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Lista de Abreviaturas

ABP - Proteina de Ligagdo aos Androgénios (Androgen Binding Protein)
AREL — Agregados do Reticulo Endoplasmatico Liso

ATP — Adenosina Trifosfato

AZF — Fator de Azoospermia

CC - Citrato de Clomifeno

CCO — Complexo Cumulus-Ovécito

CFTR — Proteina Reguladora do Transporte Transmembranar da Fibrose Quistica
CGH - Hibridizagdo Gendmica Comparativa (Comparative Genomic Hybridization)
CPN — Corpos Precursores dos Nucléolos

DGPI — Diagndstico Genético Pré-Implantacéo

DGS — Direcéo-Geral da Saude

DIP — Doenca Inflamatéria Pélvica

EA — Ecloséo Assistida

EPV — Espaco Perivitelino

FISH — Hibridizac¢édo Fluorescente in situ (Fluorescence In Situ Hybridization)
FIV — Fertilizag&o in vitro

FOP — Faléncia Ovarica Prematura

FSH — Hormona Foliculo-Estimulante

GnRH — Hormona Libertadora de Gonadotrofinas

GP — Globulo Polar

hCG — Hormona Coriénica Humana

HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana

hMG — Hormona Menopausica Humana
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HSG — Histerossalpingografia

IBT — Immunobead Test

ICMART - International Committee Monitoring Assisted Reproductive Technologies
ICSI — Injecéo Intracitoplasmatica de Espermatozoides

Ig — Imunoglobulina

IlU — Inseminacéo Intrauterina

IMC — indice de Massa Corporal

ITS — Infe¢Oes de Transmissdo Sexual

IVG — Interrupgdo Voluntaria da Gravidez

LH — Hormona Luteinizante

MAR — Mixed Antiglobulin Reaction

MESA — Microsurgical Epididymal Sperm Aspiration

MI — Metafase |

MIl — Metafase I

NOA — Azoospermia Nao Obstrutiva

OA — Azoospermia Obstrutiva

OMS - Organizacao Mundial da Saude

PCR — Reacéo em Cadeia da Polimerase (Polimerase Chain Reaction)
PESA — Percutaneous Epididymal Sperm Aspiration

PMA — Procriacdo Medicamente Assistida
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PVP — Polivinilpirrolidona
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QI — Quociente de Inteligéncia

SCO - Sindrome “s6 Células de Sertoli” (Sertoli Cell-Only)

SNP — Polimorfismo de Nucleétido Unico (Single Polymorfism Nucleotide)
SOP - Sindrome do Ovério Poliquistico

SUZI — Injecdo Subzonal (Subzonal Insemination)

TE — Trofoectoderme

TESA — Testicular Sperm Aspiration

TESE — Testicular Sperm Extraction

VG — Vesicula Germinativa

ZD — Drilling da Zona Pelucida (Zona Drilling)

ZP — Zona Pellcida
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Lista de Figuras

Fig. 1 — Organizagdo anatémica do aparelho reprodutor masculino. A figura mostra o
testiculo, o epididimo, o vaso deferente, ducto ejaculatério, vesicula seminal e
glandula bulbouretral apenas de um lado do corpo, apesar de representarem
estruturas pares. Quando o ducto ejaculatério se une a uretra na prostata, ocorre a
fusdo do sistema urinario e reprodutor. Adaptado de Vander et al. (2001).

Fig. 2 — Estrutura do testiculo e do tubulo seminifero. (a) Anatomia geral do testiculo,
com corte de modo a revelar as estruturas internas; (b) Corte transversal de um tubulo
seminifero. As células de Leydig encontram-se no tecido intersticial. Adaptado de Tate
(2012a).

Fig. 3 — Relagdo das células de Sertoli com as células da linha germinativa em
desenvolvimento. A figura representa a parede do tdbulo seminifero. De notar que
cada espermatécito primario da origem a quatro espermatozoides. Adaptado de
Sherwood (2010).

Fig. 4 — Espermatozoide maduro. Um espermatozoide é constituido por uma cabeca
composta pelo nacleo e recoberta com uma vesicula com enzimas, 0 acrossoma, por
uma peca intermédia com mitocdndrias e por um flagelo formado por microtubulos.
Adaptado de Silverthorn (2010).

Fig. 5 — Controlo hormonal do sistema reprodutor masculino. De notar que a FSH atua
apenas nas células de Sertoli, enquanto a LH atua apenas nas células de Leydig. A
secrecdo de FSH é inibida maioritariamente pela inibina, uma hormona segregada
pelas células de Sertoli. A secrecdo de LH ¢é inibida maioritariamente pela
testosterona, a hormona segregada pelas células de Leydig. A testosterona, atuando

localmente, é essencial para a espermatogénese. Adaptado de Sherwood (2010).

Fig. 6 — Organizacdo anatomica do aparelho reprodutor feminino. A figura apresenta
0s ovarios, as trompas, o Utero e a vagina, bem como os ligamentos de apoio. As
trompas, o Utero e a vagina apresentam cortes transversais para demonstrar a

anatomia interna. Adaptado de Tate (2012a).

Fig. 7 — Desenvolvimento folicular e ovocitario. Tipos de foliculos ovaricos, desde o

primordial até ao maduro. Adaptado de Tate (2012a).

Fig. 8 — Ciclo Menstrual. Relacdo entre as altera¢des no ciclo ovarico e no ciclo uterino

durante o ciclo menstrual de 28 dias. Adaptado de Silverthorn (2010).
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Fig. 9 — Fertilizagdo: contacto e fusdo do ovocito e do espermatozoide. A figura

representa, de modo simplificado, os acontecimentos desde que as membranas de

ambos os gametas se fundem até ao momento de fusdo dos prondcleos masculino e
feminino para formarem o zigoto. Adaptado de Moore et al. (2004).

Fig. 10 — Estados iniciais do desenvolvimento desde a fertilizacdo até a implantacao. O
ovacito fertilizado divide-se progressivamente por clivagem até produzir uma mérula
gue, por sua vez, se torna um blastocisto a medida que se move do local de
fertilizagdo na trompa até ao local de implantagdo no uUtero. O évulo e o blastocisto
apresentam cortes transversais para possibilitar a visualizagdo da organizacéo interna.
As estruturas ndo se encontram a escala. Adaptado de Sherwood (2010).

Fig. 11 — Etapas da implantacdo. (a) Adesdao — o trofoblasto adere ao epitélio
endometrial com a MCI direcionada para a parede uterina. (b) Invaséo inicial — surgem
microvilosidades na superficie do trofoblasto, que invadem o endométrio; (c) Invaséo —
o0 embrido comeca a penetrar na mucosa uterina e a invadir as camadas mais

profundas da parede uterina. Adaptado de Speroff (1999).

Fig. 12 — Fertilidade relativa de acordo com a idade materna. Uma probabilidade de
1.0 é atribuida ao grupo etério entre os 20 e 0s 24 anos, representativo da maior taxa
de fertilidade. A partir deste periodo comeca a verificar-se um decréscimo, que passa

a ser mais acentuado apos os 37 anos. Adaptado de Bayer (2012).

Fig. 13 — Realizacdo de um esfregaco. A aliquota da suspensdo espermatica (S)
colocada numa extremidade da lamina é espalhada no sentido da outra extremidade

(na direcao da seta) com recurso a outra lamina. Adaptado de WHO (2010).

Fig. 14 — Representacdo esquematica das alteracdes morfolégicas tipicas em
espermatozoides humanos sujeitos ao teste da hipoosmolaridade. A turgescéncia esta
representada a cinzento. (a) Sem alteragdo; (b)-(g) Varios tipos de alteracdes no
flagelo. Adaptado de WHO (2010).

Fig. 15 — Esquemas da grelha de contagem da camara de Neubauer. Esta camara
apresenta duas camaras de contagem, onde cada uma possui uma grelha de 3mm x
3mm, e requer uma lamela de espessura especial, suportada 0,1 mm acima da base.
Cada éarea de contagem é dividida em nove grelhas de 1mm x 1mm cada (a
esquerda). A grelha central consiste em 25 quadrados grandes rodeados por linhas
triplas (ao centro), onde cada um desses quadrados contém 16 quadrados pequenos,

também eles rodeados por linhas triplas (& direita). Com uma ampliagdo de 400x,
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apenas € possivel observar um quadrado grande no mesmo campo de visdo.
Adaptado de WHO (2010).

Fig. 16 — Microfotografia de um espermatozoide morfologicamente normal. Adaptado
de WHO (2010).

Fig. 17 — Microfotografias de espermatozoides apresentando anomalias da cabeca. (a)
Microcefalia; (b) Macrocefalia; (c) Afunilada; (d) Piriforme; (e) Redonda; (f) Amorfa; (g)
Vacuolizada (com mais de dois vacuolos ou mais de 20% da area da cabeca ocupada
por vacuolos); (h) Acrossoma grande (>70% do tamanho da cabeca); e (i) Acrossoma
pequeno (<20% do tamanho da cabeca). Adaptado de WHO (2010).

Fig. 18 — Microfotografias de espermatozoides apresentando anomalias da peca
intermédia. (a) Espessa; (b) Irregular; (c) Dobrada; (d) Insercao anémala; e (e) Restos
citoplasmaticos. Adaptado de WHO (2010).

Fig. 19 — Microfotografias de espermatozoides apresentando anomalias da cauda. (a)
Enrolada; (b) Dobrada, e (c) Dupla. Adaptado de WHO (2010).

Fig. 20 - Microfotografias de outros elementos celulares que ndo espermatozoides. (a)
Célula epitelial do trato genital masculino; (b) Espermatocito; (c) Espermatide; e (d)
Leucdcito. Adaptado de WHO (2010).

Fig. 21 — Centrifugacdo por gradientes de densidade descontinuos. (a) Posicdo dos
gradientes de 40% e 80% e da amostra seminal antes da centrifugacao; (b) Apos a
centrifugacao, os espermatozoides méveis e normais acumulam-se no fundo do tubo
(pellet), enquanto os espermatozoides imaturos e iméveis localizam-se na interface
dos dois gradientes e no gradiente de 40%. O plasma seminal permanece no topo dos

gradientes (Mortimer e Mortimer, 2013).

Fig. 22 — Complexos cumulus-ovoécito em diferentes estados de maturacdo. (a) CCO
imaturo — as células circundantes apresentam-se compactas; (b) CCO maduro — as

células circundantes encontram-se expandidas. Adaptado de Elder (2005).

Fig. 23 — Avaliacdo da maturidade ovocitaria apos desnudacéo. (a) Ovocito imaturo em
profase I, com a presenca da VG; (b) Ovdcito imaturo em Ml — o reinicio da meiose
levou ao desaparecimento da VG, mas o 1° GP esta ainda ausente; (c) Ovécito

maduro em MIl, com a extrusdo do 1° GP. Adaptado de Granot e Dekel (2009).

Fig. 24 — Comparacdo de um ovocito de tamanho normal com um ovécito gigante (a
direita). Adaptado de Rienzi et al. (2012).
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Fig. 25 — Anomalias intracitoplasméticas. (a) Ovécito com citoplasma normal
homogéneo; (b) Ovacito com granulosidade no citoplasma; (c) Ovécito com uma area
central granulosa tipica de presenca de agregacao de organelos; (d) Ovocito com um
grande corpo refratil no citoplasma; (e) Ovécito com um Unico vacuolo de pequenas
dimensoes; (f) Ovocito com disco de AREL no centro do citoplasma. Todos os ovécitos
apresentados encontram-se em MIll. Adaptado de Rienzi et al. (2012).

Fig. 26 — Anomalias extracitoplasmaticas. (a) Ovocito com uma ZP espessa; (b)
Ovdécito com EPV aumentado; (c) Ovdcito com o 1° GP fragmentado; (d) Ovécito com
0 1° GP gigante (5-6 vezes maior que o normal). Todos os ovOcitos apresentados
encontram-se em MIl. Adaptado de Rienzi et al. (2012).

Fig. 27 — Representagdo de uma IlU. Na imagem pode observar-se o espéculo
inserido na vagina e o cateter de inseminacdo, acoplado a seringa que contém os
espermatozoides, no interior  da cavidade uterina. Retirada  de

http://americanpregnancy.org/infertility/intrauterine-insemination/, acedido a 11/07/2016

Fig. 28 — Técnicas de micromanipulacdo. Sao apresentadas representacdes do drilling
da ZP (ZD), da dissecdo parcial da ZP (PZD) e da injecdo subzonal de
espermatozoides (SUZI). Adaptado de Elder e Dale (2011)

Fig. 29 — Equipamento necessario para a injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides. O microscopio invertido € equipado com um contraste O6tico de
Hoffman, uma superficie aquecida na platina e dois sets idénticos de
micromanipuladores e injetores. O set da esquerda € utilizado para a manipulacdo da
pipeta holding, enquanto o da direita permite o controlo da pipeta ICSI. A direita
encontra-se uma ampliacdo do micromanipulador e respetivo microinjetor, que permite
a aspiracao ou rejeicdo de gametas e meio. Adaptado de Joris et al. (1998) e Barnes
(2012).

Fig. 30 — Representagdo esquematica da placa de microinjecéo. (a) Vista superior: as
gotas de PVP espalhadas, onde serdo colocados os espermatozoides, situam-se a
esquerda, enquanto as gotas de meio tamponado, onde serdo colocados 0s ovacitos,
encontram-se a direita; (b) Vista frontal: gotas de PVP e de meio tamponado cobertas
pelo dleo, responsavel pela manutencdo das condigbes de temperatura durante a

microinjec¢ao.

Fig. 31 — Processo de microinje¢do. De notar a posi¢do do GP as 12h. (a) Antes da
entrada no ovocito, 0 espermatozoide é aproximado da abertura da pipeta de

microinje¢do; (b) Quando a pipeta de microinjecdo atinge o centro do ovdcito, observa-

Xl
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se a rotura da membrana plasmatica do ovocito. O espermatozoide € depositado junto

a superficie interna da membrana do ovécito (as 9 horas); (c) Apds a retirada da

pipeta, é observada a rotura da membrana plasmatica do ovécito, em forma de cone
com o vértice no centro do ovocito. Adaptado de Neri et al. (2012).

Fig. 32 — Avaliacdo do numero de PN em pré-zigotos. (a) Pré-zigoto com os CPN
perfeitamente alinhados na juncdo central e justaposta dos PN. Os GP estdo
fragmentados e encontram-se no eixo longitudinal dos PN. Parecem estar presentes
restos celulares no EPV e o halo citoplasmatico; (b) Pré-zigoto com apenas 1PN e dois
GP distanciados; (c) Pré-zigoto com 3PN como resultado de ICSI num ovécito gigante.
Um dos 3PN ¢é ligeiramente maior que os outros. Adaptado de Papale et al. (2012).

Fig. 33 — Embrides em diferentes estados de clivagem. (a) Embrido em fase de 2
células, apos divisdo precoce; (b) Embrido em estado de 4 células; (c) Embrido em
estado de 8 células. De notar que todos os embribes apresentados constituem
embrides ‘ideais’, sem a presenga de fragmentacao nem de multinucleagao. Adaptado
de Prados et al. (2012).

Fig. 34 — Diferentes estados de compactac¢éo. (a) Embrido de 8 células apresentando
compactacdo moderada. A distincdo individual dos blastomeros comeca a ser dificil;
(b) Moérula de boa qualidade. Todos os blastbmeros séo incluidos no processo de
compactacdo, ndo sendo evidentes células individuais; (c) Mérula de ma qualidade
com diversas células e fragmentos excluidos da massa compacta de células.
Adaptado de Prados et al. (2012).

Fig. 35 — Diferentes graus de expansdo dos blastocistos. (a) Blastocisto inicial; (b)
Blastocisto em expansao; (c) Blastocisto expandido com uma MCI| e TE de boa
gualidade (3-1-1). Adaptado de ASEBIR (2015).

Fig. 36 — Blastocistos e eclosdo. (a) Blastocisto em eclosdo, a libertar-se da ZP; (b)
Blastocisto eclodido, com a ZP a sua esquerda. Adaptado de ASEBIR (2015).

Fig. 37 — Diagndostico genético pré-implantacéo. (a) Biopsia embrionaria em fase de
clivagem apresentando a remog¢do de 1 blastomero (Adaptado de Iwarsson et al.
2011); (b) Biépsia embrionaria em fase de blastocisto apresentando a remocdo de
células da TE (Adaptado de Thornhill et al. 2012).

Fig. 38 — Representagcdo de uma transferéncia de embrides. Na imagem pode
observar-se o espéculo inserido na vagina e o cateter de transferéncia, onde se

encontram os embrides, acoplado a uma seringa, no interior da cavidade uterina. No

Xl
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canto superior esquerdo observa-se uma imagem resultante da visualizacdo
ecogréfica. Retirada e adaptada de

http://www.ivfconnections.com/forums/content.php/569-After-IVF-Embryo-Transfer-
What-You-Need-to-Know, acedido a 24/07/2016.
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Resumo

A infertilidade é reconhecida pela Organizacdo Mundial da Saude como um
problema de saude publica, sendo definida pela incapacidade de obter uma gravidez
apos 12 meses ou mais de relacdes sexuais regulares e desprotegidas. Hoje em dia,
afeta cerca de 10 a 15% dos casais em idade fértil, apresentando uma tendéncia
crescente de acordo com a idade.

A capacidade reprodutiva estd dependente de relacdes intrinsecas entre o
hipotalamo, hipdéfise anterior, 6rgdos reprodutores e células-alvo das hormonas
sexuais. Qualquer perturbacao a este nivel pode constituir a origem da infertilidade. As
causas de infertilidade sédo bastante variadas e podem estar presentes em ambos 0s
elementos do casal. Como tal, € necessario um diagnéstico completo e cuidado, de
modo a permitir a identificacdo das causas deste problema bem como o
desenvolvimento de um plano de tratamento adequado a cada casal. A inseminacao
intrauterina (IIU) é a técnica mais simples, na qual a amostra seminal, apés colheita e
tratamento em laborat6rio, € injetada diretamente na cavidade uterina da mulher. A
fertilizacdo in vitro (FIV) implica a estimulacdo ovarica da mulher e a colheita de
ovécitos que sdo colocados, em laboratério, juntamente com os espermatozoides
tratados, num meio de cultura apropriado para a ocorréncia da fertilizacdo. Por sua
vez, a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) € o tratamento mais
complexo de todos, sendo bastante idéntico ao procedimento realizado para a FIV, a
excecdo do facto dos espermatozoides serem diretamente microinjetados no interior
do ovocito. Nos ultimos dois tratamentos, os embrides resultantes sao colocados em
cultura e avaliados diariamente até ao dia de transferéncia, sendo os embrides

excedentarios criopreservados.

Adicionalmente podem ser realizadas técnicas de diagnostico genético pré-
implantacdo em casos em que estd presente o risco de transmissdo de doencas
genéticas a descendéncia. A criopreservacdo de gametas € outro procedimento
bastante vantajoso, na medida em que permite a criagdo de programas de doagao de

gametas bem como a preservacao da fertilidade.

Os avancgos significativos observados ao longo das Ultimas décadas na
procriagdo medicamente assistida possibilitaram a aquisicdo de novos conhecimentos
acerca da infertilidade, resultando no desenvolvimento de tecnologias reprodutivas

benéficas para os casais inférteis.

Palavras-chave: infertilidade, procriacdo medicamente assistida, gametas, embrides,

U, FIV, ICSI, criopreservacao
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Abstract

Infertility is recognized as a public health issue by the World Health
Organization. It is defined by the failure to achieve a clinical pregnancy after 12 months
or more of regular unprotected sexual intercourse. Nowadays, approximately 10-15%
of couples in reproductive age are facing some kind of infertility problem, which has a
tendency to increase with age.

Reproductive capability depends on intricate relationships among the
hypothalamus, anterior pituitary, reproductive organs, and target cells of the sex
hormones. Any disturbance at this level can be the source of infertility. There are
multiple potential causes of infertility that can be present in both elements of the
couple. It is necessary a comprehensive work-up to identify the causes of infertility and
the appropriate treatment for each couple. Intrauterine insemination (llU) is the
simplest technique, in which the processed semen sample is directly injected in the
uterine cavity. In vitro fertilization (FIV) implies ovarian stimulation and oocyte retrieval.
Afterwards, the oocytes are inseminated with the sperm suspension in a culture media
appropriate for fertilization. In turn, intracytoplasmic sperm injection (ICSI) is the most
complex treatment and very similar to the procedure performed to FIV. ICSI involves
manual selection of the spermatozoa and its subsequent injection into the oocyte. In
FIV and ICSI, the resulting embryos are placed in culture and daily scored until the day

of transfer. The remaining embryos are cryopreserved.

Additionally, in cases with a high risk of genetic disorders transmission to the
offspring, preimplantation genetic diagnosis can be performed. Gametes
cryopreservation is another advantageous procedure, allowing the creation of gametes

donation programs and fertility preservation.

