aumento da taxa de gravidezes
multiplas é a idade cada vez maior durante a qual as mulheres engravidam (Pinborg,
2005).
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3.7.4.1. Os numeros europeus referentes a 2009

O relatério da European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE)
sobre a RHA em 2009 indica que, em ciclos de FIV e ICSI, foi possivel diminuir a
percentagem de transferéncias embriondrias de 3 ou mais embribes (gréfico 5).
Contudo, ainda é bastante frequente a transferéncia de 2 embrides de modo a garantir
0 sucesso do ciclo (Ferraretti et al., 2013). Dentro destes resultados estao incluidos os
paises nordicos (Suécia, Finlandia e Noruega) a atingirem taxas de transferéncia de
um unico embrido superiores a 50%, que contrastam com paises como a Bulgéria,
Grécia, Italia, Macedonia, Moldavia, Montenegro e Sérvia com percentagens acima

dos 40% de transferéncias de 3 embrides (Ferraretti et al., 2013).
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Gréfico 5 — Numero de embrifes transferidos em ciclos de FIV e ICSI entre 2007 e 2009. Adaptado de Ferraretti et al.
(2013).

Ainda assim, a taxa de partos de 3 recém-nascidos em simultaneo, apoés ciclos de FIV
e ICSI, ndo apresenta valores elevados, ao contrario dos valores preocupantes para
0s partos gemelares (Ferraretti et al., 2013). Enquanto paises como a Bulgaria,
Croacia, Grécia, Lituania, Roménia e Sérvia apresentam taxas superiores a 2,5% de
nascimentos de 3 recém-nascidos, outros estados ostentam taxas inferiores a 0,2%
(Bélgica, Dinamarca, Finlandia, Islandia, Noruega, Eslovénia, Suécia, Suica e Paises
Baixos). No que diz respeito aos partos gemelares, a sua taxa vai desde <10% na

Finlandia e Suécia até mais de 30% na Lituania, Maceddnia e Sérvia (grafico 6).
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Gréfico 6 — Partos gemelares ou triplos apos ciclos de FIV e ICSI entre 2007 e 2009 na Europa. Adaptado de Ferraretti
et al. (2013).

Em relacdo ao tempo de gestacdo, nota-se que os partos de quase 90% das

gravidezes Unicas apenas ocorrem no fim do tempo (grafico 7).
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Gréfico 7 — Duracgédo da gestacédo consoante o tipo de parto. Dados referentes ao ano de 2009. Adaptado de Ferraretti
etal. (2013).

3.7.4.2. Riscos associados

Uma gravidez multipla acarreta elevados riscos de salde para a mae e para 0s recém-
nascidos (Ajduk and Zernicka-Goetz, 2013), além de maiores custos financeiros (Filho
et al., 2010). As complicacdes fetais mais frequentes sédo um parto pré-termo e baixo
peso a nascenca (sendo as principais causas de uma maior incidéncia de morbilidade
e mortalidade perinatais) (Hovatta, 2009; Ombelet et al., 2005) e paralisia cerebral
(Adashi et al., 2003). Acredita-se que doencas congénitas do coracdo sdo mais

comuns em gémeos do que recém-nascidos Unicos (Hajdu et al., 2006). Num estudo
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de Merlob et al. (2005), em Israel, das criancas com malformacbes que nasceram
através de técnicas de RHA, 70% ocorreram em gravidezes mdltiplas.

Em relacdo aos riscos de saude maternos, estes estdo associados a uma maior
incidéncia de hipertensdo (Hovatta, 2009) e anemia gestacionais, trombo-embolismo,
infecBes do trato urinario (Adashi et al., 2003), pré-eclampsia, enfarte do miocardio,
trombose, edema pulmonar, realizacdo de cesariana, rutura uterina (sendo maior o
risco de realizagdo de uma histerectomia), hemorragia poés-parto e,
consequentemente, mortalidade (Walker et al., 2004). Ha também um aumento do
risco da ocorréncia de abortos (Fauser et al., 2005). Devido ao risco aumentado de
ocorréncia de diabetes gestacional nas gravidezes multiplas, mulheres diabéticas sédo
aconselhadas a transferir um Unico embrido, independentemente da qualidade
embrionaria (Hovatta, 2009).

Os riscos do foro psicologico desempenham também um papel importante na vida dos
pais e dos recém-nascidos. Poderdo ocorrer casos em que 0s pais culpam o irmao
gémeo que sobreviveu pelo feto que foi perdido ou o préprio irmao se sente
responsavel; ou um dos irmdos gémeos pode desenvolver deficit de atencdo ou
atrasos no desenvolvimento, por ter sempre alguém com quem tem de competir pela
atencdo dos pais e outras pessoas envolvidas na sua educagdo. Os pais podem
também passar por situacGes de stress, 0 que pode levar a depressdes e até ao
divércio, devido a sobrecarga de educar duas criancas ao mesmo tempo (Fauser et

al., 2005), a problemas financeiros ou a falta de tempo para a vida a dois.

3.7.4.3. Custos associados

No Canada, o Medical Advisory Secretariat (2006) realizou um estudo em que
comparou o custo do nascimento de um bebé com o custo do nascimento de gémeos
ou mais recém-nascidos, tendo em conta se foram admitidos na unidade de cuidados

intensivos neonatais (UCIN), devido a complica¢des, ou ndo.

Parto vaginal Cesariana
Parto normal Recém-nascido Parto normal Recém-nascido
na UCIN na UCIN
Parto Unico $3,996 $13,696 $6,704 $16,404
Parto gemelar $4,941 $24,341 $8,249 $27,649
Parto multiplo* $5,886 $34,041 $9,794 $37,349

Tabela 10 — Comparagéo entre os custos dos diferentes tipos de partos e internamentos. O custo foi calculado pela
média de diferentes dias de internamento, por recém-nascido. O pre¢o (em ddlares) corresponde aos procedimentos
associados, assim como aos custos dos cuidados. * Parto multiplo corresponde ao nascimento de 3 ou mais recém-

nascidos. Adaptado de Medical Advisory Secretariat (2006).

84



FCUP
Relatério de Estagio: o Laboratério de Reprodugdo Humana Assistida

3.7.4.4. Como diminuir o niumero das gestacfes multiplas

Tendo em conta os riscos e custos associados, é de grande importancia a existéncia
de estratégias que facam diminuir as taxas de gravidez mdaltipla. Uma vez que a RHA
€ considerada a causa mais importante para 0 aumento dos nascimentos multiplos nos
Gltimos 25 anos (Cutting et al., 2008), tém vindo a ser implementadas politicas que
visam a transferéncia de um menor nimero de embrides por ciclo (Filho et al., 2010),
idealmente um Unico embrido. Outro método passa pela reducao fetal, procedimento
gue pode ser realizado entre as 10 e as 14 semanas, através do qual, com controlo
ultrassonografico, € injetado cloreto de potassio no coragdo do feto selecionado para
reducdo. Este método é considerado eficaz e seguro para a reducédo de uma gravidez
de 4 ou mais fetos. Contudo, apesar de reduzir o risco de uma gravidez pré-termo,
aumenta a probabilidade de ocorrerem abortos subsequentes. No caso de gravidezes
gemelares, a reducao fetal s6 € aconselhada quando um dos fetos apresenta
malformagdes severas. Assim, como muitas gravidezes resultantes de tratamentos de
RHA sdo gemelares e tendo em conta as importantes e pertinentes questdes éticas,
este ndo é considerado um método alternativo a transferéncia de um so embrido
(Medical Advisory Secretariat, 2006). Algumas das questdes éticas anteriormente
referidas poder&o prender-se com o facto de os casais que procuram tratamentos de
RHA terem ha muito o desejo e o sonho de conceberem. Portanto, depois de
alcancada a tao desejada gravidez € um enorme choque pensarem que sao obrigados
a perder um ou mais dos seus filhos, mesmo que isso signifique uma gravidez com
menos riscos para os fetos e para a mae. Existe também a questdo sempre atual
ligada ao estatuto do embrido. Podera este ser considerado uma vida que estamos a
acabar antecipadamente, privando-o de um futuro promissor? Ou sera apenas um
conjunto de células, sem significado humano sobre o qual podem ser tomadas
decisBes sem objecbes de consciéncia? Outra questdo podera estar relacionada com
crencas religiosas que impecam o casal de aceitar a reducdo fetal. Ao nivel
psicolégico, apos a proposta por parte do médico de realizar uma reducao fetal, o
casal pode entrar em ansiedade e stress por ndo saber qual a melhor deciséo a tomar,
podendo também levar a anguUstia por saber que existe a possibilidade de perderem
um ou mais dos seus fetos. ApOs a realizagdo do procedimento, poderdo surgir

sentimentos de depresséo e tristeza associados a perda de um filho.
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3.7.4.4.1. Transferéncia de um s6 embrido

Seria facil diminuir o nimero de gravidezes multiplas obtidas, reduzindo o nimero de
embrides transferidos em cada ciclo de tratamento, idealmente um Unico embrido.
Contudo, esta estratégia podera ter um efeito negativo na taxa de gravidez clinica,
uma vez que é dificil determinar qual o embrido que tera uma maior probabilidade de
se implantar na parede uterina (Filho et al., 2010; Sakkas and Gardner, 2009). Ainda
assim, a transferéncia de um Unico embrido (eSET) tem sido referida como a
estratégia mais eficaz para reduzir o numero das gravidezes multiplas resultantes de
tratamentos de RHA (Cutting et al., 2008). Portanto, diminuir o nimero de gestacdes
multiplas e mantendo, ou até aumentando, as taxas de gravidez continua a ser um
grande desafio na area da medicina da reproducado (Sakkas and Gardner, 2009). No
Reino Unido, a HFEA (Human Fertilization and Embryology Authority®®) ja implementou
politicas de reducdo da taxa de gravidez mdultipla, tendo sido atingido o objetivo de
10% em 2012 (Ajduk and Zernicka-Goetz, 2013). Em outros paises europeus, como é
0 caso da Finlandia e da Suécia, a transferéncia de um s0 embrido levou a uma
reducado da taxa de gravidez multipla, sem comprometer o nimero de recém-nascidos
(Bergh, 2005; Tiitinen et al., 2004). Contudo, noutras nagdes, como os Estados Unidos
da América e o Canada, ndo existem politicas que imponham limites ao niamero de
embribes a transferir. Uma das razdes para esta situacdo € a nao existéncia de
financiamento publico para os tratamentos de infertilidade. Portanto, de modo a evitar
0s custos de um novo ciclo, sdo frequentemente transferidos mais do que um embriao,
com o intuito de aumentar as probabilidades de se obter uma gravidez (Medical
Advisory Secretariat, 2006).