Significant advances have been made in the field of reproductive medicine over
the past several decades. The knowledge that has been gained had provided a better
understanding of infertility and has resulted in the development of reproductive

technologies that have been greatly benefited infertile couples.

Key-words: infertility, assisted reproduction, gametes, embryos, llU, FIV, ICSI,

cryopreservation
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1.Introducao

A parentalidade € um dos eventos mais importante e desejado na vida do ser
humano em idade adulta, contribuindo para a sua plenitude, felicidade e integragdo
(Roupa et al., 2009). No entanto, nem todos 0s casais conseguem obter uma gravidez
espontaneamente, sendo alguns deles confrontados com o diagnéstico de infertilidade
e consequentes tratamentos médicos necessarios para a ultrapassar (Boivin et al.,
2007; Macaluso et al., 2010).

Cada etapa deste percurso € caracterizada por interacdes entre o ambiente
fisico e social, os antecedentes biolégicos e o comportamento dos individuos
(Macaluso et al., 2010). Como tal, é necessario compreender a anatomia e a fisiologia
dos aparelhos reprodutores masculino e feminino, bem como todo o processo que
envolve a formacdo de gametas (gametogénese) e respetiva fecundacdo, de modo a

possibilitar a identificagéo dos fatores de infertilidade (Sherwood, 2010).

A reproducdo esta dependente da unido dos gametas masculino e feminino,
onde cada um deles contribui com metade dos cromossomas necessarios para formar
um novo individuo. Contrariamente ao que acontece com 0s outros sistemas do corpo
humano, que sdo idénticos nos dois sexos, 0 sistema reprodutor € notoriamente
distinto ao nivel masculino e feminino, de acordo com o seu papel no processo
reprodutivo (Sherwood, 2010).

1.1. Eixo Hipotalamo-Hipofise Anterior-Gonadas

As hormonas séo os fatores mais importantes no sistema reprodutor, sendo
reguladas pelo eixo hipotalamo-hipéfise anterior-gbnadas (Silverthorn, 2010). O
hipotalamo é uma componente do cérebro localizada no diencéfalo, responsavel pelo
controlo de fungdes homeostaticas essenciais na manutencéo da estabilidade interna
do organismo (Sherwood, 2010). A hipdfise, também chamada de glandula pituitaria,
encontra-se alojada numa cavidade 6ssea, a sela turca. Esta glandula encontra-se
abaixo do hipotalamo e ligada fisicamente a ele (Vander et al., 2001). E composta por
dois lobos adjacentes — a hipéfise posterior e a hipofise anterior — distintos a nivel
funcional e anatomico, dado que possuem origem em diferentes tecidos embrionéarios
(Sherwood, 2010). A hipdfise posterior, ou neurohipofise, corresponde a um tecido

neural e liga-se ao hipotalamo por via de fibras nervosas (Vander et al., 2001). Por sua
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vez, a hipdéfise anterior, ou adenohipoéfise, consiste num tecido epitelial glandular cuja

ligacdo ao hipotadlamo é feita através de vasos sanguineos (Sherwood, 2010). Deste

modo, a libertacdo de hormonas por parte da hipdfise é regulada pelo hipotalamo
(Tate, 2012a).

O sistema reprodutivo possui algumas das vias de controlo mais complexas do
corpo humano, caracterizadas por interagbes de variadas hormonas em constante
mudanca (Silverthorn, 2010). A regulacdo das fun¢bes reprodutivas inicia-se com a
secrecdo do fator libertador de gonadotrofinas (GnRH) por parte do hipotalamo. Esta
neurohormona € transportada para a hipdéfise anterior, estimulando a secrecdo de
duas gonadotrofinas, a hormona luteinizante (LH) e a hormona foliculo-estimulante
(FSH), para a corrente sanguinea (Guyton e Hall, 2006; Tate, 2012a). As hormonas
troficas libertadas pela hipofise anterior vao atingir as génadas. Enquanto a LH atua
nas células enddcrinas, promovendo a producao das hormonas esteroides sexuais, a
FSH, juntamente com essas mesmas hormonas, estimula a gametogénese
(Silverthorn, 2010).

As hormonas sexuais exercem numerosos efeitos em todas as partes do
sistema reprodutivo. Adicionalmente, desempenham efeitos de feedback na secrecdo
de GnRH, FSH e LH, fundamentais para a manutencado da homeostasia (Vander et al.,
2001; Sherwood, 2010). Cada ligacdo desta cadeira hormonal é essencial e o0 mau
funcionamento de qualquer um dos seus intervenientes pode comprometer a producao
de hormonas sexuais e a gametogénese (Vander et al., 2001).

1.2. Sistema Reprodutor Masculino

O sistema reprodutor masculino é constituido pelos testiculos, por um sistema
de ductos genitais responsavel pelo transporte de espermatozoides e secrec¢des para
o exterior, por glandulas anexas que contribuem com importantes secrecdes para a
viabilidade e motilidade dos espermatozoides e pelo pénis, 6rgdo copulador capaz de
penetrar e depositar o liquido seminal na vagina (Figura 1) (Jungueira e Carneiro,
2008a; Sherwood, 2010).

Os testiculos, gbnadas masculinas, sdo responsaveis pela espermatogénese e
pela produgdo de testosterona. Estes Orgdos estdo localizados fora da cavidade
abdominal e encontram-se rodeados pelo escroto. Até ao sétimo més do

desenvolvimento intrauterino, os testiculos do feto estéo situados no abdémen. Apoés
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este periodo, ocorre a sua descida, que constitui um aspeto fundamental para a
correta producdo de espermatozoides, uma vez que a espermatogénese requer uma
temperatura inferior a temperatura corporal interna — cerca de 35°C (Vander et al.,
2001). Os testiculos encontram-se rodeados por uma céapsula, designada tunica
albuginea, que da origem a numerosos septos incompletos de colagénio. Estes septos
dividem os testiculos em cerca de 250 a 300 compartimentos denominados lébulos
testiculares, entre os quais estdo presentes os tubulos seminiferos rodeados por
tecido intersticial (Silverthorn, 2010; Young et al., 2013a). Estas duas por¢bes do
testiculo sdo distintas a nivel estrutural e funcional: enquanto o tecido intersticial é
constituido por um tecido conjuntivo frouxo rico em vasos sanguineos e linfaticos,
nervos e células de Leydig, responsaveis pela producdo de testosterona, os tubulos
seminiferos sdo estruturas altamente enroladas onde ocorre a producdo de
espermatozoides, com presenca de células da linha germinativa bem como de células
de Sertoli (Figura 2) (Junqueira e Carneiro, 2008a; Sherwood, 2010).

Ducto

Vaso ejaculatorio
deferente

Vesicula
seminal

Bexiga Uretra

Osso
puibico

Prostata

Glandula
bulbouretral

Epididimo

Pénis Uretra Testiculo

Fig. 1 — Organizagdo anatémica do aparelho reprodutor masculino. A figura mostra o testiculo, o epididimo, o vaso
deferente, ducto ejaculatério, vesicula seminal e glandula bulbouretral apenas de um lado do corpo, apesar de
representarem estruturas pares. Quando o ducto ejaculatério se une a uretra na préstata, ocorre a fusdo do sistema

urinério e reprodutor. Adaptado de Vander et al. (2001).

Os tubulos seminiferos convergem num conjunto de canais, a rede testicular, a
partir da qual cerca de 15 a 20 ductos, designados ductos eferentes, transportam os
espermatozoides para a primeira parte do ducto deferente, também conhecida por
epididimo (Silverthorn, 2010; Young et al., 2013a). O epididimo tem como principal
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funcdo a maturacgéo final dos espermatozoides, onde estes adquirem a capacidade de
movimentacao e de fertilizacdo do ovdcito através de secrecdes proteicas libertadas
por este ducto (Silverthorn, 2010; Tate, 2012a). Contracdes peristalticas do musculo
liso impulsionam os espermatozoides do epididimo para os ductos deferentes, que
servem como local de armazenamento dos gametas masculinos (Figura 2) (Sherwood,
2010). A dltima porcdo dos ductos deferentes vai entroncar com o ducto de uma
glandula anexa, as vesiculas seminais, que se unem para formar o ducto ejaculatério
gue, por sua vez, se projeta na prostata e se une a uretra, proveniente da bexiga.
Outras glandulas anexas, as glandulas bulbouretrais, drenam o seu contetdo para a
uretra, antes da entrada deste canal no pénis (Vander et al., 2001; Sherwood, 2010).

Ductos ;
Testiculo Tubulo
eferentes seminiforo
\  Rede
testicular
Células
Epididme—— / de Leydig
,\\
Ductos do y \
epididimo Septo Célula de
. Sertoli
Lébulo comtibulos
seminiferos enrolaclos
~TX\
Ducto Célula dalinha
deferente germinativa
Tunicaalbuginea
(a) (b)

Fig. 2 — Estrutura do testiculo e do tubulo seminifero. (a) Anatomia geral do testiculo, com corte de modo a revelar as
estruturas internas; (b) Corte transversal de um tabulo seminifero. As células de Leydig encontram-se no tecido
intersticial. Adaptado de Tate (2012a).

As glandulas anexas referidas anteriormente — vesiculas seminais, préstata e
glandulas bulbouretrais — sdo responsaveis pela producdo de secrecfes essenciais
para a ocorréncia da fecundacao (Figura 1). As vesiculas seminais, produtoras de um
liquido viscoso, (1) fornecem frutose, utilizada como fonte primaria de energia para os
espermatozoides; (2) segregam prostaglandinas responsaveis por estimular a
contracdo do musculo liso no sistema reprodutor masculino e feminino, ajudando ao
transporte dos espermatozoides desde o local de armazenamento até ao local de
fertilizacdo; (3) fornecem cerca de 60% do volume do liquido seminal, que auxilia na
lavagem da uretra ao longo da passagem do esperma e também dilui a massa de
espermatozoides, permitindo que eles se tornem maveis; e (4) segregam fibrinogénio,
um precursor da fibrina, que forma uma rede tridimensional proteica correspondente a
base do coagulo seminal (Sherwood, 2010; Young et al., 2013a). A prostata, que
contribui com cerca de 30% do liquido seminal, (1) segrega um fluido alcalino que

neutraliza as secre¢fes acidicas da vagina (pH entre 3.5 e 4.0), importante para a
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movimentacao dos espermatozoides, que necessitam de um pH entre os 6.0 e 0s 6.5;
(2) produz &cido citrico e zinco, que conferem vantagem do ponto de vista energético,
nutritivo e antibacteriano; (3) fornece enzimas de coagulacdo, que promovem a quebra
do fibrinogénio em mondémeros de fibrina, de modo a manter os espermatozoides na
vagina aquando da retirada do pénis; e (4) liberta enzimas proteoliticas, onde se
destaca o Antigénio Especifico da Prostata (PSA — Prostate Specific Antigen), capazes
de liquefazer o coagulo seminal formado apos a ejaculacao por degradacéo da fibrina,
tornando o liquido seminal mais fluido e permitindo a movimentacdo dos
espermatozoides (Sherwood, 2010; Silverthorn, 2010; Tate, 2012a). As glandulas
bulbouretrais contribuem com menos de 1% para o liquido seminal, sendo apenas
responsaveis pela secrecdo de muco que age como lubrificante durante a relagéo
sexual e ainda neutraliza o ambiente acido da uretra e da vagina (Silverthorn, 2010;
Tate, 2012a). Os compostos especificos de cada uma das trés glandulas anexas do
aparelho reprodutor masculino séo libertados para os ductos genitais e juntam-se aos
espermatozoides apenas no momento da ejaculacdo, através da contracdo do
musculo liso estimulado pelo sistema nervoso, formando, deste modo, o liquido
seminal (Vander et al., 2001; Junqueira e Carneiro, 2008a). Somente 4% do volume

seminal total corresponde a células germinativas (Tate, 2012a).

1.2.1. Espermatogénese

Em todas as células somaticas, a divisdo celular (mitose) resulta na formacéo
de duas células-filhas, cada uma geneticamente idéntica a célula-mde e com um
conjunto completo de cromossomas (células diploides — 2n). Por outro lado, a
producao de células pertencentes a linha germinativa envolve um processo de divisdo
celular designado meiose, também conhecido por gametogénese, que leva a produgéo
de células haploides (n), cada uma delas com uma combinagdo Unica a nivel
cromossomico (Young et al., 2013a).

A producéo de gametas masculinos, denominada por espermatogénese, € um
processo complexo que pode ser dividido em trés etapas principais: proliferacéo
mitGtica, meiose e espermiogénese (Sherwood, 2010). Todas estas fases ocorrem nos
testiculos, mais propriamente nos tubulos seminiferos, apesar da maturacao final dos
espermatozoides ocorrer no epididimo (Young et al., 2013a). Até a puberdade, os
tubulos seminiferos ndo séo funcionais e apresentam células primitivas em baixa
guantidade, condicdo que se altera ap6s essa fase, na qual se inicia a

espermatogénese (Tate, 2012a).
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A primeira etapa comeca com a célula germinativa primordial, a
espermatogonia, situada no compartimento basal do tibulo seminifero, que inicia as
divisbes mitéticas aquando da puberdade (Junqueira e Carneiro, 2008a). As células-
filhas resultantes destas divisbes podem distinguir-se em dois tipos de
espermatogonias: as espermatogoénias tipo A, que se dividem continuamente por
mitose para produzir mais espermatogonias deste tipo e, assim, manter o pool de
células da linha germinativa; e as espermatogoénias tipo B, que sofrem diferenciacéo
ao longo de sucessivos ciclos de divisdo para darem origem aos espermatozoides.
Deste modo, as espermatogonias tipo B sdo sujeitas a novas divisdes mitéticas para
produzir espermatécitos primérios. Antes de se iniciar a segunda etapa da
espermatogénese, 0S espermatécitos primarios migram para o compartimento
adluminal do tubulo seminifero (Junqueira e Carneiro, 2008a; Young et al., 2013a).
Durante a meiose, cada espermatocito primario (composto por 46 cromossomas, cada
um com duas cromatides), através da primeira divisdo meiética, da origem a dois
espermatdcitos secundarios (23 cromossomas com duas cromatides) que, por sua
vez, sofrem a segunda divisdo meibtica e se dividem em quatro espermatides (23

cromossomas com uma cromatide) (Figura 3) (Sherwood, 2010; Tate, 2012a).

it ;
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seminifero raduro
/] Espermaétide em Espermiogénese
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Sertoli Espermatdcito
> secundario
/
- e\ Espermatécito
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basal /
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Fig. 3 — Relagdo das células de Sertoli com as células da linha germinativa em desenvolvimento. A figura representa a
parede do tubulo seminifero. De notar que cada espermatécito primario da origem a quatro espermatozoides. Adaptado
de Sherwood (2010).
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constituintes do espermatozoide: a cabeca, a peca intermédia e o flagelo (Figura 4)
(Vander et al., 2001; Sherwood, 2010). A cabeca do espermatozoide consiste
maioritariamente no nucleo, que resulta de um processo de condensacdo e
alongamento e é composto pela informacéo genética (Vander et al., 2001; Junqueira e
Carneiro, 2008a). A extremidade anterior do nucleo é coberta pelo acrossoma,
formado pela fusdo de vesiculas provenientes do complexo de Golgi, que contém
enzimas hidroliticas libertadas durante a fecundacdo e essenciais para a penetracdo
no ovécito (Sherwood, 2010; Tate, 2012a; Young et al., 2013a). Por outro lado, a
extremidade posterior do nucleo é ocupada por centriolos, que migram para esta zona
e que se alinham paralelamente ao eixo longitudinal do nucleo de modo a alongarem e
formarem o flagelo. Esta estrutura longa é constituida pelo axonema, que consiste em
nove dupletos de microtibulos e um dupleto central rodeados por fibrilas com
proteinas contrateis, capazes de fornecer um movimento em forma de chicote ao
espermatozoide (Vander et al.,, 2001; Junqueira e Carneiro, 2008a; Young et al.,
2013a). Este movimento s6 é possivel devido a presenga de mitocondrias a rodear as
fibrilas na zona da peca intermédia, que geram energia através da producédo de ATP

7

(Figura 4). O citoplasma em excesso € ainda fagocitado pelas células de Sertoli,
obtendo-se, no final da espermatogénese, espermatozoides dispostos a volta do
limen dos tubulos seminiferos com as caudas direcionadas para o centro do limen

(Tate, 2012a; Young et al., 2013a).
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Ao longo das divisbes celulares que ocorrem, as células da linha germinativa

que se vao formando ndo se separam completamente, permanecendo unidas por

pontes citoplasmaticas, apenas quebradas no momento da libertacdo dos

espermatozoides para o limen do tubulo seminifero. Estas ligacdes sao importantes

devido ao facto do cromossoma X conter genes que codificam produtos celulares

essenciais para a espermatogénese. Caso ndo acontecessem estas trocas de

citoplasma, as células da linha germinativa portadoras do cromossoma Y ndo seriam

capazes de sobreviver e de se desenvolver (Junqueira e Carneiro, 2008a; Sherwood,
2010; Young et al., 2013a).

Outro aspeto relevante para a sobrevivéncia das células da linha germinativa
em desenvolvimento é a presenca de células de Sertoli, células epiteliais de grande
tamanho que se encontram lado a lado e que se estendem desde a superficie exterior
do tdbulo até ao limen (Sherwood, 2010; Tate, 2012a). As células de Sertoli
adjacentes ligam-se e d&o origem a zonas de ocluséo que, desta forma, criam um anel
continuo em torno da circunferéncia exterior do tubulo seminifero, contribuindo para a
divisdo desta estrutura em dois compartimentos, jA mencionados anteriormente —
basal e adluminal. O compartimento basal, entre a membrana basal e as zonas de
oclusdo, é composto maioritariamente por espermatogdnias, enquanto o
compartimento adluminal, que comeca nas zonas de oclusdo e engloba o lumen,
recebe espermatdcitos primarios resultantes das divisdes mitdticas e que migram para
esta zona e se associam intimamente com as células de Sertoli (Figura 3) (Vander et

al., 2001; Sherwood, 2010).

As células de Sertoli desempenham, entéo, as seguintes fun¢des fundamentais

para a espermatogénese:

1. As zonas de oclusdo formam a barreira hematotesticular, que impede a
passagem de substancias provenientes do sangue para o interior dos
tubulos seminiferos, tais como toxinas e anticorpos contra 0s gametas
(células diferentes das células somaticas a nivel de antigénios), evitando
uma resposta autoimune por parte do sistema imunitario e garantindo as
condi¢des adequadas para o desenvolvimento destas células (Vander et al.,
2001; Junqueira e Carneiro, 2008a; Young et al., 2013a).

2. Devido ao isolamento das células da linha germinativa, as células de Sertoli
séo as responsaveis pela sua nutricao e sustentacéo (Silverthorn, 2010).

3. As células de Sertoli desempenham uma importante fungdo fagocitaria,

tanto na remoc¢do do excesso de citoplasma aquando da espermiogénese,
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bem como na destruicdo de células germinativas anormais incapazes de
completar a espermatogénese (Sherwood, 2010).

4. As células de Sertoli séo responséaveis pela secre¢édo continua de um fluido
para o limen do tdbulo, o qual transporta os espermatozoides formados até
ao epididimo e sucessivos ductos genitais (Junqueira e Carneiro, 2008a).

5. Um dos componentes segregados pelas células de Sertoli é a Proteina de
Ligacdo de Androgénios (ABP — Androgen-binding Protein), uma proteina
gue, tal como o nome indica, se liga aos androgénios, mais propriamente a
testosterona. Esta ligagdo leva a que seja mantida uma elevada
concentracdo de testosterona no limen, essencial para a producdo e
maturacao das células espermaticas (Vander et al., 2001; Young et al.,
2013a).

6. Estas células atuam como intermediarias entre as células da linha
germinativa e as hormonas — a FSH originada pela hip6fise e a testosterona
proveniente das células de Leydig — que levam a libertacdo de agentes
paracrinos que estimulam a espermatogénese. Adicionalmente, as proprias
células de Sertoli libertam outra hormona, a inibina, que atua por feedback
negativo na producéo de FSH (Vander et al., 2001; Sherwood, 2010).

7. Durante o desenvolvimento fetal, as células de Sertoli segregam também o
fator inibidor de Muller, de modo a promover a regressdo dos canais de
Muller nos fetos do sexo masculino e induzir o desenvolvimento dos canais
de Wolff (Junqueira e Carneiro, 2008a; Sherwood, 2010).

Todo o processo de espermatogénese, desde o inicio da mitose nas
espermatogonias até a libertacdo dos espermatozoides, dura cerca de 64 dias, a uma
taxa média de producdo de 200 milhdes de espermatozoides por dia (Silverthorn,
2010).

1.2.2. Controlo Hormonal

As células neuroendbcrinas do hipotalamo produzem GnRH que vai atuar na
hipofise anterior e estimular a secrecdo de duas hormonas gonadotrdficas, a LH e a
FSH, para a corrente sanguinea (Tate, 2012a). Estas duas hormonas vao atuar nos
testiculos, havendo uma clara separagdo das a¢cbes da FSH e da LH nas gbénadas
masculinas. A FSH tem como alvo as células de Sertoli, de modo a estimular a
secrecdo de agentes paracrinos essenciais para a espermatogénese, como descrito

anteriormente. Por sua vez, a LH liga-se aos seus recetores nas células de Leydig e
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induz a produgéo de testosterona. Para além de todos os efeitos desta hormona a

nivel sistémico, a testosterona atua também a nivel local como agente paracrino,

movendo-se dos espacos intersticiais para os tubulos seminiferos, onde se vai ligar as

células de Sertoli e promover a espermatogénese. Apesar de ndo haver um efeito

direto da LH sobre os tdbulos seminiferos, a sua a¢ao indireta € fundamental, uma vez

gue a testosterona libertada pela acdo da LH é indispensavel para a producdo de

espermatozoides (Figura 5) (Vander et al., 2001).

O sistema de controlo por
feedback da funcdo testicular é
maioritariamente regulado por dois
fatores: testosterona e inibina (Figura
5). A testosterona atua por feedback
negativo na inibicdo da LH de duas
maneiras, sendo 0 efeito
predominante na diminui¢cdo da GnRH
libertada pelo hipotalamo que, por sua
vez, diminui, de forma indireta, a
libertacdo tanto de LH como de FSH
pela hipdéfise anterior. Adicionalmente,
atua de forma direta na hipdfise
anterior, causando uma diminuicdo
seletiva na secrecao de LH. Por outro
lado, a inibina, segregada pelas
células de Sertoli, atua diretamente na
hipéfise anterior, levando a inibicdo
seletiva da secrecéo de FSH. Apesar
de todas estas complexidades, as
guantidades totais de GnRH, LH,
FSH, testosterona e inibina libertadas
e de espermatozoides produzidos sao
relativamente constantes no dia-a-dia
de um homem adulto (Vander et al.,
2001).
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Fig. 5 — Controlo hormonal do sistema reprodutor masculino.
De notar que a FSH atua apenas nas células de Sertoli,
enguanto a LH atua apenas nas células de Leydig. A secregédo
de FSH é inibida maioritariamente pela inibina, uma hormona
segregada pelas células de Sertoli. A secregdo de LH é inibida
maioritariamente pela testosterona, a hormona segregada
pelas células de Leydig. A testosterona, atuando localmente, é
essencial para a espermatogénese. Adaptado de Sherwood
(2010).

Para além da acdo paracrina essencial nos testiculos na promog¢do da

espermatogénese e dos efeitos de feedback negativo sobre o hipotalamo e a hipdfise,

a testosterona é responsavel por muitos outros efeitos (Vander et al., 2001). Antes do
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nascimento, ocorre a producdo de testosterona pelas células de Leydig, estimulada
pela hCG, uma hormona segregada pela placenta e que é estruturalmente semelhante
a LH. A presenca de testosterona nesta fase € responsavel pela masculinizacdo dos
ductos genitais e da genitalia externa bem como pela descida dos testiculos para o
escroto. ApGs o nascimento, deixa de haver uma fonte de estimulacdo e os testiculos
ficam num estado de dorméncia até a puberdade, que ocorre por volta dos 12-14 anos
nos homens (Sherwood, 2010; Tate, 2012a).

A puberdade € iniciada por um aumento da atividade da GnRH, sendo
caracterizada como um periodo de maturacdo do sistema reprodutor, culminando na
maturidade sexual e na capacidade de reproducdo do homem (Sherwood, 2010).
Durante esta fase, a testosterona promove o desenvolvimento dos caracteres sexuais
masculinos primarios, que incluem a capacidade de produzir espermatozoides e o
aumento e diferenciacdo da genitalia masculina. A testosterona também estimula o
desenvolvimento dos caracteres sexuais masculinos secundarios, englobando
mudancas estruturais e comportamentais, tais como os padrdes de distribuicdo e
crescimento do pelo, a textura da pele, alteracdes na laringe, aumento do metabolismo
e desenvolvimento do musculo esquelético e dos ossos (Vander et al., 2001; Tate,
2012a). Ao longo de toda a vida adulta, a secrecdo continua de testosterona é
responsavel pela manutencdo da estrutura da genitdlia masculina, das glandulas
anexas, da espermatogénese e dos caracteres sexuais secundarios, havendo uma
diminuicdo gradual da eficiéncia testicular apés os 45-50 anos de idade (Sherwood,

2010; Tate, 2012a).

13



FCUP
Relatério de Estagio: O Laboratério de Procriagao Medicamente Assistida

1.3. Sistema Reprodutor Feminino

7

O sistema reprodutor feminino € muito mais complexo do que o sistema
reprodutor masculino (Sherwood, 2010). Os ciclos de producdo de gametas, as
interacbes hormonais e as vias de regulacdo por feedback sdo integrantes de um dos
mais complexos sistemas de controlo do corpo humano (Silverthorn, 2010).

O sistema reprodutor feminino pode ser dividido em trés unidades estruturais:
as gonadas, o trato genital e a genitalia externa (Young et al., 2013b). As génadas
femininas correspondem aos ovarios, 6rgaos pares com uma forma eliptica e
responsaveis pela producdo de ovécitos, num processo designado por oogénese, e
pela secrecdo de hormonas sexuais, 0 estrogénio e a progesterona (Sherwood, 2010;
Silverthorn, 2010). Um grupo de ligamentos acoplado aos ovarios € responsavel pelo
posicionamento e suporte destes 6rgdos na cavidade abdominal (Figura 6) (Tate,
2012a). Histologicamente, esta estrutura € coberta por epitélio germinativo, havendo
imediatamente abaixo uma camada de tecido conjuntivo denso, a tlnica albuginea. A
parte mais interna do ovario, correspondente ao cortex, € composta por varios foliculos
em diferentes estados de desenvolvimento distribuidos pelo estroma (Junqueira e
Carneiro, 2008b; Silverthorn, 2010). Na parte mais interna, a medula, esta presente
tecido conjuntivo frouxo contendo vasos sanguineos e linfaticos e também nervos
(Tate, 2012a).

O trato genital € composto pelas trompas de Falopio, pelo Utero e pela vagina
(Figura 6). As trompas de Faldpio, também conhecidas como ovidutos, encontram-se
divididas em 4 partes diferentes a nivel anatdémico (Young et al., 2013b). O infundibulo
€ uma das extremidades da trompa, sendo a sua abertura em forma de funil e situada
préxima do ovario, mas nao fisicamente ligada a este. A rodear esta abertura estdo as
fimbrias, estruturas responsaveis por receber o ovécito libertado pelo ovario para a
cavidade abdominal. Adjacente a esta zona localiza-se a ampola, caracterizada como
a area mais longa e mais ampla da trompa, onde ocorre a fecundacao (Tate, 2012a).
Seguidamente, estédo o istmo e a outra extremidade da trompa que faz a comunicagéo
com o utero, designada por por¢éo intramural (Young et al., 2013b). Histologicamente,
a parede da trompa € constituida por duas camadas de musculo liso rodeadas por
uma camada serosa e com uma camada mucosa interna com um epitélio ciliado.
Enguanto nas duas primeiras zonas predomina a camada mucosa, nas duas ultimas é
0 musculo liso que se apresenta mais evidente (Junqueira e Carneiro, 2008b). As
contracdes peristalticas do musculo liso, juntamente com as secrecdes libertadas pela

camada mucosa e com o movimento dos cilios, movem o ovécito (ou embrido em
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desenvolvimento, no caso de ocorrer fecundacdo) ao longo das trompas em direcao

ao utero (Silverthorn, 2010; Young et al.,, 2013b). Adicionalmente, as secrecdes

desempenham fungdes nutritivas e protetoras em relagdo ao ovécito (Young et al.,
2013Db).

O utero é um Orgdo em forma de pera invertida com cerca de 7 cm de
comprimento e é dividido em trés partes. A parte superior, onde entram as trompas, €
designada por fundo, enquanto a parte principal do Utero corresponde ao corpo, o local
onde ocorre a implantacdo. A zona mais estreita e inferior, que faz a ligacdo ente a
cavidade uterina e a vagina, € referente ao colo do Utero, composto por glandulas
mucosas cuja atividade varia ao longo do ciclo menstrual (Junqueira e Carneiro,
2008b; Tate, 2012a). A parede uterina € composta por trés camadas. A camada
exterior € denominada por perimétrio, formada por tecido conjuntivo (Tate, 2012a).
Seguidamente encontra-se 0 miométrio, camada espessa de musculo liso de grande
importancia durante a gravidez na protecdo do feto e também no momento do parto
(Young et al., 2013b). O endométrio € a camada mais interna e corresponde a mucosa
uterina, podendo ser subdividido em duas camadas, basal e funcional (Figura 6)
(Jungueira e Carneiro, 2008b). A espessura da camada funcional varia ao longo do
ciclo menstrual por influéncia hormonal, havendo ciclos de proliferacdo e outros de
degeneracdo, que resultam num processo conhecido por menstruacao (Silverthorn,
2010). Adicionalmente, as secrecfes libertadas pelo endométrio criam o ambiente
necessario para a implantacdo do zigoto e também para a sua nutricdo (Young et al.,
2013b). De um modo geral, o Utero é responsavel pela implantagcdo e manutencao do
feto ao longo da gravidez, bem como pela sua expulsédo no fim do tempo de gestacdo
(Sherwood, 2010).

O canal que faz a ligacdo entre o Utero e o exterior € a vagina, cuja parede, a
semelhanga das estruturas anteriores, consiste huma membrana interior mucosa e
numa camada exterior muscular rodeadas por uma camada adventicia de tecido
conjuntivo. A camada muscular é composta por musculo liso e contém fibras elasticas,
fator importante para a expansao necesséaria na entrada do pénis durante a relagédo
sexual e também durante o nascimento do feto (Tate, 2012a; Young et al., 2013b). A
membrana mucosa cria uma camada superficial protetora contra a acdo de
microrganismos patogénicos, através da manutengdo do pH &cido da vagina. Para
além disso, ocorre também a lubrificagdo deste canal, necessaria durante a relacéo

sexual (Junqueira e Carneiro, 2008b; Tate, 2012a).

15



Relatorio de Estagio: O Laboratério de Procriagao Medicamente AssFigtil(Jiz

De um modo simplificado, a genitélia externa € composta pelo clitéris, pelos

labios maiores e pelos labios menores, sendo estes Ultimos responsaveis pela

protecdo da abertura externa da vagina e da uretra (Sherwood, 2010). Os labios

maiores derivam do mesmo tecido embrionério que da origem ao escroto no homem,

enquanto os labios menores e o clitéris sdo os homélogos femininos da uretra peniana

e da glande, respetivamente (Vander et al., 2001; Silverthorn, 2010). No entanto, ao

contrario do que acontece no aparelho reprodutor masculino, os ductos reprodutores e

urinarios encontram-se totalmente separados no aparelho reprodutor feminino (Vander
et al., 2001).
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Fig. 6 — Organizag&o anatémica do aparelho reprodutor feminino. A figura apresenta os ovarios, as trompas, o Utero e a
vagina, bem como os ligamentos de apoio. As trompas, o0 Utero e a vagina apresentam cortes transversais para
demonstrar a anatomia interna. Adaptado de Tate (2012a).

Resumindo, as principais fun¢cdes desempenhadas pelo sistema reprodutor
feminino sdo 1) produgdo de ovocitos; 2) produgcdo de hormonas; 3) rececdo dos
espermatozoides; 4) transporte e fornecimento de um ambiente adequado aos
gametas para ocorréncia de fertilizacdo; 5) manutencdo e nutricdo do feto em
desenvolvimento; 6) expulsdo do feto no momento do parto; e 7) nutricdo do recém-
nascido apds o seu nascimento por produgéo de leite nas glandulas mamarias, um
processo conhecido por lactagdo (Sherwood, 2010; Young et al., 2013b).

1.3.1. Oogénese

A producdo de gametas femininos, conhecida como oogénese, corresponde a

formacdo de ovdcitos, e contrasta em VAarios aspetos com a espermatogénese
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(Sherwood, 2010). Este processo tem inicio na vida fetal onde, por volta do quinto més
de gestacao, células germinativas primordiais, as oogodnias, se dividem por mitose,
dando origem a cerca de 6 a 7 milhdes de oogolnias. A partir deste momento, a
proliferacdo mitética para, ndo havendo mais formacdo de células germinativas
(Sherwood, 2010; Silverthorn, 2010). Ainda durante o desenvolvimento embrionario
ocorre 0 inicio da primeira divisdo meidtica, que para em profase | e leva a passagem
das oogodnias a ovodcitos primarios. Por ter ocorrido replicacdo do DNA, estas células
contém 46 cromossomas, cada um deles com duas cromatides (Vander et al., 2001;
Tate, 2012a). Os ovQcitos primarios constituem, assim, o pool de gametas femininos
no momento do nascimento, encontrando-se cerca de 2 milhfes destas células
disponiveis nos ovarios. Até a puberdade, ocorre a reducao destes valores para 300 a
400 mil, uma vez que todos os ovocitos que retomem o desenvolvimento sem a
presenca de hormonas, ou seja, antes da puberdade, morrem por um processo

degenerativo chamado atresia (Junqueira e Carneiro, 2008b; Tate, 2012a).

Os ovocitos primarios permanecem no estado de paragem meidtica durante
anos, até estarem preparados para se voltarem a dividir, a partir da puberdade.
Mesmo antes da ovulacdo, o ovOcito primario retoma a divisdo e completa a primeira
divisdo meibtica, criando duas células-filhas possuindo 23 cromossomas com duas
cromatides cada. Contudo, uma das células-filhas, o ovocito secundario, retém a
maioria do citoplasma rico em nutrientes e organelos importantes para a sua
viabilidade, enquanto a outra, designada por 1° glébulo polar (GP), apresenta uma
célula ndo funcional de pequeno tamanho. O ovdcito secundario inicia a segunda
divisdo meidtica, parando em metafase Il (MIl) (Sherwood, 2010; Tate, 2012a). A
conclusao desta divisdo ocorre apenas no caso de fertilizacdo. Para tal, o ovario tem
de libertar o ovocito secundario num processo designado ovulagdo, de modo a ocorrer
a penetracdo por parte de um espermatozoide (Silverthorn, 2010). Como resultado da
segunda divisdo meibdtica, as células-filhas recebem 23 cromossomas com uma
crométide cada. A semelhanca da divisdo anterior, forma-se uma célula, designada
pré-zigoto, que contém a maioria do citoplasma, e outra célula, o 2° GP, também de
pequeno tamanho e ndo funcional (Vander et al., 2001). Caso a fertilizagdo ndo ocorra,
a meiose nunca se completa e o ovocito acaba por se desintegrar. A oogénese €,
entdo, um processo que origina apenas uma ceélula gamética a partir de um ovécito

primario (Silverthorn, 2010).
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1.3.2. Desenvolvimento Folicular

ApGs o inicio da primeira
divisAo meibtica, o ovocito

primario € coberto por uma

camada de células foliculares

achatadas, designadas por
células da granulosa,
constituindo deste modo o

foliculo primordial (Young et al.,
2013b). Os foliculos primordiais
sdo convertidos em foliculos
primarios quando o ovdcito
aumenta de tamanho e as
células da granulosa se dividem
por mitose, aumentando em
tamanho e formando uma Unica
camada de células cuboides
(Jungueira e Carneiro, 2008b).
Subsequentemente, uma
camada homogénea densa de

glicoproteinas e proteoglicanos,

a zona pellcida (ZP),
desenvolve-se entre o ovocito e
as células da granulosa,

estruturas que contribuem para

Foliculo
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o
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Fig. 7 — Desenvolvimento folicular e ovocitario. Tipos de foliculos

ovaricos, desde o primordial até ao maduro. Adaptado de Tate (2012a).

a sua formacgéo. As células da granulosa continuam a proliferar, dando origem a vérias

camadas, havendo ainda o desenvolvimento de uma camada externa, a teca. Estas

modificacbes culminam na formacdo do foliculo secundario pré-antral (Figura 7)
(Sherwood, 2010; Young et al., 2013b).

Devido a influéncia hormonal, as células foliculares libertam secre¢bes que

formam pequenos espacos preenchidos por fluido e que se unem para formar uma

cavidade, o antro folicular (Sherwood, 2010). Na zona periférica do foliculo, a teca

divide-se em duas camadas, as tecas interna e externa. Apos as alteragbes descritas

surge o foliculo antral (Junqueira e Carneiro, 2008b). Ao longo do desenvolvimento,

um dos foliculos antrais cresce muito mais do que os outros, tornando-se dominante e

originando o foliculo maduro ou de Graaf (Sherwood, 2010). Este foliculo é
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caracterizado por um antro que ocupa a maioria do espaco disponivel. No seu interior,
encontra-se um ovécito em posicdo excéntrica — que retoma a divisdo meidtica —
rodeado pela ZP e por uma camada de células da granulosa, que constituem a coroa
radiata (Figura 7) (Young et al., 2013b). Esta estrutura mantém-se presa a parede do
foliculo por um pequeno espessamento de células da granulosa, o cumulus oophorus
(Junqueira e Carneiro, 2008b). O aumento da presséo criada pelo liquido folicular,
juntamente com enzimas libertadas pelas células foliculares, leva a ovulagéo,
caracterizada como a rutura da parede do ovario e consequente libertagcdo do
complexo cumulus-ovécito (CCO) para a entrada da trompa (Sherwood, 2010). Apés a
ovulacdo, as células que restam do foliculo séo transformadas no corpo liteo (ou
corpo amarelo). Caso nao ocorra gravidez, o corpo liteo degenera apés 10 a 12 dias,
formando o corpo albicans (ou corpo branco) que acaba por desaparecer (Tate,
2012a).

A partir do momento em que um foliculo inicia 0 seu desenvolvimento, s6 tem
dois destinos possiveis: ou alcanca a maturidade e sofre ovulacdo ou entdo degenera
por atresia. Até a puberdade, todos os foliculos que se desenvolvem sofrem atresia
ainda nas primeiras fases devido a auséncia de hormonas, tal como descrito
anteriormente no caso dos ovocitos. Dos cerca de 300 a 400 mil ovécitos disponiveis
na puberdade, apenas 400 irdo ser ovulados, ou seja, 99,97% sofrem atresia. Quando
a mulher atinge a menopausa restam apenas alguns foliculos primarios, ocorrendo a

cessacao da capacidade reprodutiva da mulher (Sherwood, 2010).

1.3.3. Ciclo Menstrual e Regulacdo Hormonal

O aparelho reprodutor feminino produz gametas em ciclos mensais, numa
média de 28 dias. Estes ciclos sdo desighados por ciclos menstruais, uma vez que sao
marcados por um periodo de descarga sanguinea via (tero conhecida por

menstruagdo, que marca o dia 1 do ciclo (Figura 8) (Silverthorn, 2010).

O ciclo menstrual consiste em mudancgas periddicas que ocorrem no ovario —
alteracdes nos foliculos para a producdo de ovécitos secundarios — e no utero —
preparacdo do endométrio para a implantacdo — de uma mulher sexualmente madura,
gue dividem o ciclo menstrual em ciclo ovarico e ciclo uterino, respetivamente (Figura
8) (Silverthorn, 2010; Tate, 2012a). A semelhanca do que acontece no aparelho
reprodutor masculino, o ciclo menstrual é regulado por varias hormonas: a GnRH

libertada pelo hipotdlamo vai atuar sobre a hipdfise anterior e levar a libertagcdo de
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FSH e LH que, por sua vez, vao atingir os ovarios e levar a que estas gonadas
produzam estrogénio, progesterona e ainda inibina (Silverthorn, 2010).

1.3.3.1. Ciclo Ovérico

O ovario possui duas estruturas capazes de produzir hormonas: as células da
granulosa, que segregam estrogénio durante a primeira metade do ciclo, e o corpo
lateo, que liberta progesterona e também algum estrogénio na segunda metade do
ciclo, dividindo o ciclo ovéarico em fase folicular e fase lutea, respetivamente (Figura 8)
(Vander et al., 2001).

A fase folicular inicia-se com o desenvolvimento de foliculos pré-antrais
selecionados pelo aumento da FSH no final do ciclo anterior (Vander et al., 2001). As
gonadotrofinas, produzidas em baixa quantidade sob acdo da GnRH, sdo ambas
necessdrias para a producdo de estrogénios, mas atuam em diferentes células-alvo
(Sherwood, 2010). A LH estimula as células da teca a produzirem androgénios a partir
do colesterol, que se difundem para as células da granulosa onde, por acdo da FSH,
sdo convertidos em estrogénios (Tate, 2012a). A FSH estimula ainda a formacéo e
crescimento do antro e a proliferacdo de células da granulosa. Adicionalmente, ao
longo do desenvolvimento do foliculo, ha producdo de mais estrogénio, uma vez que
cada vez mais células da granulosa sdo também produzidas, acabando esta hormona
por desempenhar uma acao paracrina (Vander et al., 2001).