Para que a transferéncia de um unico embrido seja um método tdo eficaz como a
transferéncia dupla, terdo de existir critérios que selecionem 0s casais que poderdo
beneficiar deste tipo de politica, uma vez que numa populacdo nado-selecionada, a
transferéncia de um Unico embrido resultou em taxas de gravidez mais baixas
(Hovatta, 2009). A eSET deve ser indicada para casais em gque a paciente tenha um
elevado risco de ter um parto prematuro (como a existéncia de anomalias uterinas), ou
gue possua diabetes, hipertensdo ou sindrome de Turner (Hovatta, 2009). De acordo
com o Medical Advisory Secretariat (2006), os critérios de inclusdo passam por
pacientes com bom prognaéstico (idade menor ou igual a 35 anos) e pela obtengéo de
embribes de boa qualidade. J& Hovatta (2009) indica que casais com mais de 3 ciclos

anteriores sem sucesso, menos de 2 embrides de qualidade e pacientes com mais de

% E um érgao estatuario do Reino Unido que regula e inspeciona todas as clinicas de RHA desse pais e também a
investigacéo relacionada com embrides humanos. http://www.hfea.gov.uk/, acedido a 24/07/2014.
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40 anos ndo deverdo ser indicadas para a realizacdo de uma eSET. Esta também
pode ser aconselhada em ciclos de doacdo de ovdcitos (Soderstrom-Anttila, 2003;
Sdderstrom-Anttila and Vilska, 2007).
Para um ndmero significativo de pacientes, a cultura e transferéncia de blastocistos
sera talvez o0 método mais eficaz para a realizacdo da eSET, mantendo as elevadas
taxas de gravidez, uma vez que a avaliacdo de embrides em estadio de blastocisto
apresenta um valor preditivo superior em relacé@o a classificacdo de embrides em fase
de clivagem (Gardner and Lane, 2009). De modo a suportar a cultura de embribes até
ao estado de blastocisto, foi necessario ocorrer uma evolu¢do nos procedimentos de
criopreservacao, permitindo assim aumentar as taxas de implantacdo e de gravidez
evolutiva através da transferéncia de blastocistos previamente criopreservados
(Gardner and Lane, 2009). Assim, a eSET combinada com um bom protocolo de
criopreservacdo é o método com melhor relagdo custo/beneficio, quando comparado
com a transferéncia de dois ou mais embrifes, tendo em conta 0S custos e riscos
associados a uma gravidez mdaltipla.
A eSET envolve uma avaliacdo cuidadosa e precisa dos embries, com vista a
selecdo e transferéncia do embrido com o melhor potencial de desenvolvimento e,
consequentemente, de implantacao. Assim, uma melhoria nos métodos que ajudam a
prever a qualidade dos embrides levaria ao aumento da confianga dos meédicos e
embriologistas numa politica de eSET, levando a sua implementacdo mais
generalizada e frequente (Van Montfoort et al., 2005). Tal passa pelo desenvolvimento
de sistemas de cultura melhorados e métodos de sele¢cdo embriondria e de
criopreservacado aperfeicoados (Gardner and Lane, 2009), assim como pela
descoberta e implementacdo clinica de biomarcadores do desenvolvimento

embrionario, que ajudem na selecdo embrionaria (Chen et al., 2013).
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4. Diagnostico genético pré-implantacao

O DGPI é uma técnica alternativa ao diagndstico pré-natal e € realizada em embrides
necessariamente obtidos através de técnicas de RHA e antes da sua transferéncia,
evitando-se desta forma a realizacdo de interrupcbes da gravidez (Regateiro, 2007).
Este método de diagnostico permite a escolha e a transferéncia de embries nédo
portadores de doencgas genéticas e € recomendado a casais que sejam portadores ou
com descendéncia ou familiares afetados (Regateiro, 2007) de anomalias
monogeénicas (autossomicas, recessivas, dominantes e ligadas ao cromossoma X) ou
cromossomicas (estruturais, como as translocacfes reciprocas e Robertsoneanas, as
inversdes, ou as numéricas, como as aneuploidias) (Regateiro, 2007). Em Portugal,
segundo o artigo 29° da lei n°32/2006, o DGPI “aplica-se a pessoas provenientes de
familias com alteracdes que causam morte precoce ou doenca grave, quando exista
risco elevado de transmissao a sua descendéncia”. Surgem como indicadores a idade
materna avancada (devido ao aumento de anomalias cromossOmicas com a idade,
durante a meiose (Hassold and Hunt, 2009)), sucessivas falhas de implantag&o, fator
masculino severo e casais com cariotipo normal que tenham sofrido abortos
recorrentes (Harton et al., 2011). A realizacdo do DGPI consiste na extracdo de uma
ou duas células, que podem ser os glébulos polares (de ovocitos ou de pré-zigotos),
blastomeros de embrides em clivagem com 8 a 12 células (terceiro dia) ou células da
trofoectoderme de blastocistos, e posterior andlise genética (Harton et al., 2011)
(tabela 11).
A bidpsia de globulos polares podera ser Gtil em casos em que se rastreiem mutacdes
de origem materna, como meio de evitar a remocdo de blastbmeros (alguns
laboratérios podem utilizar apenas este método devido a restricdes legais relacionadas
com a biopsia de embrides (Harton et al.,, 2011)). A presenca de mosaicismo
cromossomico (alguns blastémeros aneuploides e outros euploides) podera levar a
gque a bidpsia de um so6 blastomero de um embrido em estado de clivagem néo seja
representativa, podendo ser mais viavel a biépsia de dois blastomeros (Regateiro,
2007), de modo a minimizar a obtencéo de falsos positivos ou negativos.
Consoante o tipo de patologia a ser detetada sdo empregues diferentes técnicas para
analise do material genético:

e FISH (hibridizac&o in situ com sondas fluorescentes) — no estudo de anomalias
estruturais ou numéricas dos cromossomas (Regateiro, 2007) (por exemplo: casos de
anomalias cromossomicas (como translocacdes), de doencas ligadas ao cromossoma

X (escolha do sexo do embrido), ou na analise de aneuploidias);
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e PCR (reacdo em cadeia da polimerase) — pode ser empregue em casos de

doencas causadas por um gene (Regateiro, 2007).

Células analisadas

Vantagens

Desvantagens

Globulos polares

1 a2 blastémeros
de embrides em
fase de clivagem

Células da
trofoectoderme de
blastocistos

v' Menos invasivo e com
menos questdes éticas, pois
nao sédo retiradas células do
embrido

v' A maioria das aneuploidias
ocorre durante a meiose
materna (Hassold et al., 2007)
v Contorna o problema do
mosaicismo embrionario e de
certas restricdes legais

v Material genético de ambos
0S progenitores

v' Mosaicismo pode ser
contornado pela andlise de um
maior nimero de células

v' Menor impacto no embrido,
pois as células da
trofoectoderme nao irdo
contribuir para a massa celular
interna (que da origem ao feto)
v Procedimento mais facil de
realizar

x Apenas € analisado o
material genético de origem
materna, ndo podendo ser
aplicado a doencas de
origem paterna

x Mais caro, pois muitos
ovocitos ndo evoluem

x Anomalias genéticas
apos a fase de zigoto afetam
30% dos embrides (Gamiz et
al., 2003)

x Mosaicismo (40 a 60%
dos embribes sdo mosaicos),
podendo levar a diagnésticos
errados

x Remocdao de 2
blastbmeros pode afetar o
desenvolvimento posterior
(Kouru et al., 2012)

x  Cultura prolongada, sem
garantias de que os
embrides atinjam a fase de
blastocisto

x Maior grau de
mosaicismo

x Necessidade de
criopreservagao e um novo
ciclo de transferéncia de
embribes

Tabela 11 — Comparacdo entre os diferentes tipos de bidpsia que se pode realizar durante o DGPI. Adaptado de

Harton et al. (2011).

Como ja referido anteriormente, a técnica de ICSI deve ser a utilizada, principalmente,

guando for recomendado o DGPI por PCR, pois assim evita-se a contaminacdo por

espermatozoides supranumerarios (Regateiro, 2007) (que, apo6s FIV, frequentemente

ficam presos a zona pellcida grande parte do desenvolvimento embrionario) ou por

células da granulosa. Ja nos casos em que existe indicacao para a técnica de FISH,

ndo é tao pertinente a utilizacdo da ICSI. A aplicacdo da técnica de PCR pode também

levar a erros de diagnostico, devido a ocorréncia da falha de amplificacdo de um alelo,

dando origem a um falso resultado (Regateiro, 2007). Mais recentemente tém surgido
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novas técnicas baseadas em arrays, como a hibridizacdo genomica comparativa e
arrays de polimorfismos de nucleétidos unicos (Harper and Harton, 2010).
Apo6s serem obtidos os resultados do DGPI, a selecdo do embrido a transferir deve
seguir os seguintes critérios (Thornhill et al., 2005):

¢ Auséncia de anomalia genética;

¢ NuUumero de células antes e ap0s a bidpsia;

e Evidéncia de divisdo celular ativa apo6s a biopsia;

¢ Auséncia de anomalias morfolégicas apés a bidpsia.
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5. Criopreservacao de embrides

Os embrides excedentarios sdo uma questao pertinente em qualquer clinica de RHA.
Com a inducdo da poliovulagdo, na maioria das vezes é colhido um nudmero
significativo de ovécitos e, consequentemente, € obtido um ndimero de embrides de
boa qualidade superior aguele que se vai transferir. Nestes casos procede-se a sua
criopreservagdo, podendo esta também ser realizada em pacientes com baixa
recetividade do endométrio, dessincronizacdo entre uma dadora de ovécitos e a sua
recetora ou quando a paciente estd com elevado risco de desenvolver a SHO (Herrero
etal., 2011).

Quando existem embribes criopreservados, e do ciclo anterior ndo evoluiu uma
gravidez, opta-se pela realizacdo de um ciclo de transferéncia desses embrides,
evitando-se assim um novo protocolo de estimulacdo ovarica. Mas, em alguns casos,
0S casais aceitam a criopreservacdo e ndo voltam a contactar o laboratério para dar
seguimento ao seu projeto parental. Segundo a lei n°32/2006, os embrides devem
permanecer criopreservados por um periodo maximo de 3 anos, sendo que ao fim
desse tempo podem ser doados a outros casais ou cedidos para projetos de
investigacao, mediante consentimento prévio do casal progenitor.