O aumento dos niveis de estrogénio, juntamente com a producdo de inibina
pelos foliculos, cria um mecanismo de feedback negativo (Tate, 2012a). O estrogénio
atua na inibicdo das gonadotrofinas de duas maneiras, sendo o efeito predominante na
hipofise anterior, que leva a diminuicdo direta da FSH. Atua ainda na diminuicdo da
GnRH libertada pelo hipotdlamo que, por sua vez, provoca um decréscimo na
secrecdo de FSH e LH (em menor quantidade). A inibina inibe preferencialmente a
FSH ao atuar na hipofise anterior (Sherwood, 2010). O decréscimo nos valores de
FSH provoca a atresia de todos os foliculos em desenvolvimento, excetuando o
foliculo mais maduro de todos, o chamado foliculo dominante. Este foliculo ndo sofre
atresia devido ao facto de possuir uma maior sensibilidade a FSH por aumento dos
recetores para esta hormona nas células da granulosa, bem como pelo surgimento de
recetores para a LH nestas células, passando a ser estimulado por ambas as
hormonas gonadotréficas (Vander et al., 2001).
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Ao ser atingido o final da fase folicular, conhecido como periodo pré-ovulatorio,

0s niveis de estrogénios atingem um pico, passando a desempenhar um feedback

positivo que leva a que, juntamente com a progesterona que comeca a ser formada,

haja um pico de LH 36 horas antes da ovulacdo. Este pico € essencial para o

amadurecimento do ovécito e para a ovulagdo, visto que promove a secrecdo de

enzimas proteoliticas (como a colagenase) e de prostaglandinas, que provocam a

rutura da parede do foliculo e contracées nas células mioepiteliais, respetivamente,

resultando na saida do CCO do ovario. Contribui ainda para a luteinizacao das células
do foliculo ovulado (Silverthorn, 2010; Tate, 2012a).

Apo6s a ovulacdo, 18 horas depois do pico de LH, os niveis de estrogénio
diminuem consideravelmente e inicia-se a fase latea. A luteinizacdo é caracterizada
por alteragdes bioquimicas e morfolégicas nas células que permanecem no ovario e
gue levam a formacao do corpo luteo, responsavel pela producdo de progesterona e
também de estrogénio (em menor quantidade), sob a influéncia da LH (Silverthorn,
2010). O aumento dos niveis de progesterona e estrogénio, que atingem o nivel
maximo ao 21° dia do ciclo, levam a um efeito de feedback negativo no hipotalamo e
na hipofise anterior, levando a diminuicdo dos niveis de GnRH, FSH e LH (Sherwood,
2010; Tate, 2012a). Adicionalmente, a inibina produzida pelo corpo lateo tem também
uma acao de feedback negativo sob a FSH (Vander et al., 2001). A inibicdo sob as
hormonas gonadotréficas impede que haja nova maturacdo folicular nesta fase
(Sherwood, 2010).

Ao longo da fase lutea, o corpo luteo liberta hormonas que preparam o
aparelho reprodutor feminino para uma possivel gravidez (Silverthorn, 2010). Se
ocorrer fertilizacdo e implantacdo, a placenta que se desenvolve segrega uma
hormona com uma agdo semelhante a LH, a gonadotrofina coridnica humana (hCG —
human chorionic gonadotropin), que impede que o corpo liteo degenere. Como
consequéncia, os niveis de estrogénio e progesterona ndo baixam e a menstruacao
ndo ocorre (Tate, 2012a). Por outro lado, caso ndo ocorra implantagdo, o corpo lateo,
duas semanas apos a sua formacgédo, degenera devido a diminuicdo dos niveis de LH
em circulagdo e d& origem ao corpo albicans. Esta degeneracdo provoca uma queda
nos niveis de progesterona e estrogéenios, levando a remogéo dos efeitos inibitorios e
a um novo aumento da secrec¢do das gonadotrofinas, por volta do 26° dia do ciclo, que
culmina com a inducdo do desenvolvimento e maturagdo de um novo conjunto de
foliculos, que irdo iniciar uma nova fase folicular e, consequentemente, um novo ciclo

menstrual (Figura 8) (Sherwood, 2010).
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1.3.3.2. Ciclo Uterino

As variacOes ciclicas do estrogénio e da progesterona produzidas durante o
ciclo ovérico véo provocar alterag@es significativas ao nivel do utero, dando origem ao
ciclo uterino. As duas camadas principais do utero, 0 miométrio e o endométrio, séo 0s
grandes alvos das hormonas ovaricas, cuja ac¢ao divide o ciclo uterino em trés fases:
fase menstrual, fase proliferativa e fase secretora (Sherwood, 2010). A fase folicular
ovarica coincide com as fases menstrual e proliferativa uterinas, enquanto a fase lutea
do ovério corresponde a fase secretora uterina (Figura 8) (Vander et al., 2001).

A fase menstrual tem a duragéo de cerca de 5 a 7 dias e é caracterizada pela
degeneracdo e descamacdo da camada funcional do endométrio, altamente
vascularizada e rica em nutrientes, resultando no fluxo menstrual. A queda nos niveis
de estrogénio e progesterona, por degeneracdo do corpo lateo, levam a
vasoconstricdo dos vasos sanguineos uterinos, diminuindo o fornecimento de oxigénio
e nutrientes as células do endométrio (Vander et al., 2001). Esta privagéo resulta,
entdo, na morte celular e descamacédo do endométrio, a excecdo da camada basal,
responsavel pela regeneracdo do endométrio nas fases seguintes. Adicionalmente,
ocorrem ainda contracdes ritmicas do miométrio, de modo a expelir o sangue e 0s
fragmentos de endométrio presentes na cavidade uterina através da vagina
(Sherwood, 2010). Tanto a vasoconstricdo como as contracdes uterinas sdo reguladas
pelas prostaglandinas produzidas pelo endométrio em resposta a queda das hormonas
ovéricas (Vander et al., 2001). Esta sucessdo de eventos s6 ocorre caso nhao se
verifique fertilizacdo do ovécito e implantacdo do embrido (Junqueira e Carneiro,
2008b). Caso haja gravidez, tal como j& foi explicado, os valores das hormonas

ovaricas mantém-se, impedindo a menstruacao (Tate, 2012a).

Apoés a fase menstrual, o endométrio esta pronto para iniciar uma nova fase de
diviséo e reconstrugéo, designada por fase proliferativa, que tem a duragdo média de
10 dias entre o fim da menstruacdo e a ovulacdo (Junqueira e Carneiro, 2008b).
Quando a menstruacdo termina, o endométrio possui apenas cerca de 0,5 mm de
espessura. O inicio da fase proliferativa coincide com o desenvolvimento folicular que
da origem a grandes concentracdes de estrogénios em circulacdo (Figura 8). E esta
hormona ovérica que estimula a reparacdo e proliferagdo das células epiteliais,
glandulas e vasos sanguineos no endométrio, resultando num aumento de espessura
para cerca de 5 mm (Sherwood, 2010). Estas alteracdes fornecem nutrientes e
oxigénio ao endométrio, preparando-o para uma possivel gravidez. Adicionalmente, o

estrogénio induz a sintese de recetores para a progesterona nas células uterinas e
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também provoca contracbes do miométrio que favorecem o movimento dos
espermatozoides ao longo da cavidade uterina. Para além disso, leva ainda a
formacdo de um muco cervical aquoso e abundante, de modo a facilitar a passagem
dos espermatozoides ao longo do colo do utero (Silverthorn, 2010).
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Fig. 8 — Ciclo Menstrual. Relagdo entre as alterag6es no ciclo ovérico e no ciclo uterino durante o ciclo menstrual de 28
dias. Adaptado de Silverthorn (2010).

A fase secretora tem inicio apos a ovulacéo e dura cerca de 14 dias (Figura 8)
(Young et al., 2013b). Sob a influéncia da progesterona produzida pelo corpo Iluteo
(formado na fase lutea do ciclo ovarico), o endométrio sofre um aumento de espessura

e ocorrem alteracbes a nivel vascular e secretor, desenvolvendo um ambiente
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favoravel para a implantagdo (Sherwood, 2010). Deste modo, 0s vasos sanguineos
aumentam em numero e tamanho e as glandulas tornam-se altamente secretoras de
substancias ricas em glicogénio e lipidos, transformando o estroma uterino em fonte
de nutricdo para o embrido (Vander et al., 2001; Tate, 2012a). Outro papel importante
da progesterona é inibir as contragbes musculares do miométrio, que poderiam
interferir com a implantacdo do embrido (Junqueira e Carneiro, 2008b). Para além
disso, a progesterona causa ainda o espessamento do muco cervical, formando uma
espécie de tampdo que previne a passagem tanto de bactérias como de
espermatozoides para o Utero, protegendo o embrido em desenvolvimento no caso de
gravidez (Silverthorn, 2010). Se nao ocorrer fertilizacdo e implantacao, o corpo lateo

degenera e inicia-se um novo ciclo menstrual (Sherwood, 2010).

A semelhanca do que acontece no aparelho reprodutor masculino, as
hormonas sexuais, para além de interferirem em todo o processo reprodutivo, sao
também responsaveis pela manifestacdo dos caracteres sexuais. O estrogénio
controla o desenvolvimento dos caracteres sexuais primarios, mas também dos
caracteres sexuais secundarios mais evidentes: genitalia externa, desenvolvimento
dos seios e 0 padrdo de distribuicdo de gordura. Outros tracos sexuais secundarios
sdo, no entanto, controlados por androgénios produzidos no cortex da supra-renal:
crescimento dos pelos pubicos e axilares (Vander et al., 2001; Silverthorn, 2010).

1.4. Transporte de Gametas e Fertilizacdo

A reprodugcdo no Homem implica a unido dos gametas masculino e feminino.
Para tal, € necessario a deposi¢cdo de sémen na vagina através do ato sexual, também
conhecido como relagdo sexual, coito ou copulagdo. Durante a relacdo sexual, ocorre
a erecdo, na qual o pénis se torna mais rigido e dilata de modo a permitir a entrada na
vagina, e a ejaculagdo, caracterizada pela libertacdo do liquido seminal dos ductos

masculinos para o trato genital feminino (Sherwood, 2010).

Apo6s deposicdo dos espermatozoides na vagina no momento da ejaculacgao,
estes tém de percorrer o caminho desde o canal cervical, passando pelo Utero e pelas
trompas de Falopio, até atingirem a ampola. A execucdo deste percurso sO é possivel
gracas a capacidade de movimentacdo dos espermatozoides e as contracdes do

musculo liso dos canais genitais femininos provocadas pelos altos niveis de estrogénio
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mesmo antes da ovulagdo, pela oxicitina libertada pela hip6fise posterior e ainda pelas
prostaglandinas contidas no liquido seminal (Sherwood, 2010; Tate, 2012a).

O primeiro e também maior obstaculo no percurso dos espermatozoides € o
canal cervical, onde ocorre uma reducdo da ordem das centenas de milhGes para
apenas algumas centenas de espermatozoides a atingirem a trompa (Silverthorn,
2010). Tal como mencionado anteriormente, 0 muco cervical torna-se aquoso apenas
guando os niveis de estrogénio sdo altos, permitindo a passagem dos gametas
masculinos (Vander et al., 2001). Esta passagem € bastante importante, pois permite
gue os espermatozéides completem o seu processo de maturacdo, chamado de
capacitacdo, onde adquirem a capacidade de fecundacdo do ovécito (Silverthorn,
2010). Ocorre, entdo, a remocdo e a modificacdo de proteinas da membrana
plasmatica, que leva a exposicdo de recetores na cabeca do espermatozoide
importantes para a fecundagdo, bem como a diminuicdo da estabilidade das
membranas do espermatozoide e do acrossoma (Tate, 2012a). Para além disso,
adquirem ainda um aumento da velocidade e da amplitude do movimento flagelar,
designada por hipermotilidade (Speroff, 1999a).

No momento da ovulacao, verifica-se a libertacdo do ovécito para a cavidade
peritoneal, de modo a ser captado pelas fimbrias. No interior da trompa, €
impulsionado por movimentos peristalticos e ciliares até a ampola (Vander et al.,
2001). Contudo, a fertilizacdo deve ser até 24 horas ap6s ovulacao, periodo no qual o
ovacito é viadvel. O espermatozoide, por outro lado, pode sobreviver entre 48 horas até
5 dias no trato genital feminino (Sherwood, 2010). Para a fertilizacdo ser bem-
sucedida, a relacdo sexual tem de ocorrer entre 5 dias antes até 1 dia depois da
ovulacdo (Tate, 2012a). Caso isto ndo se verifiqgue, o ovdcito degenera, sendo
posteriormente fagocitado (Sherwood, 2010). O encontro ao acaso dos dois gametas é
possivelmente mediado por quimiotaxia, através de substancias libertadas pelo CCO
(Silverthorn, 2010).

A fertilizagdo pode ser dividida em duas partes: (1) penetracdo do
espermatozoide nas camadas gque rodeiam o ovdcito e (2) contacto e fusdo do ovdcito
e do espermatozoide. Na primeira parte, o espermatozoide penetra através da coroa
radiata gracas a hipermotilidade adquirida anteriormente (Tate, 2012b). Ap6s a
passagem destas camadas de células, o espermatozoide atinge a ZP e sucede-se a
ligacéo de recetores da membrana plasmatica do espermatozoide — a proteina fertilina
— a recetores na camada externa da ZP do ovdcito — a glicoproteina ZP3 (Sherwood,

2010). Esta ligacdo desencadeia a chamada reacdo acrossomica, que leva a quebra
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da membrana do acrossoma e consequente libertacdo e ativacdo de enzimas
digestivas nele contidas, digerindo a ZP localmente e permitindo ao espermatozoide o
avanco ao longo deste revestimento (Vander et al., 2001; Tate, 2012b). Uma das
enzimas libertadas € a hialuronidase, responséavel pela digestdo das ligacdes entre as
células da coroa radiata (Guyton e Hall, 2006). Outra das enzimas é a acrosina, que
leva a digestdo da ZP, permitindo o contacto do espermatozoide com a membrana do
ovocito e, consequentemente, o inicio da segunda parte da fertilizagdo (Speroff,
1999a).

O contacto da membrana da cabeca do espermatozoide com a membrana do
ovocito provoca a fusdo de ambas as membranas, promovendo a entrada do
espermatozoide no citoplasma do ovdcito (Figura 9) (Silverthorn, 2010). Durante este
processo, todo o espermatozoide, incluindo a cauda, entra no ovécito (Ramalho-
Santos, 2011). Esta fusdo desencadeia o aumento intracelular de Ca®" no citoplasma
do ovdcito, provocando duas acdes importantes para o sucesso da fertilizacdo
(Sherwood, 2010). Uma das acdes € o bloqueio da polispermia, caracterizado por
uma reac&o quimica por influéncia do Ca?*, designada por reac&o cortical (Silverthorn,
2010). Nesta reacdo, ha a exocitose das enzimas contidas nos granulos corticais
localizados na zona cortical do ovécito. Estas enzimas difundem-se para a ZP,
originando o endurecimento desta camada e também a inativacdo dos recetores ZP3
que, conjuntamente, impedem a ligacdo e a entrada de mais do que um
espermatozoide no ovdcito (Vander et al., 2001; Sherwood, 2010). Para além disto, o
Ca?* desencadeia a ativacdo do ovécito, que leva a uma sequéncia de eventos que
culminam com a conclusao da fertilizacao e a formacéo do zigoto (Sherwood, 2010). O
primeiro passo € a conclusdo da segunda divisdo meibética por parte do ovécito, que
forma o 2° GP e o pronucleo feminino. Entretanto, a cromatina do nucleo haploide do
espermatozoide descondensa-se e forma o prondcleo masculino (Speroff, 1999a;
Tate, 2012b). Seguidamente da-se a migracdo para o centro da célula e a fusdo dos
dois pronucleos, cada um com um conjunto de 23 cromossomas, completando a
fertilizacdo e restaurando o numero diploide de cromossomas necessario para o
desenvolvimento de um novo individuo (Vander et al., 2001). Apés a fusdo e formagéo
do fuso acromatico, o zigoto fica preparado para a primeira divisdo mitética (Figura 9)
(Silverthorn, 2010).
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Fig. 9 — Fertilizagcdo: contacto e fuséo do ovdcito e do espermatozoide. A figura representa, de modo simplificado, os
acontecimentos desde que as membranas de ambos os gametas se fundem até ao momento de fusdo dos pronicleos

masculino e feminino para formarem o zigoto. Adaptado de Moore et al. (2004).

1.5. Transporte do Zigoto e Implantacéo

O inicio das divisGes mitéticas do zigoto ocorre cerca de 18 a 36 horas apés
fertilizacdo, levando a formagdo de duas células. Essas duas células voltam a dividir-
se para dar origem a quatro células que, por sua vez, geram oito células e assim por
diante (Figura 10) (Tate, 2012b). As divisdes continuam, num processo denominado
por clivagem, até atingirem um estado de 12 a 16 células, chamadas blastémeros
(Vander et al., 2001; Young et al., 2013b). Nesta fase, cada uma destas células é
considerada totipotente, ou seja, possuem a capacidade de desenvolver um individuo
completo (Tate, 2012b). Cerca de 3 a 4 dias apos fertilizacdo, é obtida uma massa
sblida de 12 a 32 células, designada por morula (Figura 10). Comeca, entdo, a
verificar-se um fenbmeno — compactagdo — no qual os blastbmeros se modificam e
formam uma massa compacta mediada por juncdes intercelulares (Moore e Persaud,
2004).
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Todas estas modificagbes descritas até ao 4° dia apdés a formacédo do zigoto
ocorrem na trompa (Sherwood, 2010). Depois da fertilizacdo, o zigoto é transportado
ao longo da trompa gragas ao fluxo de liquido criado pelas células secretoras em
conjunto com o batimento dos cilios em direcdo ao utero (Guyton e Hall, 2006).
Surgem ainda contrag@es fracas da musculatura da trompa, por acdo do estrogénio
(Vander et al.,, 2001). Adicionalmente, o istmo encontra-se contraido, impedindo a
passagem para o Utero. S6 quando ocorre a subida dos niveis de progesterona,
segregada pelo corpo liteo, é que esta estrutura é capaz de relaxar e permitir a
entrada do embrido em desenvolvimento na cavidade uterina (Guyton e Hall, 2006).
Este atraso temporario € fundamental para permitir a chegada do embrido em
desenvolvimento a um limen uterino rico em nutrientes e capaz de suportar o zigoto
até ao momento da implantacdo. Uma chegada prematura da mérula pode provocar a

sua morte (Sherwood, 2010).
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interna : 4 \ N

NZ O 1 &9

4 X

..)»

A b g
LA

. )
- g3 Glébulos

polares
Fertilizagéo

7 Ovécito
P 4 secundario

>z . .

Trofoectoderme Q

/

\ Ovulagéo
| Implantag&o Ovario
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Fig. 10 — Estados iniciais do desenvolvimento desde a fertilizacdo até a implantagdo. O ovécito fertilizado divide-se
progressivamente por clivagem até produzir uma mérula que, por sua vez, se torna um blastocisto & medida que se
move do local de fertilizagdo na trompa até ao local de implantag&o no Utero. O évulo e o blastocisto apresentam cortes
transversais para possibilitar a visualizacdo da organizagdo interna. As estruturas ndo se encontram a escala.
Adaptado de Sherwood (2010).

Enguanto o embrido se encontra a flutuar na cavidade uterina, continua a ser
submetido a divisbes celulares até atingir o estado de blastocisto (Vander et al.,
2001). Nesta fase, as células acabam por sofrer diferenciacdo, passando a ser
referidas como pluripotentes (Tate, 2012b). O blastocisto surge, entdo, quando se

inicia a formag&o de uma cavidade preenchida por liquido, o blastocélio, no centro da
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massa celular, rodeado por uma camada periférica de blastdémeros, o trofoblasto,
responsavel pela origem dos anexos embrionarios (Tate, 2012b; Young et al., 2013b).
Num dos poélos do blastocisto, esta ainda presente a chamada massa celular interna
(MCI), que posteriormente dara origem ao feto (Figura 10) (Vander et al., 2001). Por
esta altura, o blastocisto adquire o dobro do tamanho e a ZP torna-se mais fina (Young
et al., 2013b). Deste modo, estao reunidas as condi¢cdes necessarias para ocorrer a
eclosdo e a implantacdo num endométrio que atingiu a espessura e a atividade
secretora maximas, sob influéncia hormonal da progesterona e estrogénios (Tate,
2012b).

Por volta do sétimo dia apds fertilizacdo, o blastocisto vai sofrer implantacdo
(Tate, 2012b). A implantacdo é caracterizada pela adesdo do embrido ao epitélio
endometrial, seguida pela penetracdo na mucosa uterina (Junqueira e Carneiro,
2008b). Este processo consiste em 3 etapas: aposicdo, adesado e invasdo (Speroff,
1999a). A implantacdo €é marcada inicialmente pela aposicdo, ou seja, 0
direcionamento do blastocisto para a parede posterior do Gtero. Para tal, o blastocisto
gque permanece na cavidade uterina durante 2 a 3 dias tem de libertar-se da ZP
(Speroff, 1999a). A segunda etapa — adesdo — é mediada por citocinas e envolve
moléculas de adesdo, onde estdo incluidas as integrinas, que tornam o blastocisto
mais pegajoso e facilitam este processo (Speroff, 1999a; Sherwood, 2010). A adesao
ao epitélio uterino ocorre com a MCI dirigida para o endométrio (Figura 11a) (Vander
et al., 2001).