Os embrides podem ser criopreservados na fase de clivagem ou em fase de
blastocisto. Recentemente, a técnica de eleicdo dos laboratérios de RHA é a
vitrificagdo. Esta, segundo Zegers-Hochschild et al. (2009) é definida como “um
método de criopreservacao ultra rapido, prevenindo a formagao de gelo”. A vitrificacdo
leva a maiores taxas de sobrevivéncia (apds a descongelacdo dos embrides) e de
gravidez clinica, quando comparada com o protocolo de congelacao lenta (Herrero et
al., 2011). Em ambos os métodos, os embribes sdo armazenados a -196°C (azoto
liquido). Para além das vantagens relacionadas com os embrides, a vitrificagdo
também traz melhorias em relacdo ao trabalho laboratorial, pois esta realiza-se em
cerca de 15 minutos (RapidVit™, Vitrolife, Suécia), enquanto o protocolo de
congelacéao lenta demorava cerca de 3 horas (Freeze-Kit 1™, Vitrolife, Suécia).
Recentemente, Wong et al. (2014) defendem uma estratégia que passa pela
criopreservacdo de todos os embrides viaveis, ultrapassando assim os fatores
indesejaveis de um ciclo de estimulacdo, dado que a transferéncia de embribes
criopreservados apenas requer a preparacdo do endométrio, levando a um aumento
da recetividade uterina e elevando as taxas cumulativas de sucesso de ciclos de

transferéncia de embrides criopreservados.
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6. Criopreservacao de gametas masculinos e

femininos

A primeira criopreservacao de espermatozoides humanos remonta o ano de 1954 e
ainda no mesmo ano conseguiram-se as primeiras gravidezes com recurso a sémen
criopreservado (Bunge et al., 1954). Mais recentemente, os resultados obtidos s&o
satisfatérios com uma taxa de recuperacao de células viaveis de cerca de 50% (Leibo
et al., 2002). Esta técnica, pela sua simplicidade, € muito utilizada em qualquer centro
de RHA, tanto para amostras obtidas por ejaculagdo como por TESE. A
criopreservacdo de gametas masculinos é aconselhada para pacientes que irdo
submeter-se a tratamentos de quimioterapia ou radioterapia (Leibo et al., 2002);
pacientes com problemas de ejaculacdo (evita-se o0 stress da amostra ser obtida no
dia da puncéo folicular); pacientes que se ausentam frequentemente da cidade ou do
pais (por exemplo, por questdes profissionais); ou homens que gqueiram adiar a sua
paternidade. Esta técnica é também particularmente importante nos programas de
doacao de espermatozoides, permitindo uma melhor selecdo dos dadores, como €&
referido mais a frente. A criopreservacao de espermatozoides passa pelo tratamento
da amostra seminal, através das técnicas de gradientes de densidades e swim-up.
Este dltimo é aspirado e diluido com um crioprotetor, sendo a amostra posteriormente
armazenada a -196°C (azoto liquido).

J& a criopreservacdo de ovécitos é uma técnica mais complexa e que ainda carece
de alguma investigacao e métodos melhorados. Como o espermatozoide é uma célula
pequena e tem pouco citoplasma, a sua criopreservacdo nao afeta tanto a sua
viabilidade, como acontece com o0s ovocitos. Estes sdo células muito maiores, com
muito citoplasma e que estdo em plena meiose. Como a criopreservacao leva a
formacdao de cristais de gelo que podem interferir com o reinicio da meiose (Herrero et
al., 2011), a comunidade cientifica ainda ndo conseguiu estabelecer um protocolo de
criopreservacao para ovocitos que tenha resultados suficientemente satisfatorios, de
modo a que passe a ser um procedimento de rotina dos laboratérios de RHA.
Contudo, expectativas existem relativamente a vitrificacdo de ovécitos, pois esta induz
menos danos celulares e apresenta maiores taxas de sobrevivéncia (Herrero et al.,
2011). A criopreservacdo de ovdcitos serd indicada para pacientes que irdo ser
submetidas a tratamentos de quimio ou radioterapia; pacientes que estejam em risco
de hiperestimulacdo ovérica e que tenham questfes éticas relacionadas com a
criopreservacdo de embribes (Herrero et al., 2011); em ciclos de doacado de ovécitos
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(evitando-se a necessidade de sincronizacdo da dadora com a recetora) ou para

pacientes que desejem adiar o seu projeto de maternidade.
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7. Doacdo de gametas masculinos e

femininos

A doacéo de gametas é permitida em Portugal, mas ndo a sua venda, de acordo com
a lei n°® 32/2006. Contudo, de acordo com o CNPMA, estéo previstas compensacdes
monetarias pelos incbmodos, deslocamentos e possiveis faltas ao emprego que os
dadores de gémetas possam sofrer.

Os possiveis dadores masculinos, que deverdo ter entre 18 e 40 anos, iniciam o
programa de doacdo com a realizagcdo de um espermograma. Caso tenham uma
amostra com o0s parametros dentro dos limites de referéncia (tabela 6), serdo
encaminhados para uma entrevista, onde € obtido o seu historico de salude e anotadas
as suas caracteristicas fisicas. Posteriormente serdo realizadas andlises sanguineas
(com marcadores viricos) e a avaliacdo do cariétipo, que caso estejam conformes,
permitem a entrada do dador no processo de dadivas. No total sdo realizadas cinco a
seis colheitas, com uma abstinéncia de cerca de 3 a 4 dias entre cada uma. Em cada
dadiva sdo avaliados os parametros de concentracdo e motilidade, sendo estas
criopreservadas apo0s o tratamento da amostra seminal através das técnicas de
gradientes de densidades e swim-up. Estas dadivas sdo mantidas em quarentena
durante 180 dias, passo obrigatério de modo a garantir a despistagem de doencas
viricas. No fim da quarentena, o possivel dador é contactado para realizar novas
andlises sanguineas com os marcadores viricos. SO ap0s a obtengédo de resultados
negativos para os marcadores viricos e normais para as andlises sanguineas é que o
possivel dador passa a dador efetivo e, a partir dessa data, as amostras
criopreservadas poderao ser utilizadas em qualquer tratamento de RHA, desde IIU até
alCsl.

No caso das dadoras de ovécitos, o processo decorre de maneira ligeiramente
diferente, pois devido a importancia e escassez das células reprodutoras femininas,
nao é possivel realizar uma puncéo folicular s6 para avaliar a sua qualidade. Assim, as
dadoras de ovécitos passam primeiro pela entrevista, durante a qual é obtido o seu
histérico de salde e anotadas as suas caracteristicas fisicas. Apenas séo aceites
mulheres com idade entre 18 e 35 anos e cada dadora s6 poderd realizar 3 dadivas
em toda a sua vida, com um intervalo minimo de 6 meses entre cada puncéo folicular.
Posteriormente a entrevista serdo realizadas as andlises sanguineas com marcadores
viricos e a avaliagdo do cariotipo. Se estiverem conformes e quando € encontrado um

casal que seja compativel com a dadora (de acordo com 0 seu grupo sanguineo e as

94



FCUP

Relatério de Estagio: o Laboratério de Reprodugdo Humana Assistida
suas caracteristicas fisicas), esta inicia a estimulagdo ovarica, que sera sincronizada
com a preparacao do endométrio da recetora, que ira receber os embrides. O papel da
dadora termina no dia da puncao folicular, sendo as dadivas realizadas a fresco, ao

contrario dos dadores de espermatozoides.
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8. Doencas cronicas virais

As doencgas sexualmente transmissiveis continuam a ter um peso relevante para o
aumento das doencas cronicas virais (DCV), com possiveis repercussdes na gravidez
e na fertilidade (Garolla et al., 2013b). No topo da lista das infecbes esperméticas
estdo o VIH (virus da imunodeficiéncia humana), o VHC (virus da hepatite C) e o VHB
(Virus da hepatite B) (Garolla et al., 2013b). Presentemente, as diretivas europeias
indicam que apenas os VIH, VHC e VHB devem ser avaliados antes de qualquer casal
iniciar um tratamento de RHA (Wingdfield and Cottell, 2010).
Existem vérias alternativas para que casais que sofram de DCV consigam realizar o
seu projeto parental, tais como:

o Pré exposicdo da pessoa ndo infetada ao antirretroviral com coito programado,
para casais férteis que queiram conceber naturalmente (Savasi et al., 2013a);

e Inicio antecipado de antirretrovirais® pelo membro afetado e concecéo natural
(Cohen et al., 2011);

e Lavagem da amostra seminal seguida de 11U, FIV ou ICSI (Savasi et al., 2013a);

¢ Uso de esperma de dador (Molina et al., 2014);

e Doacédo de embrides de casais seronegativos (Molina et al., 2014);

e Adocéao (Molina et al., 2014).
Contudo, a opcao mais utilizada passa pela lavagem do sémen, por preferéncia do
casal (cujo desejo de ter um filho biol6gico € muito forte) ou recomendacao do médico
(Molina et al., 2014).

8.1. A sindrome da imunodeficiéncia adquirida

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) afetava, em 2010, cerca de 35
milhdes de pessoas em todo o mundo (Savasi et al.,, 2013a). Nos ultimos anos, as
novas terapias antirretrovirais aplicadas no tratamento desta doenca levaram a um
grande aumento da esperanca de vida, assim como da sua qualidade (Englert et al.,
2001). Deste modo, casais com um parceiro ou ambos seropositivos poderdo
considerar a realizacdo do seu desejo de serem pais. As técnicas de RHA reduzem o
risco de transmissdo do virus para o parceiro ndo infetado e ajudam os casais a

conseguir uma gravidez (Mencaglia et al., 2005; Savasi et al., 2013a).

# Durante muitos anos, a terapia antirretroviral era apenas iniciada quando a contagem de células CD4 (linfocitos T
CD4) era inferior a 200 células por milimetro ctbico. No entanto, devido aos bons resultados obtidos tem havido uma
tendéncia para o inicio antecipado da terapéutica, ou seja, antes da ocorréncia desse evento (Cohen et al., 2011).
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Tanto gametas como embriBes potencialmente infetados com o virus da SIDA devem
ser manuseados separadamente do resto dos tratamentos em curso, numa bancada
de trabalho de biosseguranca elevada (Savasi et al.,, 2013a). O debate sobre se o
virus esta realmente presente nos gametas masculinos continua aceso, devido aos
varios estudos contraditérios (Savasi et al., 2013a). Contudo, uma reducdo muito
significativa da carga viral leva a que a probabilidade de transmissao seja muito baixa,
ou até, nula (Savasi et al., 2013a).
Nos casos em que o elemento masculino do casal € que possui 0 virus, a primeira
escolha passa pela lavagem da amostra seminal (Savasi et al., 2013a). Contudo, nao
existem estudos bem desenhados que comprovem a eficacia deste método. Ainda
assim, a maioria dos dados clinicos obtidos levam ao encorajamento do uso deste
procedimento (Savasi et al., 2013a). No que diz respeito a casais serodiscordantes em
que a mulher é afetada, pouquissimos sdo o0s ensaios realizados e,
consequentemente, pouco ainda é sabido sobre a forma como o virus afeta a
fertilidade feminina e como podera ser realizado o acompanhamento destes casais
(Savasi et al., 2013a).

8.2.  Virus da hepatite C

Estima-se que cerca de 150 milhdes de pessoas estejam cronicamente afetadas pelo
VHC (World Health Organization, 2012). Apesar da discussédo ainda estar em aberto
guanto a aceitacdo de casais serodiscordantes infetados com VHC para tratamentos
de RHA, Savasi et al. (2013b), concluiram que a lavagem do esperma devera ser
utilizada antes do uso da amostra em técnicas de RHA, ndo sendo necessério a
confirmagao posterior da auséncia do virus por técnicas de PCR.

Hanafi et al. (2011) realizaram um estudo no qual compararam casais em ciclos de
ICSI cuja mulher esta infetada com VHC com casais em que as pacientes néo se
encontravam infetadas. O nimero de embrides divididos e a sua morfologia, nao
apresentaram diferencas significativas. Contudo, os autores concluiram que o primeiro
grupo apresentou piores respostas hormonais a estimulacdo ovarica, além de menores
taxas de gravidez. Portanto, existem dulvidas quanto ao sucesso de tratamentos de

mulheres infetadas com o VHC.
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Notas finais

E fascinante compreender todos 0s sentimentos e esperancas que estdo em volta da
area da RHA. Saber que uma pessoa pode dar a felicidade tremenda que € um filho a
alguém que tanto o deseja, € muito gratificante. Contudo, nem sempre a atmosfera é
preenchida pela alegria e € necessario saber gerir todas essas emoc¢des da melhor
forma, sempre com o interesse dos pacientes em primeiro lugar.

Este ano serviu para adquirir autonomia em algumas técnicas essenciais nesta area,
tais como o espermograma, a preparagdo de amostras seminais para uso em técnicas
de RHA, a pesquisa de ovocitos apés a puncéo folicular e também para treinar outros
procedimentos bastante mais complexos como a ICSI. O estagio tinha também como
objetivos a familiarizagdo com o laboratério e as suas rotinas, que incluiram a
preparagao de meios, a manutencdo de stocks, o atendimento aos pacientes, a gestao
dos processos, a classificacdo de embrides, entre outras. Houve também a
oportunidade de assistir a técnicas que nado séo praticadas tdo frequentemente, como
a TESE e o DGPI.

Foi uma época de muita aprendizagem e trabalho, que foram essenciais para enraizar
0 meu desejo de desenvolver a minha carreira como embriologista e para fortalecer as

bases técnicas e tedricas fundamentais para ser uma boa profissional.
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ANEXOS

Anexo A - Tabela de concordancias para a avaliacdo da motilidade
dos espermatozoides. Adaptado de NAFA & ESHRE (2002).
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APENDICE

De modo a complementar o meu relatério de estagio, redigi uma pequena revisdo da
literatura sobre o sistema de time-lapse. Este sistema tem ganho bastante notoriedade
na comunidade de embriologistas por todo o mundo. Contudo é ainda necessério
perceber a relacdo entre 0s seus custos e beneficios e se este equipamento ajudara

realmente a melhorar as taxas de sucesso da RHA.

|. O sistema de time-lapse no laboratério de
RHA

i. Tipos de avaliacdo embrionaria

A selecdo dos embrides a transferir € baseada em métodos que ddo uma pista direta
ou indireta sobre o0 seu potencial de implantacdo (Montag et al., 2013). Sdo aplicados
desde o ovécito até a fase de blastocisto (Montag et al., 2013). Um dos eventos chave
para o sucesso de um ciclo de tratamento de infertilidade é a transferéncia do embrido
com maior potencial de implantagdo (Cruz et al., 2011). Assim, numerosos critérios
tém sido propostos e, de entre esses, a avaliagdo morfologica e estética tem sido o
método mais utilizado para a selecdo do embrido a transferir (Alpha Scientists in
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011). Os
métodos de avaliagdo embriondria podem ser divididos em duas classes: invasivos e
ndo invasivos. Os métodos invasivos, ao contrario dos ndo invasivos, podem provocar
alteracdes no desenvolvimento embrionario devido ao possivel impacto da biopsia de

células (Montag et al., 2013).

= Métodos invasivos:

o DGPI - implica a biopsia de glébulos polares, blastomeros ou de células da
trofoectoderme de blastocistos. E aplicada a embrides de casais com risco de
transmissao de doencas ligadas ao sexo ou causadas por alteracées num Unico gene;

o Transcriptomica — envolve a analise do mRNA celular, refletindo o fenétipo da
célula. O resultado depende da sequéncia de ADN e também das modificagBes
epigenéticas que definem o seu padrédo de expressdo na célula. Ainda ndo existem

dados suficientes que permitam distinguir um padréo de expressdo génica associado a
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embrides de alta ou de baixa qualidade (Ajduk and Zernicka-Goetz, 2013). Esta
analise pode ser realizada em glébulos polares (Reich et al., 2011), ovdcitos ou

blastocistos (Kakourou et al., 2013).

= Métodos néo invasivos:

o Avaliacdo estatica e pontual — este € o método mais tradicional, sendo que
os embrides séo classificados segundo os consensos de Istambul (Alpha Scientists in
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011). Este
método tem baixos custos e é de facil implementacdo, apesar de ser bastante
subjetivo (Ajduk and Zernicka-Goetz, 2013). De modo a maximizar a sua confianca, a
escolha do embrido é realizada tendo em conta todos os momentos de avaliacdo
realizados desde o ovOcito até ao dia da transferéncia (Ajduk and Zernicka-Goetz,
2013). Este tipo de avaliacdo é baseado na informacao visual obtida pelo
embriologista e, portanto, é sujeita a variaces inter e intra-observador (Filho et al.,
2010);

o Cultura prolongada — muitos embrides param o seu desenvolvimento nas
fases iniciais (Montag et al., 2013). Com este método, apenas os embrifes que atinjam
a fase de blastocisto poderéo ser selecionados para transferir;

o Analise da vascularidade do foliculo e do liquido folicular — os resultados
obtidos num estudo sobre a vascularidade foram muito heterogéneos, impossibilitando
0 estabelecimento de um modelo robusto passivel de ser aplicado a pratica clinica
(Mercé et al., 2006). Na andlise do liquido folicular, ja foram identificados alguns
marcadores preditivos de gravidez, mas ainda sem aplicagéo clinica (Montag et al.,
2013);

o Expressdo de genes nas células do cumulus — esta andlise pode servir
como marcador da competéncia do ovdcito e, indiretamente, do subsequente embrido.
Esta estratégia ainda nado foi clinicamente implementada devido a falta de kits de
detecdo prontos a usar com resultados consistentes e aos seus elevados custos
(Montag et al., 2013);

o Metabolémica — este método consiste na avaliagdo simultanea de varios
metabolitos excretados pelo embrido para o meio de cultura, incluindo piruvato,
glucose ou aminoéacidos (Leese, 2012), ou na presenca de grupos funcionais
(caracteristicos da maioria das moléculas com atividade metabdlica) no meio de
cultura (Montag et al., 2013). Tanto o piruvato como a glucose sdo substratos da
producao de energia na fase de pré-compactacao (Ajduk and Zernicka-Goetz, 2013).
O meio de cultura seria o objeto de analise, em embrides incubados individualmente

(Montag et al., 2013). A aplicacdo da andlise dos metabolitos em meio clinico ainda
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carece de equipamento adequando que permita a analise de um elevado nimero de
amostras e de uma maior simplicidade de diagndstico (Montag et al., 2013);

o Avaliacdo do consumo de oxigénio — o0 oxigénio € um potencial marcador de
diferenciacéo de ovécitos competentes (Tejera et al., 2011) e de embrides capazes de
evoluirem até a fase de blastocisto (Tejera et al., 2012). Contudo, esta tecnologia nédo
entrou na rotina dos laboratérios devido ao risco de contaminacéo cruzada pelo uso do
mesmo elétrodo de oxigénio (Montag et al., 2013);

o Avaliacdo por sistemas de time-lapse (STL) — Método néo invasivo de
obtencdo de imagens que permite o desenvolvimento normal dos embrides e o seu
continuo acompanhamento durante todo o seu periodo de incubacdo. Fornece uma
imagem completa dos parametros cinéticos que caracterizam o desenvolvimento
embrionario, podendo ser realizada uma andlise automética das informagdes obtidas.
De acordo com Machtinger & Racowsky (2013), os requisitos minimos para a sele¢ao
embrionaria devem incluir a padronizacdo, a facilidade na avaliacdo, a objetividade,
danos minimos para os embrides e uma elevada correlacdo com as taxas de sucesso

de gravidez.

ii. Utilizacdo de sistemas de time-lapse em ambiente clinico

A técnica de time-lapse é usada hd mais de 40 anos, em investigagdo em animais
(Cole, 1967; Gonzales et al., 1995; Grisart et al., 1994; Massip and Mulnard, 1980) e
em humanos (Cruz et al., 2012; Lemmen et al., 2008; Mio and Maeda, 2008; Payne et
al.,, 1997; Wong et al., 2010). No que diz respeito ao seu uso em humanos, este foi
iniciado por Payne et al. (1997), que reportaram o desenvolvimento de embrides desde
a fertilizagdo até aos seus estados iniciais. O desenvolvimento recente de sistemas
nao-invasivos de time-lapse apropriados para 0 uso num laboratoério de RHA tem
atraido a atencdo da comunidade cientifica para este método de selecdo embrionaria
(Herrero and Meseguer, 2013). E oferecida a oportunidade de realizar multiplas
observacdes da evolucdo dos embribes in vitro, permitindo a selecdo daqueles que
terdo um maior potencial de desenvolvimento e de implantacédo. Contudo, a eficacia de
um tratamento de RHA nao ir4 pura e simplesmente aumentar, uma vez que outras
variaveis estdo incluidas nesta equagdo, como as caracteristicas intrinsecas dos
gametas, a robustez do sistema de cultura (Dal Canto et al., 2012) ou a recetividade
uterina (Montag et al., 2013). Todavia, uma vez que o STL permite uma selecdo mais
precisa dos embries e uma maior estabilidade das condi¢cdes de cultura, esta

tecnologia podera ter um impacto positivo nas taxas de sucesso dos ciclos de
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tratamento (Dal Canto et al., 2012). Vérios artigos também ja descreveram a
tecnologia de monitorizagdo continua dos embrides como inofensiva em humanos
(Cruz et al., 2011; Kirkegaard et al., 2012a; Nakahara et al., 2010; Pribenszky et al.,