Mucosa uterina
(endométrio)

Epitélio
endometnial

Microvilosidades

>
\ L/ \
"‘ | : | A % _/ 3 \
Trofoblasto——# + Massa celular ... Origem dos

! Blastocélio ¥ v * interna Origem do anexos
: ' 4 . » g 18 - : .
\ /' Cavidade \ / embrido embrionarios
¥ uterina e

Massa celular
interna

Trofoblasto

(a) (b) (c)

Fig. 11 — Etapas da implantag&o. (a) Adesdo — o trofoblasto adere ao epitélio endometrial com a MCI direcionada para
a parede uterina. (b) Invaséo inicial — surgem microvilosidades na superficie do trofoblasto, que invadem o endométrio;
(c) Invasdo — o embrido comega a penetrar na mucosa uterina e a invadir as camadas mais profundas da parede
uterina. Adaptado de Speroff (1999).

A medida que o blastocisto entra em contacto préximo com o endométrio,
comecgam a surgir microvilosidades na superficie do trofoblasto que d&o inicio a
terceira fase da implantacdo, a invasdo (Figura 11b) (Speroff, 1999a). Esta etapa

ocorre por degradacdo da matriz intracelular sob agdo de enzimas proteoliticas
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libertadas pela MCI (Sherwood, 2010). A partir do momento em que a matriz sofre lise,
o0 embrido consegue mover-se através do endométrio, penetrando nas camadas mais
profundas da parede uterina (Figura 11c) (Speroff, 1999a). O sucesso da implantacao,
para além de necessitar de todas estas etapas, esta dependente da supressdo da
resposta imune materna por parte de compostos libertados pelo trofoblasto
(Sherwood, 2010).

Quando a implantacao é completada — cerca de 10 dias apoés fertilizacdo — o
embrido encontra-se imerso num endométrio que lhe providencia protecéo e nutricao
(Junqueira e Carneiro, 2008b). Contudo, este sistema é adequado a nutricdo do
embrido apenas durante as primeiras semanas (Vander et al., 2001). Para sustentar o
desenvolvimento do embrido/feto durante a sua vida intrauterina, é desenvolvido um
orgdo especializado nas trocas fisioldgicas entre a méde e o embrido/feto, a placenta
(Young et al., 2013b). Este 6rgao é formado por uma parte fetal e uma parte materna,
possuindo, deste modo, a contribuicdo de células derivadas de dois individuos
geneticamente diferentes. Para além disso, a placenta é também considerada um
orgao enddcrino, estando envolvida na producdo de hCG, estrogénios e progesterona
(Jungueira e Carneiro, 2008b). Durante os dois primeiros meses de gravidez, as altas
concentracdes das hormonas ovaricas sdo suportadas pelo corpo lateo. No final deste
periodo, a hCG, responséavel pela manutencdo do corpo luteo, deixa de ser produzida
e leva a degeneracdo desta estrutura. Deste modo, o estrogénio e a progesterona
passam a ser produzidos pela placenta (Tate, 2012b). Os niveis elevados destas
hormonas séo essenciais & manutencdo da gravidez bem como a inibicdo por
feedback negativo da GnRH e das gonadotrofinas, impedindo um novo

desenvolvimento folicular até ao final da gravidez (Silverthorn, 2010).

Desde o periodo de fertilizacdo até a oitava semana de desenvolvimento, o
novo ser humano em formagédo é designado por embrido. Desde este periodo até ao
nascimento é denominado por feto (Tate, 2012b). A gravidez termina com o parto e
nascimento entre as 38 e as 40 semanas de gestacdo, impulsionado por contra¢des

ritmicas do Utero que empurram o feto para o exterior (Silverthorn, 2010).
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2.Infertilidade

2.1. Conceitos e Epidemiologia

7

A infertilidade é reconhecida como um problema de saude publica pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e tem vindo a tornar-se uma preocupagao
crescente (Penzias, 2012). Os problemas que esta questdo levanta a nivel médico,
social, ético, politico e religioso demonstram a sua importancia, mas também o seu
caracter complexo e dificil de entender (Morice et al., 1995).

A OMS e a Comissdo Internacional para a Monitorizacdo da Reproducao
Medicamente Assistida (ICMART) definiram clinicamente a infertiidade como “uma
doenca do sistema reprodutivo traduzida na incapacidade de obter uma gravidez apés
12 meses ou mais de relagdes sexuais regulares e desprotegidas” (Zegers-Hochschild
et al.,, 2009). No caso da idade da mulher ser superior a 35 anos, 0 processo de
avaliacao e tratamento é iniciado apés um periodo de 6 meses de infertilidade (Bayer
e Alper, 2012). A infertilidade é considerada primaria se ndo houver uma gravidez
prévia em nenhum dos elementos do casal e secundéria quando pelo menos um dos
elementos do casal ja obteve conce¢do, mesmo que a gravidez tenha sido ectdpica ou
resultado em aborto (Frey e Patel, 2004; Mitwally e Abuzeid, 2008).

Apesar da prevaléncia da infertilidade ser dificil de avaliar, estudos apontam
gue, na populacdo mundial, cerca de 10 a 15% dos casais em idade fértil sejam
atingidos pela infertilidade, com uma incidéncia crescente de acordo com a idade
(DGS, 2008). Para além disso, estas estimativas variam consoante a distribuicdo
geografica, como foi demonstrado num estudo de 2007. Nos paises desenvolvidos, a
prevaléncia da infertilidade variou entre 3,5% e 16,7%, enquanto nos paises menos
desenvolvidos esteve entre 6,9% e 9,3%, com uma prevaléncia média global estimada
de 9%, onde 56% dos casais procuraram ajuda médica e apenas 22,4% a obtiveram
(Boivin et al., 2007). Estas estimativas sdo mais baixas do que as tipicamente
mencionadas. No que diz respeito a Portugal, um estudo que teve como objetivo
caracterizar a infertilidade através de inquéritos na comunidade estimou que 9,8% das
mulheres com idade entre os 25 e 0s 69 enfrentaram problemas de infertilidade ao
longo da vida. Para mulheres em idade reprodutiva (entre os 25 e 0s 44 anos), a

percentagem foi de 8,2% (Silva-Carvalho e Santos, 2009).

Adicionalmente existem outros dois conceitos importantes para a compreensao

da reproducéo. A esterilidade, por vezes confundida com infertilidade, corresponde a
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um estado permanente onde existe uma causa masculina e/ou feminina que impeca
em absoluto a concecéo (Fauser e Devroey, 2011). Por outro lado, a fecundabilidade,
enquanto sinénimo de taxa de concecdo, diz respeito a capacidade para obter uma
gravidez comprovada durante o ciclo menstrual (Whitman-Elia e Baxley, 2001; Fauser
e Devroey, 2011). A taxa de concecdo em cada ciclo menstrual é de cerca de 20 a
25%. Apo6s o periodo de um ano, esta probabilidade aumenta para os 80%. Ao fim de
dois anos, a propor¢do sobe para os 90% (DGS, 2010; Fauser e Devroey, 2011).
Comparativamente a outras espécies do reino animal, a fertilidade humana é,
infelizmente, no @mbito da PMA, baixa (Roupa et al., 2009).

As causas de infertilidade sdo multiplas e podem estar presentes, tal como ja
foi referido, tanto no aparelho reprodutor masculino como feminino. O fator masculino
esta presente em cerca de 30 a 40% das situacdes de infertilidade (Whitman-Elia e
Baxley, 2001; NICE, 2013). Dentro do fator feminino, o fator tubo-peritoneal representa
cerca de 30 a 40% de infertilidade na mulher (Whitman-Elia e Baxley, 2001), enquanto
as disfuncdes ovulatdrias sdo responsaveis por um valor a volta de 25% (NICE, 2013).
O fator cervical esta ainda presente em 10% dos casos de infertilidade feminina,
existindo ainda outras causas cuja percentagem nao é tao significativa (5%) (Whitman-
Elia e Baxley, 2001). Em cerca de 30 a 40% dos casos, as causas sao encontradas
em ambos os membros do casal (DGS, 2008; NICE, 2013). Importa ainda referir que
aproximadamente 10% dos casos permanecem inexplicados mesmo apdés
investigacao, representando a chamada infertilidade idiopatica (Whitman-Elia e Baxley,
2001).

Tendencialmente, a infertilidade conjugal devera aumentar, como
consequéncia da pratica de comportamentos de risco (alimentacdo desequilibrada,
obesidade, tabagismo, exposicdo a Infecdes de Transmissdo Sexual (ITS), entre
outros), bem como do adiamento da gravidez por motivos profissionais e/ou
econdmicos (Vasconcelos et al., 2014).

2.2. Historia da Infertilidade

A infertilidade, para além de toda a dimensao fisica e emocional que acarreta,
nao pode ser dissociada da componente histdrica, social e cultural. Desde o inicio da
Humanidade que ha registos acerca da infertilidade (Faria, 2014). Com o aumento da
importancia deste tema, cientistas, fildsofos, fisicos e médicos dedicaram-se a estudar

e adquirir cada vez mais conhecimentos sobre este assunto (Penzias, 2012).
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Ao longo da histéria e das suas variadas civilizagbes, a mulher foi sempre
considerada simbolo de fertilidade (Morice et al., 1995). Como tal, na maioria das
referéncias, a infertilidade € considerada um problema exclusivamente feminino (Faria,
2014). Na Biblia, as mulheres eram avaliadas pela sua capacidade de ter filhos e a
infertilidade era vista como uma punicdo feita por Deus (Penzias, 2012). No povo
egipcio, as mulheres ocupavam uma posi¢do fundamental, tendo um estatuto igual ao
dos homens. Esta posicao privilegiada é Unica em sociedades antigas. Aqui, ao
contrario de outras civilizagdes, a infertilidade ndo era considerada um castigo divino
nem um problema associado apenas as mulheres, mas sim uma doenca que podia ser
diagnosticada e tratada (Morice et al., 1995). Na medicina ocidental, que tem as suas
raizes na Grécia Antiga, a mulher era considerada uma criatura inferior e sub-humana,
ideia que persistiu durante muitos séculos. Apesar disto, a infertilidade ndo era motivo
de exclusao (Morice et al., 1995; Lunenfeld e Elder, 2005). No periodo da escola
Arabe (700-1200), a infertilidade tanto podia ter origem masculina como feminina
(Lunenfeld e Elder, 2005). Na Idade Média, a infertilidade continuava a ser sinal de
castigo, maioritariamente devido a pecados, infidelidade ou blasfémia (Morice et al.,
1995).

O Renascentismo é marcado por um periodo de grande progresso cientifico,
gue foi evoluindo ao longo dos séculos e que possibilitou a descoberta de inimeras
causas de infertilidade bem como o seu diagndstico. Apesar de todos estes avancos, a
infertilidade continuava a ser atribuida em larga escala a mulher (Morice et al., 1995).
A partir dos anos 50, o desenvolvimento de ensaios radioimunologicos permite a
descoberta da endocrinologia e desordens associadas a mesma que, nos anos 60,
possibilitaram a introducdo de medicacdo para a fertilidade que leva a regulacdo do
ciclo menstrual. Nos anos 80 surgem cirurgias capazes de corrigir anomalias
anatémicas responsaveis pela infertiidade até que, nos anos 90, nasce 0 primeiro
bebé resultante de fertilizag&o in vitro (FIV) (Penzias, 2012). De uma maneira geral, ao
longo do século XX, a mulher comeca, finalmente, a ser tratada como uma paciente
com os seus direitos, passando a ser compreendida e integrada na sociedade (Morice
et al., 1995).

No passado, as pessoas tinham pouco controlo sobre a infertilidade e os casais
gue ndo conseguiam obter uma gravidez tinham de se conformar com esse facto. Hoje
em dia, a infertilidade é um assunto de grande importancia, cujos avangos na medicina
tém aumentado as solucBes e as probabilidades de concecdo por parte dos casais
através do recurso a Procriagdo Medicamente Assistida (PMA) (Roupa et al., 2009).
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2.3. Abordagem do Casal Infértil

Em condicbes normais, apdés os 12 meses de infertilidade, é fundamental
comecar uma avaliacéo inicial ao casal infértil. Excecionalmente, esta avaliagéo é feita
mais cedo caso haja conhecimento de patologias prévias de algum dos elementos do
casal, ciclos menstruais irregulares, bem como em caso de idade avangada da mulher
(Mitwally e Abuzeid, 2008; NICE, 2013).

Um fator importante na abordagem do casal infértii € a componente
psicolégica. A infertilidade € muitas vezes associada a grandes alterag6es emocionais,
tais como ansiedade, depresséo, raiva e discordia conjugal (Frey e Patel, 2004). Estas
perturbacbes podem potenciar fatores de infertilidade pré-existentes, sendo
fundamental o apoio psicolégico (DGS, 2010).

A avaliagdo etiologica dos casais inférteis deve ser realizada segundo
orientacdes da Direcao Geral da Saude (DGS), centrada no casal e dirigida as causas
mais comuns de infertiidade. Esta abordagem deve ser eficaz, rentavel e bem-
sucedida, tudo dentro de um periodo de tempo aceitavel. Ao longo da investigacao,
ocorre a transicdo entre diferentes niveis de cuidados, cada vez mais complexos e
especificos (DGS, 2010). Os cuidados de saude primarios, cujo responsavel € o
Médico de Medicina Geral e Familia, englobam uma avaliacdo pré-concecional, que
inclui a histéria médica, reprodutiva e sexual e ainda exames fisicos e analises de
cada um dos membros, de modo a observar evidéncias de doenca sistémica,
anomalias genéticas ou disfun¢Bes hormonais (Whitman-Elia e Baxley, 2001). Numa
primeira consulta, é necessdria a presenca do casal, dado que ambos sao parte
fundamental do processo de diagnostico e terapéutica (DGS, 2011). Apesar disso,
cada elemento do casal deve ser tratado como uma unidade e analisado
individualmente como potencial origem da infertilidade (Frey e Patel, 2004). Um
diagnéstico completo e cuidado da infertilidade é um pré-requisito que permite a
identificacdo das causas deste problema que, por sua vez, levam a uma investigacédo
mais profunda e ao desenvolvimento de um plano de tratamento adequado (Mitwally e
Abuzeid, 2008; Bayer e Alper, 2012). A segunda etapa inclui os cuidados Hospitalares
de 12 linha, executados pelo Ginecologista/Obstetra, onde podem decorrer
tratamentos médicos e cirlrgicos através de uma consulta de infertilidade. Por fim, o
casal é referenciado para os cuidados hospitalares de 22 linha, contactando com um
especialista em Infertilidade e Medicina da Reproducédo, nos Centros de PMA (DGS,
2010).
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2.4. Avaliacao do Casal Infértil — Causas de Infertilidade

A infertilidade é influenciada por variados fatores, que serdo descritos ao longo
deste topico. Como tal, a anamnese deve ser exaustiva e centrar-se inicialmente na
histéria reprodutiva, na sexualidade, no risco ocupacional e no estilo de vida (DGS,
2010). Na histéria reprodutiva, importa saber se houve maternidade ou paternidade
em relagbes anteriores, se ja houve infertilidade prévia de algum dos membros e os
tratamentos utilizados, a duracdo da infertilidade atual e ainda os antecedentes de ITS
(Mitwally e Abuzeid, 2008; Vasconcelos et al., 2014). No que diz respeito a
sexualidade, é necessario avaliar o padrdo das relacdes sexuais: frequéncia,
ocorréncia durante o periodo fértil e a funcdo eréctil (DGS, 2010). Adicionalmente é
guestionada a utilizacdo de lubrificantes, que podem ser toxicos para o0s
espermatozoides, e 0s métodos contracetivos utilizados (Frey e Patel, 2004;
Vasconcelos et al., 2014). E ainda fundamental pedir ao casal testes para marcadores
infeciosos e para rastreio de ITS (HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana, hepatite B
e hepatite C) (NICE, 2013).

A ocupacéao profissional € também um ponto importante da anamnese, uma
vez que permite avaliar situacbes de risco ocupacional e de exposicdo a agentes
fisicos e quimicos que possam estar associados a reducao da fertilidade e aumento do
risco de abortamento esponténeo (Bayer, 2012a; Vasconcelos et al., 2014). A
exposicdo a estes agentes pode ocorrer tanto no local de trabalho como no meio
ambiente (Bayer, 2012a). Destacam-se 0s solventes e outros agentes quimicos,
toxinas, pesticidas, radiacdes e ainda o calor (Lass, 2005). O sexo masculino € mais
suscetivel a este tipo de riscos, uma vez que a espermatogénese é um processo
continuo e dindmico (Bayer, 2012a). Para além disso, o trabalho fisico intenso ou por
turnos, o exercicio fisico em excesso e 0 stress podem também ser prejudiciais

(Vasconcelos et al., 2014).

Relativamente ao estilo de vida praticado, existem cada vez mais evidéncias
de que este pode causar diminui¢céo da fertilidade (Macaluso et al., 2010). O tabaco é
o fator que tem mais impacto na fertilidade (Macklon et al., 2009). Nas mulheres, o
tabaco esta associado a diminuigdo da taxa de fecundabilidade, disfun¢gfes ovulatérias
e faléncia ovarica prematura (FOP) (Macaluso et al., 2010; Bayer, 2012a). Estédo ainda
descritas alteragbes dos movimentos ciliares da trompa, que interferem na captacéo
do ovdcito e na migragéo do zigoto, podendo levar a uma maior incidéncia de gravidez
ectopica (ASRM, 2012a). O consumo de tabaco é também responsavel por riscos

durante a gravidez, tais como abortamento, nascimento prematuro e baixo peso do
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recém-nascido (Macklon et al., 2009). No homem fumador verifica-se uma reducédo na
gualidade espermética acompanhada por reducdo do volume do ejaculado, menor
densidade de espermatozoides e morfologias mais baixas, apesar da relagdo com a
infertilidade nédo ser evidente (Lass, 2005; Macaluso et al., 2010). O consumo de
alcool acentuado dificulta as hipéteses de gravidez e aumenta o risco teratogénico,
recomendando-se limites maximos de ingestdo semanal (Gaspar e Carvalho, 2014).
Nos homens, enquanto o consumo moderado aparenta ndo ter influéncia na taxa de
concecao, a ingestdo excessiva é prejudicial a qualidade espermatica, podendo o0s
efeitos ser reversiveis (Hirsh, 2005; NICE, 2013). Nas mulheres, € possivel a
ocorréncia de disfungdes ovulatorias com o consumo elevado (Gulekli et al., 2009).
Durante a gravidez, é desaconselhado o consumo de alcool, uma vez que o feto pode
sofrer anomalias de crescimento, defeitos estruturais e problemas a nivel cognitivo
(Hickman et al., 2008). As drogas e a cafeina também interferem com a fertilidade de
ambos os membros do casal (Bayer, 2012a; NICE, 2013). O consumo substancial de
cafeina tem sido associado néo s6 a infertilidade, mas ainda ao aumento do risco de
abortamento (Hickman et al., 2008). Os habitos alimentares refletem-se no peso de
cada um, podendo levar a dois extremos, 0 baixo peso e a obesidade (NICE, 2013).
Mulheres com um peso reduzido (indice de Massa Corporal (IMC) inferior a 19)
possuem um risco elevado para disfuncgdes hipotalamicas (Bayer, 2012a). Por outro
lado, uma mulher com um IMC superior a 29 sofre de obesidade, associada a uma
maior dificuldade na obtencdo de uma gravidez devido a disfuncdes ovulatérias e
menstruais (Macaluso et al., 2010). A obesidade é igualmente associada a dificuldades
na implantacdo, aumento do risco de abortamento, pré-eclampsia’ e macrossomia
fetal® (Meldrum, 2007; Hickman et al., 2008). A semelhanca das mulheres, o sexo
masculino sofre alteraces na sua fertilidade devido a obesidade, sendo esta
responséavel por disfuncéo eréctil, decréscimo na producdo de androgénios e reducao
da qualidade espermética (Gulekli et al., 2009; Macaluso et al., 2010).

2.4.1. Fatores Nao Patoldgicos
2.4.1.1. Frequéncia das RelacBes Sexuais

Quando um casal apresenta dificuldades na obtencdo de uma gravidez, é

essencial estabelecer uma frequéncia adequada das relacdes sexuais, tendo em conta

! Pré-eclampsia corresponde a uma doenga que ocorre na gravidez em que a gestante desenvolve hipertenséo (Lynch
et al., 2002).
2 Macrossomia fetal é uma doencga que se caracteriza pelo excesso de peso do feto (Gaudet et al., 2014).
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a sua ocorréncia durante o periodo fértil bem como os tempos de sobrevivéncia dos
gametas, ja referidos no capitulo anterior (Lass, 2005; Bayer, 2012a). Como tal, a
relacdo sexual deve ocorrer a cada 2 a 3 dias, principalmente entre 5 dias antes até 1
dia depois da ovulagédo para aumentar as probabilidades de concecéo (Tate, 2012a;
NICE, 2013).