2010a), quando comparada com a incubacdo em sistemas tradicionais.

iii. Implementacdo de novas tecnologias no laboratério de
RHA

E importante assegurar a seguranca do STL antes de implementar o seu uso clinico.
Para que as imagens sejam capturadas, o time-lapse possui um sistema de luz, que
periodicamente ir4 incidir sobre os embrides (Kirkegaard et al., 2012b). Acredita-se
gque uma exposicao intensiva a luz pode ter um efeito negativo no desenvolvimento
embrionario (Takenaka et al., 2007) e que uma luz de comprimento de onda na zona
dos ultravioleta ou dos infravermelhos deve ser evitada (Frigault et al., 2009). Se o
STL possuir partes que se movam ou que levem a circulacdo dos embrides, pode
ocorrer uma acumulacdo de calor devido ao movimento e a friccdo, o que é
problematico, juntamente com stress da deslocacdo das placas de cultura e a
presenca de lubrificantes ou dos seus gases (Kirkegaard et al., 2012a, 2012b). A
presenca continua de campos eletromagnéticos em alguns STL pode afetar o
desenvolvimento dos embrides (Beraldi et al., 2003). A estabilidade das condi¢des de
cultura é também um fator que pode variar consoante o tipo de design do STL utilizado
(Kirkegaard et al., 2012b). O Unico estudo randomizado e que utilizou ovdcitos de
casais inférteis e ndo somente de ciclos de doacédo de ovdcitos, de Kirkegaard et al.
(2012a), demonstrou que o STL pode ser utilizado em embrides humanos com
seguranc¢a, num ambiente clinico.

De modo a avaliar corretamente a introducao de novas tecnologias no laboratério de
RHA, deverdo ser realizados estudos em animais e posteriormente em embrides
humanos, testando todas as variaveis anteriormente referidas e escolhendo
preferencialmente como resultado final a taxa de nados vivos (Herrero and Meseguer,
2013), o grande objetivo da RHA. Estudos controlados e randomizados devem
também ser efetuados em criangas nascidas através desse novo procedimento
(Harper et al.,, 2012; Herrero and Meseguer, 2013). S6 assim serd possivel
compreender os beneficios e os riscos da introducdo dessa nova tecnologia e avaliar a

sua relacdo (Brison et al., 2013).
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iv. Sistemas de time-lapse disponiveis

Atualmente existem STL comerciais e “home-made” (Wong et al., 2013), nos quais
uma pequena incubadora pode ser incorporada num grande sistema de aquisicdo de
imagens (Mio and Maeda, 2008; Payne et al., 1997), ou o contrario, uma grande
incubadora pode conter um pequeno microscépio. Por Ultimo existe também um
sistema que integra um microscépio e uma incubadora num sé equipamento.
Independentemente do tipo de sistema utilizado é fundamental que as condi¢des
otimas de cultura ndo sejam perturbadas (Wong et al., 2013), uma vez que estas sédo
essenciais para o sucesso do desenvolvimento dos embribes e para uma gravidez
saudavel (Meseguer et al., 2012). Os sistemas comerciais disponiveis encontram-se

sumariamente descritos nos paragrafos seguintes.

EmbryoScope®

O EmbryoScope® foi o primeiro STL comercial disponivel, desenvolvido pela
FertiliTech (Dinamarca). Este consiste numa incubadora que permite a aquisicdo de
imagens em varios planos focais de, no maximo, 72 embrides mantidos em cultura
individual (por meio do Embryoslide®), através de uma iluminacdo LED vermelha. A
detecdo e focagem dos embrides séo realizadas de forma automatizada. Associado a
este STL esta o software EmbryoViewer® que permite a aquisicdo, revisdo, anotacao

e comparacéo de imagens'.

- ||

Su—

=

H
- P |
-

Figura 1 - EmbryoScope®". Figura 2 — EmbryoViewer®". Figura 3 — Embryoslide®".

" Informag&o obtida do site http://www.fertilitech.com/en-GB/Products/EmbryoScope-reg-Time-Lapse-system.aspx e do
site http://www.fertilitech.com/en-GB/Products/EmbryoViewer-reg-Software.aspx,acedidos a 15/08/2014.

" Imagem obtida do site http://www.fertilitech.com/en-GB/Products/EmbryoScope-reg-Time-Lapse-system.aspx, acedido
a 15/08/2014.

" Imagem obtida do site http:/www.fertilitech.com/en-GB/Products/EmbryoViewer-reg-Software.aspx, acedido a
15/08/2014.

Y Imagem obtida do site de: http://www.fertilitech.com/en-GB/Products/EmbryoSlide-reg-culture-dish.aspx, acedido a
31/08/2014.

120


http://www.fertilitech.com/en-GB/Products/EmbryoScope-reg-Time-Lapse-system.aspx
http://www.fertilitech.com/en-GB/Products/EmbryoViewer-reg-Software.aspx
http://www.fertilitech.com/en-GB/Products/EmbryoScope-reg-Time-Lapse-system.aspx
http://www.fertilitech.com/en-GB/Products/EmbryoViewer-reg-Software.aspx
http://www.fertilitech.com/en-GB/Products/EmbryoSlide-reg-culture-dish.aspx

Relatério de Estagio: o Laboratério de Reprodugdo Humana Ass'i:s(fiL(JiZ
Primo Vision
O Primo Vision Time-Lapse Embryo Monitoring System é produzido pela Vitrolife
(Suécia). Consiste num microscépio invertido, compacto e digital que pode ser
colocado dentro de uma incubadora tradicional. Utiliza um sistema de ilumina¢cdo LED
verde. A cultura dos embrides, apesar de ser realizada em grupo, permite rastrear
cada embrido ao longo do seu desenvolvimento. As imagens sdo enviadas para o
software Capture, Analyze, Report & Present, que permite a sua comparacdo e

andlise".

Figura 5 — Primo Vision".

&

Figura 4 — Primo Vision dentro de uma incubadora.

Figura 6 — Software Capture, Analyze, Report & Present do Primo Vision".

Eeva (Early Embryo Viability Assessment)

Desenvolvido pela Auxogyn (Estados Unidos da América), este sistema consiste num
pequeno microscopio que pode ser inserido numa incubadora tradicional, sendo
adquiridas imagens do desenvolvimento dos embries em cultura. Essas imagens sao

depois analisadas por um software inteligente, de acordo com os intervalos de tempo

¥ Informagcéo obtida do site http://www.vitrolife.com/en/Fertility/Products/Primo-Vision-Time-L apse-System/Primo-Vision-

EVO/ e do site http://www.vitrolife.com/en/Fertility/Products/Primo-Vision-Time-Lapse-System/, acedidos a 15/08/2014.
Figura 5 e Figura 4 obtidas do site http://www.vitrolife.com/en/Fertility/Products/Primo-Vision-Time-Lapse-

System/Primo-Vision-EVO/, acedido a 15/08/2014.
" Imagem obtida do site http://www.vitrolife.com/en/Fertility/Products/Primo-Vision-Time-Lapse-System/Primo-Vision-

Analyzer-Software/, acedido a 15/08/2014.
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de cada divisdo celular. Os embrides sé&o incubados numa placa concebida para este
sistema. O Eeva permite uma avaliagdo automatica dos embrides, prevendo, ao

viii

terceiro dia, o seu desenvolvimento até a fase de blastocisto™.

Figura 7 — Sistema Eeeva dentro de uma

incubadora tradicional™.

¢

Figura 9 — Software de andlise das imagens obtidas do desenvolvimento embrionario™.

v. Time-lapse vs avaliacao estéatica

O método convencional de avaliacdo embrionéaria consiste na analise morfolégica dos
embrides em intervalos de tempo pré-definidos (Alpha Scientists in Reproductive
Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011), com o objetivo de
observar as caracteristicas que poderdo ser preditivas do seu potencial de
desenvolvimento e de implantacdo (Aguilar et al., 2014). Contudo, entre esses

intervalos de tempo, muita informacdo que poderia facilitar a tomada de decisdo no

‘Il Informag&o obtida do site http://www.eevaivf.com/, acedido a 31/08/2014.
™ Figura 7 e Figura 8 obtidas do site http://www.eevaivf.com/benefits-of-eeva/meet-eeva/, acedido a 31/08/2014.
* Imagem obtida do site http://www.eevaivf.com/benefits-of-eeva/the-science-and-clinical-success/, acedido a

31/08/2014.
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momento da transferéncia é perdida (Aguilar et al., 2014), uma vez que a evolucao de
ovocito apdés o momento da inseminagdo até ao estado de blastocisto € extremamente
dindmica, podendo ser influenciada por diversos fatores (Alpha Scientists in
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011;
Montag et al., 2011). Portanto, apesar de haver um consenso relativamente aos
intervalos de tempo nos quais deve ser realizada a avaliacdo morfoldgica convencional
(Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of
Embryology, 2011), basta uma avaliagdo um pouco mais cedo ou mais tarde para que
seja consideravelmente diferente. Num exemplo claro, Aguilar et al. (2014)
demonstraram que o valor preditivo do Z-score é limitativo, uma vez que a aparéncia e
distribuicdo dos pronucleos estdo em constante desenvolvimento, ou seja, a avaliacao
de um mesmo embrido, tendo em conta o Z-score, podera ser diferente de acordo com
0 momento em que 0s pronucleos sao visualizados.
A preferéncia esmagadora pela avaliagdo estatica e morfolégica dos embrides pode
ser explicada pela sua simplicidade, relacdo custo/efichcia e pela escassez de
alternativas superiores (Kirkegaard et al., 2012b). A grande desvantagem deste
método € avaliar um processo dindmico através de algumas visualizacdes em certos
momentos (normalmente uma vez por dia). Tal poderia ser ultrapassado por
observacdes mais frequentes, mas implicava a exposicao dos embrifes a alteracdes
indesejaveis do ambiente de cultura (Cruz et al., 2012; Zhang et al., 2010).
Devido a estas limitagdes referidas, espera-se que métodos de selecdo embrionéria
melhorados aumentem significativamente as taxas de gravidez dos ciclos de RHA
(Kirkegaard et al., 2013). O recente desenvolvimento de STL para uso clinico tem
permitido a monitorizacdo dos embrides de forma continua e segura e a obtencao de
um leque de informacfGes muito superior sobre a sua evolucdo dinamica, podendo
levar & redefinicdo dos critérios de avaliagcdo morfolégica (Kirkegaard et al., 2012b).
Uma das grandes vantagens do STL sera excluir embrides morfologicamente
classificados como normais, de acordo com a avaliacdo estatica, mas que revelaram
padrdes aberrantes de divisdo através da sua monitorizacdo continua (Kirkegaard et
al., 2012b). A aquisicao de imagens por time-lapse minimiza as possiveis perturbacdes
no ambiente de cultura, pois integra a incubacdo e aquisicdo de imagens num Unico
sistema (Nakahara et al., 2010). As imagens sdo posteriormente convertidas num

pequeno filme, facilitando a analise dos dados obtidos (Cruz et al., 2011).
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Time-lapse

Avaliagdo morfoldgica estatica

Cultura direta sobre a cédmara e aquisicao de
imagens a intervalos de tempo definidos pelo
embriologista. Posterior processamento de
imagens num video, permitindo a aquisicdo de
dados morfolégicos, dinamicos e quantitativos

As condi¢cbes de cultura mantém-se Gtimas
desde a inseminacao até ao dia da transferéncia
e menor manuseamento dos embrifes e das
suas placas de cultura, reduzindo o risco de
trocas ou contaminacéo (Meseguer et al., 2012)
Possibilidade de integrar o sistema com um
software de analise de imagens. Este permite o
alinhamento o6tico, a focagem, a captura e
armazenamento de imagens

Obtencdo de um elevado nimero de dados
sobre o desenvolvimento embrionario

Diminuicao da variabilidade intra e interindividual
(Kaser and Racowsky, 2014)

Permite a excluséo de embrides
morfologicamente normais, mas com algum tipo
de anomalia, como por exemplo blastémeros
multinucleados ou embrides com padrbes
anormais de divisdo, que nao seriam percetiveis
através da avaliacao estatica

Aquisicdo de imagens em momentos
especificos, normalmente uma vez por dia.
A escolha desses tempos depende, por
vezes, mais da conveniéncia para o
embriologista do que da sua relevancia
biolégica

E necessario retirar os embrides da
incubadora diariamente, ocorrendo
alteracbes de luz, temperatura e atmosfera

Mais econémica, uma vez que nao implica
a aquisicdo de meios adicionais para
realizar a avaliacao

Pouca informagédo obtida sobre um evento
dindmico e complexo (Freour et al., 2012)
Elevada variagcdo intra e interobservador
(Filho et al., 2010)

Embrides morfologicamente normais, nos
momentos de avaliacdo, sdo considerados
para transferéncia

Tabela 1 — Comparagéo entre o STL e a avaliagdo morfoldgica estatica. Adaptado de Wong et al. (2013).

O STL fornece um método ndo invasivo de selecdo embrionaria que podera aumentar
a precisdo e a sensibilidade da informag&o obtida sobre o desenvolvimento dos

embribes em cultura (Herrero and Meseguer, 2013).

vi. Desafios dos sistemas de time-lapse

Por ser um sistema mecanico e Otico, existem alguns aspetos que carecem de
otimizacdo. Um STL apresenta alguns desafios técnicos que precisardo de
aperfeicoamento, entre os quais (Wong et al., 2013):

o Manutenc¢éo dos embrides no campo de visdo da lente do microscopio — 0s
embrides sédo entidades celulares ndo aderentes, ou seja, podem movimentar-se
devido ao seu manuseamento ou a deslocacdo das placas de cultura. Essas
oscilacbes podem ocorrer durante a mudanca do meio de cultura ou no caso do STL
possuir um sistema mecanico que movimente a placa dos embrides até ao foco de luz
para obtencdo das imagens. Este problema pode ser ultrapassado com a cultura

individual dos embrifes ou um sistema de cultura em grupo, mas cuja placa possua

124



Relatério de Estagio: o Laboratério de Reprodugdo Humana Ass'i:s(fiLchz
pequenos poc¢os que impecam a deslocacdo dos embrides (Pribenszky et al., 2010a)
(evita a necessidade de movimentacdo das placas, pois as imagens de cada embrido
sdo obtidas num unico campo 6tico de visao (Wong et al., 2013), e permite que 0s
embribes continuem a sua partilha de sinais paracrinos (O’Neill, 1998));

o Posicdo e transparéncia dos embrifes - os STL n&o permitem rodar os
embrides, fazendo com que a sua analise visual seja complicada, sobretudo quando
existem blastdbmeros sobrepostos ou quando os embrides possuem elevada
percentagem de fragmentacéo (Herrero and Meseguer, 2013);

o Potencial efeito fototéxico nos embrides consequente da exposicao
frequente a luz — é conhecido que a luz ultravioleta pode provocar danos no ADN e
que os raios infravermelhos podem induzir calor localizado (Frigault et al., 2009). A luz
visivel € menos prejudicial que a luz de alta energia (como é o caso da raios
ultravioleta) e, consequentemente, os STL podem vir incorporados com sistemas de
luz visivel, incluindo técnicas de microscopia de campo claro e de campo escuro. O
tempo de exposicdo dos embrides a luz pode ser controlado pela duracdo da
aquisicdo de imagens pelo STL;

o Tempo ideal para a captura de imagens — a maioria dos estudos releva que as
imagens sdo adquiridas em intervalos de 15 ou 20 minutos. No entanto, segundo
Wong et al. (2010), a primeira citocinese ocorre, em meédia, durante 15 minutos em
embrides com um desenvolvimento normal. Portanto, é necesséario avaliar qual o
intervalo de tempo mais adequando de modo a néo ser perdida informag&o essencial.
Por existir um namero significativo de variaveis num STL, Herrero & Meseguer (2013)
defendem que devem ser estabelecidas diretrizes no que diz respeito as
caracteristicas 6timas de aquisicdo de imagens no STL, como o comprimento de onda
da luz utilizada, o tempo de duracdo da iluminacdo e a frequéncia de obtencao das

imagens.

Variaveis que podem afetar a avaliagdo através do STL

As diferentes condi¢cdes de cultura que poderdo ser utilizadas podem influenciar a
duracgéo dos ciclos celulares e do desenvolvimento embrionério. Num estudo realizado
por Wale & Gardner (2010) com embrifes de ratinhos, a percentagem de oxigénio a
qual os embrides foram incubados influenciou a duracdo das primeiras divisdes
celulares. Os meios de cultura utilizados sdo também uma variavel que pode afetar o
desenvolvimento embrionario (Sifer et al., 2009). Além destes, 0 tipo de método
utilizado para inseminar os ovacitos (FIV ou ICSI) podera influir alteracées na primeira
divisdo celular (Giorgetti et al., 2007; Lundin et al., 2001).
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vii.  Avaliacdo automatica dos embrides através do sistema de

time-lapse

A andlise dos dados recolhidos sobre os embrides em cultura pode ser realizada de
forma automatica, sem a intervengdo do embriologista. Desta forma moderniza-se e
melhora-se os procedimentos de RHA, reduz-se custos e aumenta-se a capacidade
dos embriologistas para identificarem o embrido com maior potencial de
desenvolvimento num recém-nascido saudavel. Assim € possivel eliminar a
subjetividade inerente ao processo de selecdo embrionaria tradicional (Filho et al.,
2010), podendo levar a melhores taxas de sucesso. Contudo, este tipo de avaliagédo
enfrenta os desafios da microscopia automética, tais como (Filho et al., 2010):

¢ Qualidade da imagem do microscépio;

o Diferencas na morfologia dos embribes em diferentes estadios de
desenvolvimento;

¢ Necessidade de focagem do embrido devido a sua natureza tridimensional;

e Quantidade de dados a analisar.
Portanto, o desenvolvimento de algoritmos para a andlise automatica dos embrides
torna-se uma tarefa bastante complicada (Filho et al., 2010). Contudo, alguns estudos
com métodos automaticos de andlise embrionaria tém sido desenvolvidos, com

resultados promissores (Conaghan et al., 2013).

viii.  Beneficios do uso do sistema de time-lapse

Num estudo, Wong et al. (2010) demonstraram que dois embriées morfologicamente
iguais, quando observados pelo método estatico, resultaram de processos de
desenvolvimento completamente diferentes, ap6s a sua observagdo pelo STL.
Portanto, Wong et al. (2013) referenciam que eventos como divisbes anormais e
fragmentacdo, que podem ocorrer entre os intervalos de tempo definidos para avaliar
0s embrides tradicionalmente, sdo muito dificeis de ser capturados durante esse tipo
de classificacdo. Dai a necessidade e importancia do uso do STL para uma continua
monitorizacdo embrionaria. Deste modo também serd possivel a obtencédo de dados
dindmicos sobre os embrides, como a formacgdo e a fusdo do pronucleos, o tempo
exato entre cada divisdo celular e a duracdo da citocinese (Conaghan et al., 2013;
Hlinka et al., 2012; Lemmen et al., 2008; Meseguer et al., 2012).
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A multinucleacdo de blastbmeros, que pode ocorrer ao longo de todo o
desenvolvimento embrionédrio (especialmente no estado de 2 células), € um evento
extremamente dinamico (Ergin et al., 2014) e encontra-se associado a baixas taxas de
evolucdo embrionéria e de gravidez (Yakin et al., 2005). Através da avaliacdo estatica
e pontual, a multinucleacdo sé pode ser detetada em momentos especificos, mas
devido a sua natureza dinamica (a multinucleacdo pode desaparecer num curto
espaco de tempo) pode passar completamente despercebida (Ergin et al., 2014). O
STL veio contribuir para a detecdo da multinucleacdo em qualquer altura, como
evidenciado por Ergin et al. (2014).
Os estudos cientificos sobre os STL levam a aumentar o nosso conhecimento do
desenvolvimento inicial do embrido e sugerem que que esta é uma ferramenta ideal

para a investigagcdo do desenvolvimento embrionario inicial (Wong et al., 2013).

iX. A era da morfocinética

Anteriormente ao entusiasmo crescente pelo STL, a cinética da divisdo embrionaria
era analisada, tendo em conta a divisdo precoce dos embrides em cultura (Sakkas et
al., 1998). O uso do STL fornece dados sobre a cinética do desenvolvimento
embrionério, permitindo a determinagdo precisa do inicio, duragdo e intervalo entre as
divisbes celulares (Meseguer et al., 2012). Assim, caracteristicas morfolégicas e
dindmicas como a formacdo e desaparecimento dos pronucleos e dos nlcleos, a
fragmentacéo e o tamanho dos blastbmeros podem ser quantificados (Meseguer et al.,
2012). Desta forma, os parametros morfocinéticos podem ser definidos como
avaliagcdes quantitativas de momentos do desenvolvimento embrionario (Meseguer et
al., 2012).