2.4.1.2. Idade

Ao longo dos ultimos 20 anos tem-se assistido a um aumento da idade média
para ter filhos (Roupa et al., 2009). A carreira e aspiracdes profissionais, juntamente
com o aumento da esperanca média de vida e do uso universal de contracetivos, séo
0S responsaveis por esta subida e pelo decréscimo da capacidade reprodutiva (Kovac
et al., 2013). A frequéncia de relacdes sexuais muitas vezes decresce com a idade,
potenciando a contribui¢do para a dificuldade de concecdo. Contudo, o fator que mais
compromete a capacidade de casais mais velhos obterem uma gravidez com sucesso
€ a idade materna. A fertilidade da mulher atinge o pico por volta dos 24 anos,
periodo a partir do qual comeca a diminuir até sofrer uma aceleracdo a partir dos 37
anos (Figura 12) (Bayer, 2012a). As mulheres com esta idade apresentam uma
diminuicdo do numero de ovdcitos (Mitwally e Abuzeid, 2008). Adicionalmente,
também a qualidade ovocitaria fica comprometida, estando associada a anomalias
cromossOomicas como resultado de nao-disjuncbes (Whitman-Elia e Baxley, 2001;
Bayer, 2012a). Um estudo demonstrou que 0s mecanismos de regulacao responsaveis
pelo fuso meidtico ficam significativamente alterados em mulheres mais velhas,
conduzindo a uma maior prevaléncia de aneuploidias (Battaglia et al., 1996). Estes
desequilibrios a nivel cromossdémico sdo 0s maiores responsaveis pelo aumento das
taxas de abortamento espontaneo e recém-nascidos com anomalias nos casos de

idade materna avancada (Mitwally e Abuzeid, 2008; Bayer, 2012a).

A semelhanca do que acontece na mulher, também a idade paterna tem
influéncia na fertilidade. A partir dos 40 anos comega a verificar-se uma diminui¢cdo na
funcgéo testicular e na producéo de testosterona (Kovac et al., 2013). Para além disso,
0s parametros seminais sofrem alteracbes de volume, motilidade e morfologia,
havendo ainda um aumento da taxa de fragmentacdo do DNA espermatico (Bayer,
2012a; Ferraz, 2014). Apesar disto, a reducdo da fertilidade nos homens é
considerada subtil comparativamente com o impacto que se verifica nas mulheres
(Mitwally e Abuzeid, 2008).
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Fig. 12 — Fertilidade relativa de acordo com a idade materna. Uma probabilidade de 1.0 é atribuida ao grupo etéario
entre os 20 e 0s 24 anos, representativo da maior taxa de fertilidade. A partir deste periodo comega a verificar-se um

decréscimo, que passa a ser mais acentuado apés os 37 anos. Adaptado de Bayer (2012).

2.4.2. Fatores Patoldgicos Masculinos

Ao longo dos séculos, a infertilidade do casal era quase sempre atribuida a
mulher. S6 nas ultimas décadas é que o fator masculino comecou a ser considerado,
maioritariamente pelos avanc¢os na investigacdo que revelaram diversas condicdes
masculinas causadoras de infertilidade bem como tratamentos eficazes para as
ultrapassar (Comhaire e Mahmoud, 2008). A analise deve incluir a histéria médica e
reprodutiva, um exame fisico e duas analises de esperma com pelo menos 3 meses
de intervalo. Em funcdo das informacdes obtidas, podem ser utilizados meios de
diagnéstico complementares, tais como avaliacdo enddécrina, analise de urina pés-

ejaculacdo, ecografias e avaliagcdo genética (Ferraz, 2014).

Um dos primeiros aspetos a ter em conta no que diz respeito as causas de
infertilidade masculinas sdo os antecedentes cirdrgicos do paciente, uma vez que
uma cirurgia prévia testicular ou a uma hérnia inguinal podem ter originado lesdes nos
vasos deferentes (Frey e Patel, 2004; Bayer e Alper, 2012). Os antecedentes de
lesdo testicular e a criptorquidia® sdo também fatores importantes dado que podem
provocar obstru¢cdo dos ductos ejaculatérios e comprometer a funcdo testicular,

respetivamente (Whitman-Elia e Baxley, 2001; Bayer e Alper, 2012). A orquite* e

8 Criptorquidia corresponde a uma condicdo médica onde ndo ha descida de um ou de ambos os testiculos para o
escroto (Tate, 2012a).
4 Orquite trata-se de uma inflamagé&o dos testiculos, sendo a causa mais comum a parotidite (Trojian et al., 2009).
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outras inflamacdes dos testiculos provocadas por infe¢des (incluindo as ITS) podem
também ser responsaveis por sequelas na componente germinativa do elemento

masculino do casal (Comhaire e Mahmoud, 2008; Ferraz, 2014).

A exposicdo da zona escrotal a temperaturas elevadas, em casos de
utilizacdo de roupa muito apertada, computadores portateis no colo, pratica excessiva
de bicicleta e outros desportos relacionados, podem ser eventualmente prejudiciais
(Southorn, 2002; Sheynkin et al., 2005). Do mesmo modo, 0 recurso a saunas ou
situacdes febris aumentam a temperatura da espermatogénese, que deve ocorrer nos
35°C, comprometendo a producao e a qualidade espermatica (Bayer e Alper, 2012).

A semelhanca do que acontece com o uso de drogas, alcool e tabaco, também
a ingestdo de certos medicamentos € capaz de comprometer a fertilidade masculina
(Frey e Patel, 2004). Medicagdo para doengas crénicas contendo ansioliticos,
antidepressivos e bloqueadores 3 diminuem a fungao eréctil, enquanto a presenca de
blogueadores dos canais de calcio podem prejudicar a capacidade fecundante dos
espermatozoides (Vasconcelos et al., 2014). Igualmente, componentes que fazem
parte da medicacdo habitual, tais como cimetidina, ciclosporina, colquicina,
espironolactona, sulfassalazina, e o0s esteroides anabolizantes sdo nocivos a
fertilidade e a producdo espermatica (Bayer e Alper, 2012). Para além destes, ha que
salientar a iatrogenia na fertiidade em casos de cancro, como resultado de
guimioterapia e radioterapia, com grande interferéncia na capacidade reprodutiva
(Comhaire e Mahmoud, 2008; Macaluso et al., 2010).

Outra condicdo que pode ser causa de infertiidade no homem é a chamada
infertilidade imunoldgica, diagnosticada pela presenca de anticorpos no liquido
seminal (Whitman-Elia e Baxley, 2001). Quando a barreira hematotesticular é
guebrada, o sistema imunolégico produz anticorpos contra 0s espermatozoides,
levando a reducgéo da sua capacidade de fertilizagdo, tanto pela reducdo da motilidade
dos gametas masculinos como pela aglutinacdo que se verifica (Whitman-Elia e
Baxley, 2001; Comhaire e Mahmoud, 2008). Ndo existe tratamento que leve a
eliminacdo da formacdo destes anticorpos e que consiga restaurar a fertilidade
(Comhaire e Mahmoud, 2008).

Apesar das anomalias do eixo hormonal estarem bem reportadas, a sua
incidéncia como causa de infertilidade masculina é baixa (AUA, 2010). Normalmente, a
avaliacdo enddcrina € executada quando se verificam altera¢cdes dos parametros
seminais, mais propriamente ao nivel da concentracdo de espermatozoides

(concentracédo inferior a 10 milhdes de espermatozoides/ml) (ASRM, 2012b). Devem,
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entdo, ser medidos os niveis de FSH e testosterona sérica. Se o0s niveis de
testosterona forem baixos, € realizada uma avaliagdo mais extensiva, que inclui a
testosterona livre bem como a LH e a prolactina (AUA, 2010). A relagéo entre os niveis
de testosterona, FSH, LH e prolactina possibilita a identificagdo da condigao clinica em
causa (Tabela 1) (ASRM, 2012b). O hipogonadismo € caracterizado pelo
comprometimento da funcéo testicular, que pode afetar a espermatogénese e/ou a
sintese de testosterona (EAU, 2015). O hipogonadismo gonadotréfico esta associado
a anosmia na sindrome de Kallmann®, onde ha supresséo na libertacdo de GnRH e/ou
gonadotrofinas desde a puberdade (Whitman-Elia e Baxley, 2001). Pacientes com esta
sindrome sdo normalmente tratados com sucesso através de injecdes com as

hormonas mencionadas anteriormente (NICE, 2013).

Tabela 1 — Niveis hormonais em varios estados clinicos. Adaptado de ASRM (2012b).

Condicéo Clinica FSH LH Testosterona  Prolactina
Espermatogénese normal Normal Normal Normal Normal
H'|pogonad|sn,1c') Baixa Baixa Baixa Normal
hipogonadotréfico
Espermatogénese anormal® Alta/normal Normal Normal Normal
Faléncia testicular completa/
hipogonadismo Alta Alta Normal/baixa Normal
hipergonadotréfico
Tumor hipofisario produtor . .

.p P Normal/alta Normal/baixa Baixa Alta
de prolactina

®Valores normais da FSH sérica ndo garantem uma espermatogénese normal. Porém, valores elevados desta hormona

indicam claramente uma anomalia ao nivel da formagao de espermatozoides.

A ejaculacao retrograda ocorre quando ha uma falha na separacédo entre o
aparelho reprodutor e a bexiga, levando a que o liquido seminal seja transportado para
a bexiga durante a ejaculacdo (Hirsh, 2005). As causas desta disfuncdo podem ser
neurologicas, farmacolégicas ou anatdomicas (EAU, 2015). Quando o volume do liquido
seminal é baixo ou quando ocorre orgasmo sem ejaculacdo, € aconselhavel realizar
uma analise de urina pés-orgasmo. A presenca de espermatozoides nessa mesma
urina confirma o diagnostico de ejaculagéo retrégrada (AUA, 2010). E possivel utilizar
0s espermatozoides recuperados da urina péds-orgasmo em tratamentos de
infertilidade (Comhaire e Mahmoud, 2008).

Uma das patologias mais frequentes é o varicocele, com uma incidéncia de
cerca de 15% na populacdo em geral e de aproximadamente 40% nos homens

inférteis (Bayer e Alper, 2012). O varicocele consiste numa dilatacdo anormal das

® A sindrome de Kallmann é uma forma congénita de hipogonadismo hipogonadotréfico e caracteriza-se pela sua
associacdo com um distarbio olfativo (anosmia). E causada por um defeito da migragdo neuronal que envolve as
células produtoras de GnRH e o0s neurdnios dos bolbos olfativos (Martins et al., 2012).
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veias escrotais do plexo pampiniforme, situado no corddo espermatico, e pode ser
identificado através de uma examinagéao por parte do urologista (Ferraz, 2014). Cré-se
gue o seu impacto ao nivel da fertilidade se deve a reducdo ou bloqueio do
fornecimento de sangue arterial aos tubulos seminiferos e as células de Leydig,
resultando em hipoxia, refluxo de metabolitos e hormonas supra-renais, aumento da
pressdo e da temperatura dos testiculos, o que compromete a producdo de
espermatozoides (Whitman-Elia e Baxley, 2001; Comhaire e Mahmoud, 2008; Kroese
et al.,, 2012). Esta condicdo pode ser facilmente tratada com recurso a correcao
cirargica, apesar das evidéncias do seu impacto na fertilidade subsequente ndo serem
conclusivas, uma vez que nao leva a melhoria das taxas de gravidez (Macaluso et al.,
2010; Kroese et al., 2012).

Outro fator masculino de infertilidade sdo as causas genéticas, com uma
incidéncia de cerca de 30% (Whitman-Elia e Baxley, 2001). As anomalias genéticas
podem causar infertilidade afetando tanto a producdo como o transporte de
espermatozoides (ASRM, 2012b). O aconselhamento genético deve ser providenciado
sempre que uma anomalia genética é detetada. Para além disso, o casal deve ser
informado sobre o risco de transmissdo a descendéncia (AUA, 2010). Os trés fatores

genéticos mais comuns relacionados com a infertilidade sao:

1. Mutacdes no gene da fibrose quistica associadas a agenesia congénita dos
vasos deferentes. Esta agenesia pode ser identificada por exame meédico,
sendo a causa mais comum uma mutacdo no gene que codifica a proteina
reguladora do transporte transmembranar da fibrose quistica (CFTR —
Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) (Anguiano et al.,
1992; Chillon et al., 1995). Para além da azoospermia obstrutiva, ou seja,
da auséncia de espermatozoide no ejaculado por bloqueio nos ductos, o0s
pacientes com esta mutacdo podem apresentar um baixo volume de
ejaculado, devido & maioria dos casos possuirem também uma agenesia
das vesiculas seminais (Hall e Oates, 1993).

2. Anomalias cromossOmicas resultando no comprometimento da fungéo
testicular. Através de uma andlise ao cariétipo, é possivel detetar
aneuploidias bem como anomalias estruturais que levam a alteragbes na
espermatogénese (AUA, 2010). A transmissao paternal de defeitos ao nivel
de cromossomas aumenta o risco de abortamento e de criangas com
alteracdes cromossémicas ou congénitas (ASRM, 2012b). A sindrome de
Klinefelter (47, XXY) representa a anomalia cromossOmica numerica mais

comum em homens inférteis. Esta sindrome resulta de uma n&o-disjungéo
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meidtica do cromossoma X, cujos pacientes apresentam testiculos de
pequenas dimensodes, niveis baixos de testosterona sérica e azoospermia
(Whitman-Elia e Baxley, 2001).

3. Microdelegbes no cromossoma Y associadas a falhas isoladas na
espermatogénese. No braco longo do cromossoma Y (Yqll) estédo
presentes regides com multiplos genes necessarios para a
espermatogénese, os chamados Fatores de Azoospermia (AZF -
Azoospermia Factor) (Krausz e Degllnnocenti, 2006). Segundo Vog e
colaboradores (1996), esta regido encontra-se dividida em AZFa (proximal),
AZFb (central) e AZFc (distal) (Vogt et al., 1996). Dele¢cbes nestas zonas
podem levar a azoospermias secretoras ou oligospermias graves (Pryor et
al., 1997).

i.  Microdele¢do AZFc — s@o as mais frequentes, estando muitas vezes
associadas a microdelecdes AZFb. Apresentam um fenétipo variavel
entre oligospermias graves e azoospermias (Oates et al., 2002).

ii. Microdelecbes AZFb — associadas a paragem na maturacao,
podendo existir espermatogénese completa em algumas “ilhotas” no
testiculo (Brandell et al., 1998; Sa et al., 2008).

iii.  Microdelecdes AZFa — sdo as mais raras, apresentando o fendtipo
mais grave: auséncia total de células germinativas, ou seja,
Sindrome de S6 Células de Sertoli (SCO — Sertoli-Cell Only) (Krausz
et al., 2000).

Adicionalmente, a fragmentacdo do DNA espermatico pode também
comprometer a fertilidade (Sakkas e Alvarez, 2010). Apesar de um espermatozoide
com danos no seu DNA ser capaz de fertilizar um ovdcito, verifica-se um aumento
desse dano em espermatozoides de homens oligospérmicos (Zini e Sigman, 2009;
Sakkas e Alvarez, 2010). Consequentemente, diminuem as probabilidades de
concecdo natural e aumenta o risco de abortamento precoce (Lewis, 2013). As causas
dos danos ao nivel do DNA esperméatico sdo 1) apoptose durante o processo de
espermatogénese; 2) quebra nas cadeiras de DNA durante a remodelacdo da
cromatina esperméatica aquando da espermiogénese; 3) fragmentagdo pos-testicular
do DNA induzida pelos radicais livres de oxigénio durante o transporte de
espermatozoides ao longo dos tubulos seminiferos e do epididimo; e 4) danos do DNA
induzidos por radioterapia, guimioterapia e poluentes ambientais (Sakkas e Alvarez,
2010; ASRM, 2012b).
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2.4.3. Fatores Patologicos Femininos

A andlise das causas de infertilidade femininas é mais complexa do que no
caso masculino, incluindo um exame fisico alargado e uma citologia cervico-vaginal
(teste de Papanicolau) (Frey e Patel, 2004). A histéria da paciente deve também ser
avaliada, englobando a histéria reprodutiva (idade da menarca, frequéncia e duragéo
do ciclo menstrual e presenca de dismenorreia®), cirurgias prévias, medicacdo atual,
histéria familiar (defeitos de nascenca, atraso mental ou falhas na concecéo) e ainda
sintomas de doencas enddcrinas (Hickman et al., 2008). Deste modo, os dados
obtidos constituem uma base fundamental para os exames complementares, que
podem incidir sobre véarios componentes da anatomia e da fisiologia reprodutiva
feminina, permitindo a identificacdo de qualquer anomalia. A adequacao anatémica e

funcional é essencial para 0 sucesso da concecao (Roupa et al., 2009).

As disfuncdes ovulatdrias afetam consideravelmente a fertilidade feminina,
através de variadas patologias responsaveis pela irregularidade dos ciclos menstruais
e pela anovulacdo, sendo fundamental o registo completo da histéria menstrual da
paciente (Bayer e Alper, 2012). A sindrome do ovario poliquistico (SOP) é a
endocrinopatia mais frequente em mulheres em idade reprodutiva, sendo
caracterizada pela presenca de multiplos quistos no ovario (Gaspar e Carvalho, 2014).
Encontra-se também associada a altos niveis de androgénios no sangue, bem como a
periodos menstruais irregulares ou ausentes (oligomenorreia ou amenorreia,
respetivamente) (Fauser e Devroey, 2011). Mulheres com SOP produzem mais
foliculos quando estimuladas (Meldrum, 2007). A hiperprolactinemia é outra disfuncéo
ovulatoria, onde estéo presentes niveis elevados de prolactina. Pode manifestar-se por
galactorreia’, ciclos menstruais irregulares, oligo/anovulacédo e, por vezes, disfuncéo
tiroideia (Gaspar e Carvalho, 2014). Também os defeitos da fase luteal sdo causa de
infertilidade e abortamento recorrente. Nestes casos, a mulher pode ovular e ter ciclos
menstruais regulares, mas a progesterona segregada durante a fase litea é
insuficiente para a maturagdo do endomeétrio, comprometendo a implantagcdo (Bayer e
Alper, 2012). Para além destes fatores, podem ainda verificar-se casos de amenorreia
hipotalamica e patologias da tiroide, ambas relacionadas diretamente com o0 eixo
hormonal hipotadlamo-hip6fise anterior-ovarios (Hickman et al.,, 2008; Sowinska-
Przepiera et al., 2015). O aumento da fungcdo da tiroide € suscetivel de causar

disfungbes no ciclo menstrual, enquanto a sua diminuicdo leva ao decréscimo da

®Dismenorreia é uma dor a nivel pélvico que ocorre antes ou durante a menstruagéo (Fitz, 1999).
"Galactorreia refere-se a secre¢cdo mamaria de um liquido leitoso fora do periodo pos-parto ou de lactagdo (Speroff,
1999b).
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atividade sexual e/lou ao incremento do fluxo durante a menstruacdo, e mais
raramente, a amenorreia secundaria (Roupa et al., 2009). Também a FOP, patologia
que define uma mulher abaixo dos 40 anos com amenorreia com uma duragéo
superior a 4 meses e niveis de FSH elevados, € uma causa de infertilidade. A etiologia
varia consideravelmente, podendo ser anomalias genéticas/cromossémicas, fatores
metabdlicos/enziméticos, autoimunidade, infegbes ou toxinas ambientais (Ebrahimi e
Asbagh, 2015).

Para auxiliar na identificacdo das disfun¢bes ovulatdrias existem dois testes. O
primeiro teste é a avaliacdo da ovulacdo, que pode ser realizado de trés modos: 1)
doseamento da progesterona sérica — deve ser executado a meio da fase latea, cerca
de 7 dias antes do dia previsto para a menstruacao (ao 21° dia de um ciclo de 28 dias)
(DGS, 2011); 2) ecografia transvaginal seriada — torna possivel observar o
desenvolvimento folicular, o colapso do foliculo ovulatério e o surgimento de liquido no
fundo de saco (Hickman et al., 2008); e 3) avaliacdo da LH — teste de previsdo da
ovulacao util em contexto de relagbes sexuais programadas (DGS, 2011). O segundo
teste é a determinacao da reserva ovarica, que pode ser avaliada pelo doseamento
da FSH, LH e estradiol séricos entre 0 2° e 0 4° dia do ciclo e também pela observacéo
do namero de foliculos antrais através de ecografia transvaginal (Fauser e Devroey,
2011; Bayer e Alper, 2012). Se os niveis de FSH se revelarem elevados, estamos
perante uma reserva ovarica reduzida, podendo verificar-se faléncia ovéarica. Por outro
lado, caso o nivel de FSH seja normal mas o nivel de LH seja elevado pode tratar-se
de um caso de SOP. O estradiol é indicativo da qualidade folicular (DGS, 2008).