Marcadores putativos de viabilidade embrionaria tém surgido com base em estudos
retrospetivos utilizando STL, tanto em animais como em humanos. Esses marcadores
surgem de padrfes de intervalos de tempo entre as primeiras divisdes celulares que
sejam caracteristicos de embrides com elevado potencial de desenvolvimento (Aguilar
et al., 2014; Chamayou et al., 2013; Cruz et al., 2012; Dal Canto et al., 2012; Hlinka et
al.,, 2012; Kirkegaard et al., 2013; Lemmen et al., 2008; Meseguer et al., 2012;
Pribenszky et al.,, 2010b; Rubio et al., 2012; Wong et al., 2010). Tém surgido
recentemente promissores, preditivos e ndo invasivos marcadores da qualidade
embrionéria, tais como (Wong et al., 2013):

e Tempo entre a fertilizacdo e o aparecimento dos PN;

e Aparigdo dos nucleos de cada blastdbmero ap0s a primeira divisao;
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e Duragao da primeira citocinese;

¢ Intervalo de tempo entre a primeira e a segunda mitose;

e Sincronizacdo entre a segunda e a terceira mitose;

e Tempo decorrido até atingir o estado de 5 células.
Todos estes eventos acontecem, normalmente, até ao terceiro dia de
desenvolvimento, sugerindo que o potencial de desenvolvimento de um embrido ja se
encontra pré-determinado (Wong et al., 2013). Assim, um bom marcador seria capaz
de maximizar as taxas de sucessos dos tratamentos de RHA, minimizar a
probabilidade de ocorrerem gravidezes multiplas e de permitir a transferéncia
embrionaria numa fase anterior a blastocisto (evitando-se a cultura prolongada), sem
sacrificar as taxas de sucesso (Wong et al., 2013).
Para identificar os embrides com maior potencial de originarem uma gravidez, dois
algoritmos para selecdo de embribes tendo em conta parametros morfocinéticos foram
propostos por duas equipas diferentes. Wong et al. (2010) identificaram marcadores
preditivos do desenvolvimento de blastocistos através da analise de imagens obtidas
por um STL e relacionaram-nos com o perfil de expressdo génica. Nenhum dos
embrides estudados foi transferido, portanto ndo foram obtidos dados relacionados
com o potencial de implantagdo. Ja Meseguer et al. (2011) sugeriram um algoritmo
preditivo e hierarquico que combina a avaliacdo de parametros dindmicos com critérios
de exclusdo morfolégicos, tendo como resultado a taxa de implantagdo embrionéria.
Uma limitacdo do uso de algoritmos é o facto de estes usarem quartis, criando limites
bastante exatos, que podem ndo ser uma simulacdo correta do desenvolvimento
embrionario (Herrero and Meseguer, 2013). Tendo em conta que o embrido é
influenciado somente pelo genoma materno até ao 3° dia, € também questionavel a
representatividade dos marcadores morfocinéticos para fases posteriores a ativagédo
do genoma embrionario (Herrero and Meseguer, 2013).
Foram j& identificadas associacdes entre eventos morfocinéticos das fases iniciais dos
embrides e a sua viabilidade e potencial de implantacdo, sugerindo que os marcadores
morfocinéticos preditivos podem melhorar a selecdo dos embrides a transferir (Chen et
al., 2013; Herrero and Meseguer, 2013). E importante salientar que durante a pesquisa
por novos marcadores de viabilidade embrionaria, a escolha do resultado final do
estudo pode influenciar a validade do marcador. Isto €, a avaliacdo da formacdo de
blastocisto ndo é equivalente a analise do potencial de implantagédo (Kirkegaard et al.,
2012b). E também necesséario ter em conta que os marcadores ndo sdo 100%
preditivos do sucesso de implantagdo embrionaria, uma vez que outros parametros
poderdo influenciar esse processo, como a recetividade uterina (Herrero and

Meseguer, 2013; Meseguer et al., 2011). O objetivo final de um estudo cientifico
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devera ser a taxa de nados vivos, uma vez que essa € a meta que todas as equipas
de um laboratério de RHA procuram atingir (Herrero and Meseguer, 2013).

Existem alguns fatores que podem alterar o resultado dos parametros morfocinéticos
(Lechniak et al., 2008), tais como:

e CondicOes de cultura — podem afetar o metabolismo embrionario;

e Fatores intrinsecos dos ovdcitos ou do espermatozoide — em causa pode
estar a maturidade do citoplasma ou o efeito paterno na duracéo da fase S do ciclo
celular;

e Anomalias cromossémicas — podem atrasar a replicacdo do ADN.

X.  Breve revisao bibliografica

Através de uma breve pesquisa bibliogréfica na Pubmed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), analisei 17 estudos nos quais foram utilizados
STL. Oito estudos ajustaram o STL para que a aquisicdo de imagens ocorresse a cada
20 minutos, 3 ensaios optaram pela obtencéo de imagens de 15 em 15 minutos e uma
equipa de investigadores apenas indicou que as imagens foram captadas a cada 15
ou 20 minutos, ndo sendo verdadeiramente especifica.

E também percetivel uma clara preferéncia pelo STL EmbryoScope® (12 estudos
utilizaram este equipamento), talvez devido a este ter sido o primeiro disponivel para
uso clinico a nivel comercial ou a grande publicidade que teve junto dos especialistas.
As grandes diferencas deste em relagc&o ao sistema Primo Vision (apenas um estudo
usou este equipamento) é que permitem uma cultura individual dos embriGes e utiliza
um sistema integrado de incubacdo e monitorizacdo embrionarias. Cabe a cada
equipa em cada centro de RHA escolher a op¢do que melhor se adapta ao seu dia-a-
dia e as suas preferéncias.

Com a excecdo de Kirkegaard, Hindkjaer, Grgndahl, et al. (2012), Azzarello et al.
(2012), Cruz et al. (2011), Wong et al. (2010)e Nakahara et al. (2010), todos os outros
estudos foram realizados retrospetivamente, ou seja, as conclusdes s6 sao retiradas
apos ter ocorrido a experiéncia em si. Apesar de esses nao serem 0s estudos com
maior credibilidade, é a forma de iniciar a investigacdo de um determinado tema, neste
caso, a procura de marcadores de selecdo embrionaria. S6 depois de descobertos é
gue podem ser validados através de estudos prospetivos e randomizados.

De todos os estudos apresentados na tabela 2, uma diversidade de parédmetros foi
avaliada, ndo sendo facil a retirada de conclusées. No entanto, € percetivel que

parametros relacionados com taxas de divisdo celular sdo os mais utilizados e com
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melhores resultados em relag&o a predi¢do da boa qualidade embrionaria (Chamayou
et al., 2013; Cruz et al., 2012; Dal Canto et al., 2012; Hlinka et al., 2012; Lemmen et
al., 2008; Meseguer et al., 2011, 2012; Montag et al., 2013; Rubio et al., 2012; Wong et
al.,, 2010). Quanto aos resultados escolhidos pelos autores para as suas
investigacdes, apenas uma equipa (Azzarello et al.,, 2012) utilizou a taxa de nados
vivos. Algumas investigacdes (Chamayou et al., 2013; Dal Canto et al., 2012; Hlinka et
al., 2012; Meseguer et al., 2011) tiveram como resultado final a taxa de implantacao, o
gue nao é por si s6 preditivo de uma gravidez evolutiva e do nascimento de um recém-
nascido saudavel.
E notavel que a implementacdo de STL levou a um maior e mais profundo
conhecimento da cinética dos embrides, o que podera levar a comunidade cientifica a
adotar novas estratégias que melhorem a qualidade dos servigos oferecidos na RHA.
Os marcadores morfocinéticos apresentam-se como promissores no que diz respeito a
predicdo da evolucdo dos embrides in vitro e a uma gravidez evolutiva. Contudo, mais
estudos clinicos prospetivos e randomizados devem ser realizados para que seja
possivel uma melhor perce¢édo do verdadeiro valor preditivo dos biomarcadores, da