O fator tubo-peritoneal representa a maior causa de infertilidade feminina,
podendo ter origem em diversos fatores de risco (Roupa et al.,, 2009). A doenca
inflamatdéria pélvica (DIP) é a maior responsavel por danos nas trompas, uma vez que
pode levar ao surgimento de cicatrizes ou adesdes pélvicas que provoquem
obstrucdes nestas estruturas (Hickman et al., 2008). Uma das maiores causas de DIP
sdo as ITS, mais propriamente por Chlamydia trachomatis e/ou Neisseria gonorrhoea
(Hickman et al., 2008; Macaluso et al., 2010). A histéria clinica de cirurgias pélvicas
anteriores (apendicectomia, tubdria, abdominal ou outra), gravidez ectbépica anterior,
antecedentes de abortamentos de repeticdo ou interrupcdo voluntaria da gravidez
(IVG) aumentam igualmente a probabilidade de uma patologia tubo-peritoneal (DGS,
2008; Gaspar e Carvalho, 2014). Também a endometriose pode provocar infertilidade,

juntamente com sintomas de dismenorreia, dispareunia®, dor pélvica crénica e

8Dispareunia é o termo médico utilizado para descrever a dor genital ou pélvica intensa durante a relagdo sexual
(Speroff, 1999c).
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irregularidades menstruais (Hickman et al., 2008). Esta patologia € caracterizada pela
presenca de glandulas endometriais e estroma em localizacdo ectdpica, tanto a nivel
peritoneal, ovarico (endometriomas) e rectovaginal, sendo as formas mais graves as
de localizacdo extra pélvica. Existem diversas teorias acerca da origem da
endometriose, sendo a mais aceite o refluxo menstrual retrégrado (Gaspar e Carvalho,
2014). Nao estdo documentadas evidéncias de que o tratamento médico desta doenca
aumente a fertilidade (Bayer e Alper, 2012).

Para todas estas patologias serem devidamente identificadas e tratadas, é
necessario recorrer ao estudo da permeabilidade tubar. A histerossalpingografia
(HSG) é o exame padrdo mais utilizado, principalmente pelo seu caracter
minimamente invasivo (Gaspar e Carvalho, 2014). Contudo, € desconfortavel e por
vezes doloroso (Hickman et al., 2008). Deve ser realizado na fase proliferativa do ciclo
menstrual, recorrendo a injecdo de um contraste no Utero através de um cateter
intracervical, o que vai permitir, por radiologia, visualizar o contraste a percorrer a
cavidade endometrial e as trompas e, eventualmente, a difundir-se para a cavidade
peritoneal (Frey e Patel, 2004; DGS, 2011). A HSG fornece informacdes relativas a
oclusdo tubéaria e a patologias, tais como hidrossalpinges, salpingites ou poélipos
tubares, ndo sendo fidvel na detecédo de adesdes peritubares (Lass, 2005). Para além
de ser uma ferramenta de diagndstico, a HSG tem demonstrado um efeito terapéutico
através do arrastamento de eventuais tampdes celulares ou mucosos, da ativacao
ciliar ou da quebra de adesdes intratubéarias (Bayer e Alper, 2012). Outro dos exames
realizados para avaliacdo da permeabilidade tubar é a histerossonosalpingografia,
em que é utilizado soro fisiolégico ou contraste, sob controlo ecografico, evitando a
exposicao a raios-X (Gaspar e Carvalho, 2014). Apesar de necessitar de experiéncia
na técnica, este € um procedimento rapido, bem tolerado e, a semelhanca da HSG,
com efeito terapéutico (Hickman et al., 2008). Existe ainda um outro exame para o
estudo do fator tubo-peritoneal, a laparoscopia, indicada no caso de suspeita de
patologia (endometriose, cirurgia pélvica anterior, DIP) ou de HSG alterada (Frey e
Patel, 2004). Devido ao facto de ser um teste invasivo e dispendioso, € normalmente
executado em casos especificos (Bayer e Alper, 2012). Para além da sua utilidade no
diagnostico de obstrugdo tubar ou de adesfes peritubares, a laparoscopia possui
também uma componente terapéutica, sendo possivel a realizagdo de pequenos
procedimentos cirlrgicos para o tratamento de patologias existentes (Lass, 2005;

Fauser e Devroey, 2011).

O fator cervical representa uma percentagem pequena dos casos de

infertilidade feminina (Hickman et al., 2008). A capacidade dos espermatozoides
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conseguirem acesso a parte superior do trato genital feminino € influenciada pelo
muco presente no canal cervical, cuja secrecdo e caracteristicas sé&o
hormonodependentes. As falhas nesta condicdo podem, entdo, ser devido a relagbes
sexuais fora do periodo aconselhavel, producdo inadequada de muco cervical, pobre
gualidade espermatica e ainda a cirurgias anteriores a zona cervical, sendo também
importante a questédo acerca do uso de lubrificantes (Bayer e Alper, 2012). Um método
de avaliacdo do fator cervical é o teste pés-coital, que fornece informacdes sobre a
gualidade e a quantidade do muco cervical, as interacdes esperma/muco e a presenca
de anticorpos antiesperma (Glazener et al., 2000). Apesar da importancia histérica
deste teste, o seu uso nao é recomendado por nao ter um efeito significativo nas taxas
de gravidez (Oei et al., 1998; NICE, 2013). Adicionalmente, uma vez que nunca foi
uma ferramenta uniformizada, possui reprodutibilidade desconhecida, com resultados
subjetivos e variabilidade intra e inter observador (Hickman et al., 2008).

O fator uterino contribui também para as causas de infertilidade na mulher,
onde as disfungdes presentes podem evitar o estabelecimento de uma gravidez (Bayer
e Alper, 2012). As anomalias uterinas, que incluem fibromiomas, poélipos, adesdes e
sinéquias intrauterinas, endometrites e anomalias uterinas congénitas, estdo
associadas a abortamento recorrente e espontaneo (Lass, 2005). As mulheres que
apresentem este historial de abortamento, juntamente com hemorragias vaginais
irregulares ou cavidades uterinas anormais observadas por HSG, devem ser indicadas
para uma avaliagdo mais aprofundada da morfologia da cavidade uterina (Bayer e
Alper, 2012). A ecografia ginecoldgica transvaginal faz parte da avaliacdo de base da
mulher, uma vez que apresenta um baixo custo e € de facil execucdo (Gaspar e
Carvalho, 2014). E de grande utilidade a sua realizac&o durante a fase folicular tardia
para a eventual detecdo de patologia intracavitaria (DGS, 2011). A HSG, utilizada na
avaliacdo do fator tubo-peritoneal, também fornece informag6es acerca da cavidade
uterina, tais como anomalias uterinas, fibromiomas, pélipos endometriais e adesdes
intrauterinas (Hickman et al., 2008). Devido as suas limitacdes, a HSG requer uma
avaliacdo mais aprofundada através do recurso a outros métodos (Bayer e Alper,
2012). Outro exame que pode ser realizado é a histerossonografia, que possui uma
grande acuidade diagn0stica para a cavidade uterina e € de facil execugdo (Marikinti,
2005). Recorrendo a injecdo de uma solugdo salina na cavidade uterina, utilizada
como contraste ecogréfico, € possivel a caracterizacdo de patologias intra-cavitarias
(polipos e fibromiomas), sinéquias e malformagdes (Hickman et al., 2008; Fauser e
Devroey, 2011). Apesar de todos os métodos mencionados anteriormente serem

7

bastante Gteis, a histeroscopia é considerada o gold standard na avaliacdo da
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cavidade uterina (Bettocchi et al., 2004). A sua realizac&o envolve a introducdo de um
histeroscépio no Gtero, juntamente com a distensdo controlada da cavidade uterina
com CO, ou com solucéo salina, o que permite a visualizacdo direta da cavidade no
monitor de um modo rapido, eficiente e bem tolerado pela paciente (Hickman et al.,
2008). A histeroscopia possibilita o estudo de anomalias uterinas e o diagnostico
diferencial de patologia intra-cavitaria, bem como a realizacdo de tratamentos, tais
como polipectomia e lise de sinéquias (Bettocchi et al., 2004; DGS, 2011). Apesar de
todas estas vantagens, a histeroscopia é apenas utilizada para avaliacdo e tratamento
de anomalias detetadas por métodos menos invasivos e mais baratos (HSG e
histerossonografia) (Hickman et al., 2008).

A semelhanca do fator masculino, as causas genéticas na mulher s&o
similarmente responsaveis por alteracdes na fertilidade. A sindrome de Turner® é uma
alteracdo cromossdmica numérica (45, X), sendo a maior responsavel pela FOP
(Louro, 2014). O seu mecanismo de ocorréncia deve-se a um anormal
emparelhamento dos cromossomas sexuais durante a meiose materna ou paterna
(Laranjeira et al., 2010). Os pacientes afetados sé@o caracterizados por amenorreia
devido a disgenesia gonadica, enquanto os portadores de mosaicismo podem ser
férteis, apresentando amenorreia primaria e funcdo ovarica satisfatoria
(Mukhopadhaya, 2005). As anomalias cromossOmicas estruturais podem estar
igualmente presentes, tanto no cromossoma X como nos autossomas, levando a
disgenesia gonadica e, consequentemente, a FOP, e ainda a anomalias uterinas
(Huang e Rosenwaks, 2014).

°Sindrome de Turner representa uma anomalia cromossdémica em que h&d uma monossomia total ou parcial do
cromossoma X, em que os individuos afetados apresentam baixa estatura, baixo quociente de inteligéncia (QlI),
defeitos cardiacos congénitos e disgenesia gonadica (Laranjeira et al., 2010).
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3.Colheita, Preparacao e Selecao de Gametas

3.1. Analise da Amostra Seminal

A andlise da amostra seminal, também conhecida como espermograma, € 0
gold standard na investigacdo inicial masculina, possuindo um caracter pouco
dispendioso e nao invasivo (Agarwal et al., 2008; Ferraz, 2014). Este teste permite
avaliar o potencial de fertiidade do homem, providenciando informagfes acerca do
estado funcional dos tdbulos seminiferos (espermatogénese) e epididimo, da
permeabilidade dos ductos e da atividade das glandulas anexas (Alrabeeah e Zini,
2015; Moazzam et al., 2015). Contudo, ndo é capaz de prever a capacidade
fecundante dos espermatozoides (NAFA e ESHRE-SIGA, 2002).

A suspeita de um fator de infertilidade masculino ocorre nos casos em que 0s
resultados dos parametros avaliados séo inferiores aos valores minimos de referéncia,
sendo indicados para exames adicionais. Apesar disso, deve ser tido em conta que os
valores minimos de referéncia nao sao sinénimo de valores minimos necessarios para
a concecdo, e que homens com parametros fora dos limites de referéncia podem ser
férteis. Reciprocamente, pacientes em conformidade com os valores podem ser
inférteis (Cooper et al., 2009). E também importante ter em consideracéo o facto dos
parametros analisados poderem variar no mesmo individuo, sendo aconselhavel
realizar, pelo menos, dois espermogramas com um intervalo de 3 meses entre eles,

correspondente a duracdo de uma nova espermatogénese (Esteves, 2014).

A colheita da amostra seminal deve ser realizada no laboratdrio, com recurso a
masturbacdo, numa sala adequada e reservada unicamente para este efeito, sendo
recolhida num recipiente de plastico esterilizado e devidamente identificado (Silverberg
e Turner, 2012). Alguns homens revelam dificuldades em obter uma amostra em
laboratorio. Nestes casos, a colheita pode ser realizada em casa através de
masturbacdo (NAFA e ESHRE-SIGA, 2002). Adicionalmente, em circunstancias
excecionais, a amostra pode ser colhida durante a relacdo sexual, recorrendo a
preservativos especiais ndo téxicos para os espermatozoides (WHO, 2010). Em
ambas as situagdes, a amostra deve ser transportada junto ao corpo, de modo a
minimizar as variagfes de temperatura, e entregue no laboratorio no espago de uma
hora (preferencialmente, em meia hora) (NAFA e ESHRE-SIGA, 2002; Vasconcelos et
al., 2014).

O paciente deve receber algumas recomendacdes fundamentais para a

maximizacdo dos resultados do espermograma (NAFA e ESHRE-SIGA, 2002). Um
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ponto de grande relevancia é o tempo de abstinéncia sexual que, segundo a OMS
(2010), deve situar-se num intervalo maximo entre 2 a 7 dias. Contudo, é aconselhavel
gue esse periodo seja entre 2 a 5 dias (ASRM, 2012b). Um outro aspeto é a
importancia de obter todo o ejaculado no recipiente, uma vez que uma perda de
amostra, principalmente da porcdo inicial (rica em espermatozoides) pode
comprometer os resultados, devendo ser reportada. Por esta razdo, juntamente com o
risco de contaminacdo bacterioldgica da amostra seminal, a colheita por coito
interrompido é desaconselhada (WHO, 2010).

Em condicdes normais, o frasco de colheita € mantido numa estufa a 37°C
enquanto a amostra liguefaz. A analise deve iniciar-se apo6s a liqguefacdo estar
completa, preferencialmente 30 minutos apds a ejaculacdo (WHO, 2010). Se a colheita
foi realizada fora do laboratério, deve ser aquecida na incubadora durante 5 a 10
minutos antes de se iniciar o espermograma (NAFA e ESHRE-SIGA, 2002). A andlise
da amostra seminal inclui a avaliacdo de parametros macroscépicos (aparéncia visual,
liquefacdo, viscosidade, volume e pH) e também microscopicos (motilidade, vitalidade,

concentracao e morfologia), com base nas orientacées da OMS (WHO, 2010).

3.1.1. Parametros Macroscopicos
3.1.1.1. Aparéncia Visual

A amostra seminal liquefeita deve ter uma aparéncia homogénea e opalescente
de tom acinzentado e com um odor neutro (Elder e Dale, 2011). A amostra pode
apresentar-se menos opaca se a concentracdo de espermatozoides for baixa (WHO,
2010). Relativamente a cor, uma amostra amarelada € indicativa do consumo de
vitaminas ou drogas ou também de ictericia, enquanto uma cor vermelha-acastanhada

pode significar a presenga de eritrocitos no ejaculado (NAFA e ESHRE-SIGA, 2002).
3.1.1.2. Ligquefacao

A liguefacdo corresponde a uma alteragdo natural na consisténcia da amostra
seminal, que passa de um estado semi-sélido para um estado liquido e homogéneo,
com a consequente libertacdo e distribuicio dos espermatozoide pela amostra
(Silverberg e Turner, 2012). Apos a ejaculagdo, a amostra seminal € formada por um
coagulo, que liquefaz naturalmente até um periodo de 60 minutos a temperatura
ambiente, podendo ficar completa depois de 15 minutos. Em alguns casos, a amostra
ndo liguefaz completamente ap6s o periodo maximo, sendo necessario induzir o

processo de liquefacdo por digestdo enzimatica ou manipulagdo mecéanica (WHO,
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2010). Uma amostra seminal aguosa, sem a presenca de um coagulo, pode indiciar a
inexisténcia de ducto ejaculatério ou de vesiculas seminais (Silverberg e Turner,
2012). Por outro lado, a falha na liquefacdo pode representar uma disfuncao
enzimatica da prostata (Flint et al., 2012).

3.1.1.3. Viscosidade

A viscosidade diz respeito a tendéncia da amostra liquefeita para formar gotas
a partir da ponta de uma pipeta (Silverberg e Turner, 2012). ApGs aspiracao, deixa-se
a amostra seminal cair através da gravidade, sendo observado o seu comportamento.
Se a amostra cair em gotas individualizadas, é considerada normal. Por outro lado, se
essas gotas formarem um fio com mais de 2 cm de comprimento trata-se de uma
amostra com viscosidade aumentada. Os métodos para reduzir a viscosidade sao os
mesmos utilizados no caso da liguefacdo incompleta (WHO, 2010). A viscosidade
aumentada interfere com a motilidade e concentracdo dos espermatozoides, sendo
ainda indicativo de disfun¢bes na atividade funcional das vesiculas seminais e da
préstata (WHO, 2010; Flint et al., 2012).

3.1.1.4. Volume

O volume da amostra seminal pode ser medido com recurso a uma pipeta
seroldgica (Silverberg e Turner, 2012). O valor minimo de referéncia corresponde a 1,5
ml (WHO, 2010). Um baixo volume seminal pode corresponder a disfuncdes
glandulares, perda de amostra ou a condi¢cdes patoldgicas, tais como ejaculacao
retrograda, agenesia congénita dos vasos deferentes ou obstrugcdo do ducto
ejaculatério. Por outro lado, um grande volume pode ser indicativo de inflamacéo nas
glandulas anexas (Flint et al., 2012).

3.1.15. pH

O pH é medido com recurso a papel indicador de pH, possuindo um valor
minimo de referéncia correspondente a 7.2. Este parametro reflete o balango entre os
valores de pH das secre¢des das diferentes glandulas anexas, devendo ser medido no
espagco maximo de 1 hora, momento a partir do qual comeca a ser influenciado pela
perda de CO, (WHO, 2010). Um baixo valor de pH pode indicar infecdo dos ductos
genitais (Elder e Dale, 2011). Por sua vez, valores acima de 8.0 podem significar
disfungdes nas vesiculas seminais (Flint et al., 2012).
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3.1.2. Parametros Microscépicos

De um modo geral, os parametros microscopicos permitem a avaliacdo da
espermatogénese (Agarwal et al., 2008). Uma observacgédo inicial da preparacédo a
fresco providencia uma visdo geral da amostra, permitindo identificar casos de
azoospermia ou oligospermia grave, verificar a presenca de agregacao e aglutinacdo
da amostra seminal e de outras células que ndo espermatozoides e ainda determinar a
diluicdo necessaria para a contagem da concentracdo. Em cada aliquota retirada para
a avaliagcdo dos diferentes parametros, a amostra deve ser bem misturada, de modo a

garantir a homogeneidade e a reprodutibilidade dos dados (WHO, 2010).
3.1.2.1. Motilidade

A motilidade é uma das caracteristicas com maior relevancia na avaliacdo da
funcdo e qualidade espermatica (Flint et al.,, 2012; Partyka et al., 2012). Este
parametro encontra-se diretamente relacionado com a obtencdo de fertilizacdo e
gravidez, uma vez que 0 espermatozoide tem de possuir uma motilidade satisfatoria
para percorrer o percurso desde que é depositado na vagina até ao interior do ovécito
(Silverberg e Turner, 2012).

A motilidade deve ser analisada logo apés liquefacdo, de forma a evitar os
efeitos prejudiciais da desidratacdo, da alteracdo do pH ou de mudancas de
temperatura. Para tal, é necessario proceder a preparacdo de uma lamina com uma
aliquota de 10 pl da amostra a fresco e homogeneizada, que é coberta com uma
lamela de 22mm x 22mm, evitando a formacdo de bolhas (WHO, 2010). A lamina é
observada ao microscépio 6tico de contraste de fase numa ampliacdo de 400x, sendo
a contagem iniciada assim que haja paragem do arrastamento da amostra (NAFA e
ESHRE-SIGA, 2002; Elder e Dale, 2011). Tanto as laminas como o frasco de colheita
com a amostra devem ser mantidos a 37°C com recurso a uma placa de aguecimento
para garantir a correta identificacdo das diferentes categorias (WHO, 2010; Partyka et
al., 2012).

A contagem da motilidade deve englobar a classificagdo de 200
espermatozoides em, pelo menos, cinco campos distintos, diferenciando-os entre
progressivos rapidos, progressivos lentos, moveis in situ e iméveis, contados segundo
esta ordem (Tabela 2) (WHO, 2010). A motilidade deve ser avaliada numa nova
preparacdo, de modo a detetar e minimizar erros. Se for verificada uma grande

diferenca na comparacdo dos valores de ambas as contagens, estas devem ser
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repetidas (NAFA e ESHRE-SIGA, 2002). Os resultados devem ser reportados sob a
forma de percentagem média de cada categoria (WHO, 2010).

Tabela 2 — Sistema de classificagdo das diferentes categorias de motilidade ™. Adaptado de NAFA e ESHRE-SIGA
(2002).

Categoria Classe Velocidade

Progressivos rapidos® a 225 um/s (ou o comprimento de 5 cabegas/s)
Progressivos lentos® b 5-24 ym/s

Méveis in situ® (o < 5 pm/s (ou < que o comprimento de 1 cabega/s)
Imoveis® d -

*Motilidade progressiva: os espermatozoides movem-se ativamente, tanto de forma linear como em grandes circulos,
independentemente da velocidade; ®Mgveis in situ: inclui todos os padrdes de motilidade com auséncia de progressao
(por exemplo, nadar em pequenos circulos ou apenas com movimento flagelar); “iIméveis: auséncia de movimento, sem
atividade flagelar (WHO, 2010).