sua confiancga e robustez para utilizacdo em ambiente clinico.
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Artigo Amostra utilizada  Aquisicéo Tipo de STL Eventos Avaliados Principais Conclusdes
de resultados
imagens
Payne et al. 50 embrides de Em Microscopio com Tempo desde a ICSI até a Qualidade Embrides de boa qualidade
(21997) ICSI intervalos  atmosfera extruséo do 2° GP dos embrides  evoluiram de ovocitos com um
de 1 min controlada Sincronia na formacdo dos ao 3°dia tempo mais uniforme desde a ICSI
PN até ao encontro dos PN e com
Tempo desde a ICS| até ao tendéncia para ter uma “onda
encontro dos PN citoplasmatica” mais longa. O STL
Frequéncia das “ondas € uma ferramenta poderosa para
citoplasmaticas” monitorizar o desenvolvimento
embriondrio
Lemmen et 102 embriBes de A cada 5 Microscopio com Desaparecimento dos PN Taxa de O desaparecimento precoce dos
al. (2008) FIV ou ICSI min camara integrada 12 divisao gravidez PN e o inicio da 1?2 divisdo celular
numa incubadora  Aparecimento dos ndcleos foram relacionados com um maior
nos 2 blastémeros namero de blastomeros ao 2° dia.
22 divisdo dos 2 blastomeros Sincronia do aparecimento dos
Aparecimento dos nucleos nacleos apods a 12 divisdo celular
dos 4 blastémeros foi associada com maiores taxas
de gravidez
Nakahara et 292 embrides de A cada 15 Incubadora com NuUmero de ovécitos Taxa de O uso do time-lapse é seguro
al. (2010) ICSI, igualmente min microscopio fertilizados gravidez
distribuidos integrado Taxa de divisao celular clinica
Incubadora NUmero de embrides de
tradicional qualidade
Wong et al. 242 ovocitosde FIV. A cada 5 Diferentes Duracéo da 12 citocinese Formacdo de Os 3 parametros morfocinéticos
(2010) criopreservados em  min sistemas Tempo entre o fim da 12 blastocistos podem ser preditivos da evolugéo
fase de pronucleo utilizados, sem mitose e o inicio da 22 dos embrides
diferencas Tempo entre a 22 e 32 mitose
significativas nos Perfis de expressao génica
resultados
Cruz et al. 478 embrides de A cada 20 EmbryoScope Qualidade e  viabilidade Taxade O wuso de time-lapse néo
(2011) FIV e ICSI com min Incubadora embrionarias formacéo e compromete o desenvolvimento
doacao de ovocitos, 7 planos tradicional Formacéo de blastocistos viabilidade de embrionario nem a taxa de
igualmente focais blastocistos gravidez evolutiva
distribuidos diferentes Taxa de
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gravidez
evolutiva
Meseguer et 247 embrides A cada 15 EmbryoScope Avaliacao morfolégica Taxa de Proposta de um modelo
al. (2011) transferidos  ap6s min Tempos exatos da 12, 22 32 e implantacéo multivariavel de  classificacao
ICSI 5 planos 42 divisbes celulares embrionéria, que inclui avaliacédo
focais Duracéo do 2° ciclo celular morfoldgica, critérios de excluséo e
diferentes Duracdo do estddio de 3 parametros morfocinéticos
células
Montag etal. 65 ovocitos A cada 20 EmbryoScope Morfologia dos PN Morfologia A avaliacdo de embrifes nos seus
(2011) fertilizados pela min Divisao precoce dos PN estados iniciais tem limitages,
técnica de ICSI 7 planos Morfologia embriondria até ao Divisao guando realizada através de forma
focais 30 dia precoce estatica e pontual
diferentes Morfologia
embrionaria
Azzarelloet 159 embrides de A cada 20 EmbryoScope Tempo desde ICSI até ao Taxas de O desaparecimento da membrana
al. (2012) ICSI min desaparecimento da nados vivos dos PN ocorreu mais tarde em
7 planos membrana dos PN embrides que resultaram em nados
focais Morfologia dos PN vivos. Contudo o desenvolvimento
diferentes dos PN ndo é preditvo da
gualidade do zigoto
Cruz et al. 834 embrides de A cada 20 EmbryoScope Desaparecimento dos PN Formacéao e A cinética dos estados iniciais de
(2012) ciclos de ICSIcom  min Divisédo em 2 blastomeros qualidade de  desenvolvimento dos embrides
doacao de ovocitos 7  planos Divisdo em 3 blastomeros blastocistos esta relacionada com o seu
focais Diviséo em 4 blastomeros potencial de evolucao até a fase de
diferentes Divisdo em 5 blastomeros blastocisto
Formacao de moérula
Dal Canto et 459 embribes de A cada 20 EmbryoScope Divisdo em 2, 3, 4,5,6,7e 8 Formagdode As divisbes desde 2 células até 8
al. (2012) FIV e ICSI min blastomeros blastocistos ocorreram progressivamente mais
7 planos Tempo desde 2 blastomeros Taxa de cedo em embrides que evoluiram
focais até dividir em 3; 3 até 4; 2 até implantacdo até a fase de blastocistos,
diferentes 4;4 até 8;5 até 8 expandiram e implantaram. A
observacéo estatica e pontual ao
2° e 3° dia é apropriada para uma
correta avaliacdo embrionaria
Hlinka et al. 180 embribes de A cada 10 Primo Vision Duracédo das interfases e dos Formacdo de A taxa de divisdo dos embries €
(2012) ICSI min periodos de mitose desde o blastocistos uma forma efetiva de identificacao
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Kirkegaard,
Hindkjaer,
Grgndahl, et
al. (2012)

Meseguer et
al. (2012)

Rubio et al.
(2012)

Chamayou
et al. (2013)

600 embrides de
FIV e ICSI,
igualmente
distribuidos

1390 ciclos cujos

embrides foram
incubados no
EmbryoScope

5915 ciclos cujos

embrides foram
mantidos em
cultura na
incubadora
tradicional

5225 embribes de
FIV e ICSI

244 embrides de
ICSI

A cada 15
min

5 planos
focais
diferentes

A cada 15
ou 20 min
5 ou 7
planos
diferentes

A cada 20
min

7 planos
focais
diferentes

EmbryoScope
Incubadora
tradicional

EmbryoScope
Incubadora
tradicional

EmbryoScope

EmbryoScope

estadio de 2 blastbmeros até
16

Proporcdo de embriGes com 4
células ao 2° dia

Proporcdo de embrides com
7-8 células ao 3° dia
Proporcdo de blastocistos ao
5° dia

Embrides na IT:

Morfologia 48 e 72 h ap6s
ICSI

Formacao de blastocistos
Para embrides no
EmbryoScope:

Divisdo em 2, 3, 4 e 5
blastomeros

Duracdo do estadio de 2
células

Sincronia das divisdes de 2
para 4 células
Avaliacao
convencional
Divisao de 1 para 2 células; 2
para 3; 3 para 4

Duracéo do 2° ciclo celular

morfolégica

Presenca dos 2 PN

Ultimo momento em que s&o
visiveis os 2 PN

Estddio de 1 <célula e
seguintes até 9 células

Inicio da compactacao
Estadio de mérula

Taxa de
implantagéo

Taxa de
implantagéo
Taxa de
gravidez
clinica

Taxa de
implantagéo
Taxa de
gravidez
clinica

Taxa de
implantagéo
Taxa de
gravidez
clinica

Formacéo de
blastocistos
Taxa de
implantacéo

precoce de embrides viaveis.
Embrides com boa morfologia, mas
nao viaveis podem ser excluidos
através da andlise  destes
paréametros

O STL pode ser aplicado com
seguranga

O uso de time-lapse pode melhorar
a taxa de gravidez até uma
estimativa de 20%

Embrides com divisdo direta de 2
para 3 células tiveram uma taxa de
implantacé@o significativamente
mais baixa quando comparada
com a de embriGes com um padréo
de divis&do normal

Os parametros morfocinéticos séo

Uteis para realizar decisdes
apropriadas a cada caso, uma vez
que preveem o seu

desenvolvimento
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Kirkegaard
et al. (2013)

Aguilar et al.
(2014)

571 embrides de
ICSI

1448 embrides de
ICSI com doacéo
de ovocitos

A cada 20 EmbryoScope
min

7 planos

focais

diferentes

A cada 20 EmbryoScope
min

7 planos

focais

diferentes

Estadio de blastocisto
expandido

Morfologia convencional ao
20, 3% e 6° dia

Aparecimento do 1° PN
Encontro dos PN
Desaparecimento dos PN

12 citocinese

12 divisdo

Aparicao dos nucleos apds a
12 divisdo

Presenca de multinucleacao
no estadio de 2 células
Divisdo em 3, 4, 5, 6, 7 e 8
células

Estadio de mérula

Estaddio de blastocisto inicial,
expandido e eclodido
Morfologia convencional ao 2°
e 3°dia

Avaliacdo dos PN (momento
da extrusdo do segundo GP,
da aparicio do PN, da
singamia dos PN; movimento
do PN no citoplasma;
avaliacdo dos PN; simetria
dos PN; momento do
desaparecimento dos PN)
Duracéo da fase S e do 1°
ciclo celular

Formacéao de
blastocistos
Taxa de
implantacéo
Taxa de
gravidez
clinica

Taxa de
implantacéo
Taxa de
gravidez
clinica

O desenvolvimento de blastocistos
de elevada qualidade pode ser
previsto nas primeiras 48h de
cultura. No entanto, os parametros
morfocinéticos avaliados através
do time-lapse ndo sao preditivos
de gravidez

Apenas 3 parametros
morfocinéticos (extrusdo do 22 GP;
desaparecimento dos PN; duracao
da fase S) foram relacionados com
a ocorréncia de implantacéo

Tabela 2 — Comparagdo das caracteristicas de estudos que analisaram o desenvolvimento de embrifes humanos através STL. Apenas estudos que procuravam padrdes de desenvolvimento

relacionados com melhores taxas de sucesso foram incluidos.
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xi.  Perspetivas futuras

Segundo a experiéncia de Freour et al. (2012) (que utlizaram o sistema
EmbryoScope®), é relativamente acessivel e rdpida a adaptagdo ao novo STL. Estes
autores apoiam também que a sua inclusdo na rotina do laboratorio traz inUmeras
vantagens, tais como uma melhor selecdo embrionaria, educacédo e treino continuos,
controlo de qualidade e flexibilidade, levando assim a taxas de sucesso melhoradas.
Com os eventos adicionais observados através do time-lapse, comparativamente com
a avaliacdo estética, surge a necessidade de elaborar um novo sistema de avaliagao
gue reflita a qualidade embrionaria como é agora anotada (Chamayou et al., 2013).
Segundo Chen et al. (2013) existem 3 critérios essenciais para a aplicacao clinica de
marcadores morfocinéticos. O primeiro diz respeito a correla¢do entre os marcadores
e 0s seus resultados, que deve ser estatisticamente significativa, reprodutivel e
suportada por estudos cientificos bem arquitetados. Em segundo lugar, o biomarcador
e a sua identificacdo devem ser validados tendo em conta a seguranca, eficacia e
utilidade pratica por estudos clinicos prospetivos, randomizados e controlados. Por
altimo, o marcador deve ser quantificAvel recorrendo a tecnologia fidedigna e
compativel com o normal ambiente de trabalho de um laboratdrio.

Sera também importante padronizar a nomenclatura utilizada para os parametros
morfocinéticos avaliados durante os estudos de time-lapse, de modo a ser possivel
uma comparacdo correta dos diferentes artigos publicados. Frequentemente séo
confundidas definicbes como diviséo e ciclo de divisdo (Kirkegaard et al., 2012b). Os
mesmos autores acham também necessario o estabelecimento de um evento inicial
para as subsequentes avaliac6es, que € comumente o momento da fertilizacdo dos
ovoécitos. No entanto, este momento € dificil de identificar em ciclos de FIV, ao
contrario de ovdcitos procedentes da técnica de ICSI. Kirkegaard, Agerholm, et al.
(2012) propuseram um conjunto de definicbes para varios parametros avaliados

através do time-lapse, o que é um ponto de partida para um consenso neste tema.
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