3.1.2.2. Vitalidade

O estudo da vitalidade permite avaliar a integridade da membrana celular dos
espermatozoides (AUA, 2010). Apesar de ser realizada por rotina, esta analise é
sobretudo importante em amostras com uma motilidade progressiva inferior a 40%,
uma vez que possibilita a distincdo dos espermatozoides imdveis em vivos e mortos.
Este teste funciona ainda como uma verificacdo da motilidade, dado que a
percentagem de células mortas ndo deve exceder a de células imoveis. Normalmente,
a percentagem de espermatozoides vivos excede a de espermatozoides moéveis

(WHO, 2010). Existem dois métodos capazes de estudar a integridade da membrana.

O método da eosina Y é o método
de coloracdo mais utilizado, baseado no
principio de que os espermatozoides nao

viaveis, cuja integridade da membrana esta

e

comprometida, sao facilmente corados. Por

. ., . Fig. 13 — Realizacdo de um esfregaco. A aliquota da

outro lado, os espermatozoides viaveis, ao 9 R ¢ N ga¢ d
suspensdo  espermética (S) colocada numa

possuirem a membrana celular intacta, N80  extremidade da lamina é espalhada no sentido da outra

permitem a entrada do corante (Agarwal et extremidade (na direcdo da seta) com recurso a outra
. lamina. Adaptado de WHO (2010).

al., 2008; ASRM, 2012b). Neste teste, sao

adicionados 10 ul do corante a uma aliquota de 10 ul da amostra homogeneizada,

deixando atuar por 5 minutos. Apés este periodo, realiza-se um esfregaco (Figura 13)

com 10 pl da mistura anterior e procede-se a contagem de 200 espermatozoides ao

Esta categorizacdo da motilidade estd de acordo com o descrito na edigdo anterior do manual da OMS (42edigéo,
1999). Na nova atualizagdo (5%edi¢ao, 2010), as classes a e b foram combinadas na chamada ‘motilidade progressiva’.
Apesar de esta modificagao ter sido concebida para tornar a avaliagdo da motilidade mais objetiva, acaba por revelar
uma menor precisdo e um efeito pouco claro do impacto na fertilidade masculina (Agarwal et al., 2008).
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microscopio 6tico de campo brilhante com uma ampliacdo de 400x, distinguindo-os
entre vivos (cor branca) e mortos (corados de rosa escuro ou vermelho) (Adaptado de
WHO, 2010). A presenca de uma grande propor¢éo de células vivas mas iméveis pode
indiciar defeitos estruturais no flagelo, enquanto uma grande percentagem de
espermatozoides iméveis e nao viaveis (necrozoospermia) pode ser indicativo de
patologia nos epididimos (WHO, 2010).

O método da hipoosmolaridade tem por base a semi-permeabilidade da
membrana plasmatica intacta de uma célula. Os espermatozoides sdo expostos a uma
solucdo hipoosmatica, causando turgescéncia nos que estao viaveis, dado que todas
as células vivas sao permeaveis a agua (Silverberg e Turner, 2012). Enquanto os
espermatozoides mortos ndo apresentam alteracdes, as células vivas séo identificadas
pelo enrolamento do flagelo (Figura 14) (Flint et al., 2012). Para esta alteragdo ser
detetada num microscépio 6tico de contraste de fase (400x), adiciona-se 90 pul de
solucdo hipoosmética a uma aliquota de 10 pl da amostra seminal homogeneizada e
incuba-se a 37°C durante 30 minutos. ApGs este periodo, é colocada uma aliquota de
10 pl da mistura sobre uma lamina e coberta com uma lamela de 22mm x 22mm,
procedendo-se a contagem de 200 espermatozoides, distinguindo-os entre vivos
(flagelo enrolado) e mortos (flagelo esticado) (Adaptado de WHO, 2010). Uma das
aplicacdes deste método passa pela selecdo de espermatozoides viaveis para ICSI,
especialmente em casos onde todos 0s espermatozoides sdo iméveis (Silverberg e
Turner, 2012).

(@) (b) (c) (d)
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Fig. 14 — Representacdo esquematica das alteragdes morfolégicas tipicas em espermatozoides humanos sujeitos ao
teste da hipoosmolaridade. A turgescéncia esta representada a cinzento. (a) Sem alteracéo; (b)-(g) Varios tipos de
alteragdes no flagelo. Adaptado de WHO (2010).

Para ambos os meétodos, os resultados correspondem a proporgdo de
espermatozoides viaveis, apresentados sob a forma de percentagem, devendo ser
proximos um do outro (NAFA e ESHRE-SIGA, 2002; WHO, 2010). O valor minimo de
referéncia é de 58% (WHO, 2010).
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3.1.2.3. Concentracdo

7

A concentracdo da amostra seminal € definida como o numero de
espermatozoides em milhdes por unidade de volume da amostra. Este parametro nao
deve ser confundido com o numero total de espermatozoides, que corresponde ao
namero de espermatozoides presente no ejaculado (WHO, 2010). Estes dois termos
estdo relacionados com a previsédo da fertilizagéo e as taxas de gravidez (Flint et al.,
2012).

A concentracao deve ser determinada com recurso a diluicbes volumétricas e a
um hemocitémetro, sendo a camara de contagem de Neubauer o gold standard da
contagem de espermatozoides (Agarwal et al.,, 2008). Esta camara apresenta duas
camaras de contagem, onde cada uma delas é dividida em 9 grelhas. A grelha central
possui 25 quadrados grandes, cada um contendo 16 quadrados pequenos, ambos
rodeados por linhas triplas (Figura 15) (WHO, 2010).

1 1
--1- 2 -3.-
4 5 6
7 H ST o

1 1

Fig. 15 — Esquemas da grelha de contagem da camara de Neubauer. Esta camara apresenta duas camaras de
contagem, onde cada uma possui uma grelha de 3mm x 3mm, e requer uma lamela de espessura especial, suportada
0,1 mm acima da base. Cada area de contagem ¢é dividida em nove grelhas de 1mm x 1mm cada (a esquerda). A
grelha central consiste em 25 quadrados grandes rodeados por linhas triplas (ao centro), onde cada um desses
qguadrados contém 16 quadrados pequenos, também eles rodeados por linhas triplas (a direita). Com uma ampliagéo

de 400x, apenas é possivel observar um quadrado grande no mesmo campo de visdo. Adaptado de WHO (2010).

Para a avaliagcdo da concentracdo, sdo adicionados 50 pl da amostra seminal
homogeneizada a um determinado volume de solucéo fixadora, de acordo com o fator
de diluico estabelecido durante a visualizagdo da amostra a fresco (Tabela 3) (WHO,
2010). De modo a garantir a exatiddo da diluicdo, € obrigatério o uso de pipetas de
deslocamento positivo (Mortimer e Mortimer, 2005). Ap6s montagem da camara de
Neubauer, esta € carregada com uma aliquota de 10 pl da diluicdo preparada e
colocada numa camara humida a temperatura ambiente durante 30 minutos, de modo

a ocorrer a sedimentacéo dos espermatozoides na grelha (WHO, 2010).
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Tabela 3 — Determinacao do fator de diluicdo necessario para avaliagdo da concentragao, de acordo com o nimero de

espermatozoides observados na amostra a fresco (ndo diluida) na ampliacdo de 400x. Adaptado de WHO (2010).

Espermatozoides por campo Diluicéo Amostra seminal Fixador
(ampliagcéo x400) () (1)
>101 | 1:20 (1+19) 50 950 |
16-100 | 1:5 (1+9) 50 200 |
<15 | 12(1+1) 50 50 |

Existem regras rigorosas na contagem de espermatozoides em
hemocitometros, de modo a assegurar a precisdao dos resultados (Mortimer e
Mortimer, 2005). A contagem deve ser realizada ao microscopio 6tico de contraste de
fase (400x), sendo necesséario determinar o nimero de quadrados que devem ser
contados. Esta determinacédo é obtida através da contagem do primeiro quadrado da
grelha e do nimero de espermatozoides contabilizados, segundo os critérios da tabela
4. A intencdo é contar, pelo menos, 200 espermatozoides em cada grelha (NAFA e
ESHRE-SIGA, 2002). Sdo contados todos os espermatozoides no interior do
guadrado, bem como aqueles cujas cabecas se encontram no limite das linhas triplas.
De modo a evitar a contagem dos mesmos espermatozoides em quadrados
adjacentes, selecionam-se sempre as mesmas margens para contagem. Apenas 0s
espermatozoides completos devem ser contados, sendo excluidos os que possuem
apenas flagelo (pinheads) ou cabecas sem flagelo (WHO, 2010).

Tabela 4 — Determinagdo do nimero de quadrados que devem ser contados e do fator de conversédo para o célculo da
concentracdo, sendo este fator dependente da diluicdo prévia e do nimero de quadrados contados. Para a
determinagédo precisa de amostras com baixa concentragdo de espermatozoides, é recomendada a contagem dos 25
guadrados da grelha. Adaptado de NAFA e ESHRE-SIGA (2002).

Diluicao
N° espermatozoides | N° de quadrados 12 1:5 1:10 1:20
no 1° quadrado a contar
<10 | 25 100 40 20 10
10-40 | 10 40 16 8 4
>40 | 5 20 8 4 2

O célculo da concentracdo, em milhdes/ml (106/ml), € obtido através da divisao
da média das duas contagens realizadas pelo fator de conversdo adequado (Tabela
4), tendo um valor minimo de referéncia de 15x10%ml. Relativamente ao nimero total
de espermatozoides (10%ejaculado), resultado do produto da concentracdo e do

volume da amostra seminal, possui um valor minimo de referéncia de
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39x10°%ejaculado. As amostras com valores abaixo destes limites s&o indicativos de
casos de criptozoospermia e de suspeita de azoospermia'! (WHO, 2010).

3.1.2.4. Morfologia

A morfologia € um parametro bastante Gtil no prognéstico da fertilidade, na
medida em que existe uma relacdo entre a percentagem de formas espermaticas
normais e as taxas de fertilizacdo e de gravidez (WHO, 2010). Por outro lado, ndo
existem evidéncias de que uma morfologia anormal esteja associada a um aumento
das taxas de abortamento esponténeo (Agarwal et al., 2008). Apesar da variabilidade
morfolégica dos espermatozoides humanos tornar a sua avaliagdo dificil, o estudo de
espermatozoides recuperados a partir do trato genital feminino, particularmente em
muco cervical pos-coital, e também a partir da superficie da ZP, ajudou a definir a
aparéncia de um espermatozoide “ideal” (com potencial de fertilizacao), apresentado
na figura 16 (WHO, 2010). Este parametro pode ser de grande importancia na decisao
do tratamento a aplicar ao casal infértil, uma vez que formas anormais sao mais
propensas a possuirem a motilidade comprometida bem como falhas na ligacdo a ZP
(Flint et al., 2012; Silverberg e Turner, 2012).

A avaliacdo da morfologia implica a realizacdo de um esfregaco com uma
aliquota de 10 pl da amostra homogeneizada (0 volume pode ser ajustado de acordo
com a concentracdo) (NAFA e ESHRE-SIGA, 2002). A lamina é deixada a secar ao ar,
sendo fixada com metanol e depois corada com recurso aos corantes Papanicolau e
Shorr. Devem ser contados pelo menos 200 espermatozoides ao microscépio 6tico de
campo claro usando a objetiva de éleo de imersédo (1000x), com base em critérios de
classificacdo (WHO, 2010). Entre os varios sistemas de classificacdo morfolégica, o
recomendado pelo manual da OMS (2010) é o critério estrito de Tygerberg, descrito
em 1986 por Kruger e colaboradores, que recomenda uma simples distingdo entre
forma normal ou anormal, podendo ainda incluir a localizagédo especifica da anomalia
(Figuras 17, 18 e 19). E, entfo, necessario o espermatozoide possuir as seguintes

caracteristicas morfolégicas:

e Cabeca - lisa, de contorno regular e forma oval, com um acrossoma bem

definido que compreende entre 40 a 70% da area da cabec¢a (WHO, 2010).

“Em casos de suspeita de azoospermia é importante as amostras serem centrifugadas. Uma amostra s6 €
considerada azoospérmica quando ndo s@o observados espermatozoides no pellet resultante da centrifugagcao (WHO,
2010). Nestas situacdes, procede-se apenas a avaliagdo dos parametros macroscopicos e a realizagdo de um

esfregaco para a morfologia ap6s centrifugagao.

56



Relatério de Estagio: O Laboratorio de Procriagio Medicamente AssFiEtiléZ >7
A regido do acrossoma, que nao deve conter vacuolos grandes nem mais do
gue dois vacuolos pequenos, surge corada com um tom mais palido (azul
claro), enquanto a regido posterior apresenta-se mais escura (azul escuro)
(NAFA e ESHRE-SIGA, 2002; WHO, 2010).

e Peca intermédia — delgada, regular e aproximadamente do mesmo
comprimento da cabeca, possuindo uma espessura ligeiramente superior ao
flagelo (WHO, 2010; Silverberg e Turner, 2012). O seu eixo principal deve
estar alinhado com o eixo principal da cabeca. Os restos citoplasmaticos
nao devem exceder 1/3 do tamanho da cabeca (WHO, 2010).

e Cauda - uniforme, mais fina do que a peca intermédia e com um
comprimento aproximado de 45 um. Pode ser enrolada sobre si mesma,
desde que ndo haja um angulo agudo indicativo de quebra flagelar (WHO,
2010).

Apenas 0s espermatozoides intactos (com
cabeca e cauda) devem ser incluidos na contagem. A ‘
presenca de células germinativas imaturas bem como de

leucdcitos deve ser reportada. Cada espermatozoide

z

sem qualquer defeito morfoldégico € definido como
. . . L Fig. 16 — Microfotografia de um
normal (Figura 16). Todos os desvios as caracteristicas oq ematozoide  morfologicamente

descritas anteriormente sdo representativos de formas normal. Adaptado de WHO (2010).
anormais, podendo ser expressos em percentagem para a regidao em causa (NAFA e
ESHRE-SIGA, 2002). O valor minimo de referéncia para formas normais € de 4%
(WHO, 2010).

(f) (9) (h) (i)

Fig. 17 — Microfotografias de espermatozoides apresentando anomalias da cabeca. (a) Microcefalia; (b) Macrocefalia;
(c) Afunilada; (d) Piriforme; (e) Redonda; (f) Amorfa; (g) Vacuolizada (com mais de dois vacuolos ou mais de 20% da
area da cabega ocupada por vacuolos); (h) Acrossoma grande (>70% do tamanho da cabega); e (i) Acrossoma
pequeno (<20% do tamanho da cabeca). Adaptado de WHO (2010).
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Fig. 18 — Microfotografias de espermatozoides apresentando anomalias da peca intermédia. (a) Espessa; (b) Irregular;
(c) Dobrada; (d) Insercédo anémala; e (e) Restos citoplasmaticos. Adaptado de WHO (2010).

@ >
(a) (b) L (c)

Fig. 19 — Microfotografias de espermatozoides apresentando anomalias da cauda. (a) Enrolada; (b) Dobrada, e (c)
Dupla. Adaptado de WHO (2010).

3.1.2.5. Outras Células que ndo Espermatozoides

Por norma, a amostra seminal possui outros elementos celulares para além dos
espermatozoides, tais como células epiteliais do trato genital, células germinativas
imaturas (espermatoécitos e espermatides) e ainda leucocitos (Figura 20). Por vezes

surgem também eritrécitos, bactérias e protozoéarios (Mortimer e Mortimer, 2005).

Fig. 20 - Microfotografias de outros elementos celulares que ndo espermatozoides. (a) Célula epitelial do trato genital
masculino; (b) Espermatdcito; (c) Espermatide; e (d) Leucécito. Adaptado de WHO (2010).

A presenca de algumas destas células pode ser clinicamente relevante (WHO,
2010). Os leucécitos sdo as células mais comuns e significativas dentro dos elementos
celulares ndo espermaticos (Silverberg e Turner, 2012). Uma concentracao superior a

10° leucocitos/ml pode indiciar uma infecdo na uretra ou nas glandulas anexas, que
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causa um aumento na producdo de metabolitos toxicos que, por sua vez, levam ao
surgimento de stress oxidativo. Este estado tem um impacto negativo na qualidade
espermatica, particularmente ao nivel da motilidade, de danos na membrana
acrossOmica e de defeitos no flagelo, contribuindo para a diminuicdo da fertilidade
(Silverberg e Turner, 2012; Moazzam et al., 2015). Nestes casos, deve ser realizada
uma cultura da amostra de modo a identificar o organismo causador da infecdo bem
como o tratamento apropriado (Silverberg e Turner, 2012). Também o surgimento de
eritrocitos em grande quantidade pode ser indicativo de infecdo, inflamacédo ou
obstrucdo nos ductos (Agarwal et al.,, 2008). Por sua vez, a presenca de células
espermaticas imaturas pode sugerir dano testicular, devendo ser contadas e
classificadas durante a avaliacdo morfolégica. O resultado deve ser expresso em
namero de células imaturas/100 espermatozoides (WHO, 2010).

3.1.2.6.  Anticorpos Anti-espermatozoides

Uma examinacao inicial da amostra seminal permite a detecdo de aglutinacao.
A aglutinacdo de espermatozoides, com ligacdes entre si de cabeca-cabeca, flagelo-
cabeca ou flagelo-flagelo, pode ser indicativa da presenca de anticorpos na amostra
(Silverberg e Turner, 2012). Casos de aglutinacdo em grande quantidade podem afetar
a avaliacdo da motilidade e concentracdo espermaticas. Esta condicdo ndo deve ser

confundida com a agregacéo*? (WHO, 2010).

O inicio de uma resposta imune contra 0s espermatozoides pode iniciar-se se
houver uma quebra na barreira hematotesticular, causada por vasectomia, reparacao
do varicocele, bidpsia testicular, tor¢do testicular, trauma ou infecdo (ASRM, 2012b).
Também no trato genital feminino pode ocorrer formacdo de anticorpos anti-
espermatozoides (Mortimer e Mortimer, 2005). Em ambas as situa¢des, pode haver
interferéncia no processo de transporte e fertilizagdo, principalmente ao nivel da
ligacdo a ZP e da reagdo acrossomica em casos em que 0s anticorpos se ligam a
cabeca dos espermatozoides (NAFA e ESHRE-SIGA, 2002; Mortimer e Mortimer,
2005).

Os anticorpos anti-espermatozoides presentes na amostra seminal pertencem

guase exclusivamente a duas classes de imunoglobulinas (Ig): IgA e IgG (WHO). A

2p agregacao € caracterizada pela adeséo de espermatozoides imdveis uns aos outros ou de espermatozoides moéveis

ao muco, a células ndo esperméticas ou a detritos celulares; ndo é associada a presenga de anticorpos (WHO, 2010).
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sua detecdo pode ser realizada com recurso a dois métodos, o teste MAR (Mixed

Antiglobulin Reaction) e o teste IBT (Immunobead Test). Eles diferem ligeiramente na

abordagem e metodologia, mas a sua interpretacdo baseia-se na identificacdo de

espermatozoides méveis com esferas cobertas por imunoglobulinas ligadas a si (Elder

e Dale, 2011). Enquanto o teste MAR né&o deteta especificamente as classes de

imunoglobulinas em causa, as esferas de latex do teste IBT permitem distinguir o tipo

de anticorpo envolvido (IgA ou IgG) e ainda a localizagdo especifica da ligacdo da
esfera ao espermatozoide (Silverberg e Turner, 2012).

3.1.3. Valores Minimos de Referéncia

Os resultados da analise da amostra seminal devem ser comparados com 0s
valores de referéncia da OMS, apresentados na tabela 5 (WHO, 2010). A andlise deve
ser executada criteriosamente, de modo a auxiliar no planeamento da estratégia
terapéutica do casal infértil. O desenvolvimento de novos marcadores de fatores de
infertilidade masculina (testes de funcdo espermatica), que permitam detetar a causa
exata da disfuncdo espermatica, seria vantajoso na complementacdo do processo de
diagndstico e tratamento (Moazzam et al., 2015).

Tabela 5 — Valores minimos de referéncia para os parametros analisados na amostra seminal. Adaptado de WHO
(2010).

Parametros Valores minimos de referéncia
Volume do ejaculado 1,5ml

Cor Amarelo/Branco grisalho
Cheiro sui generis
Viscosidade Normal

Liguefacéo Completa aos 60 minutos

pH 7.2

Concentragao 15 x 10%/ml

NuUmero total de espermatozoides 39 x 10%ejaculado
Motilidade

e Progressiva (rdpida + lenta) + moveis in situ 40%

e Progressiva (rapida + lenta) 32%
Vitalidade 58%
Hipoosmolaridade 58%
Morfologia 4%
Leucécitos <1 x 10%ml

Células da linha germinativa

o Espermatogonias <3/100 espermatozoides

o Espermatdcitos primarios
o Espermatécitos secundarios
o Espermétides

Aglutinacéo

<3/100 espermatozoides
<3/100 espermatozoides
<3/100 espermatozoides

Ausente
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3.1.4. Nomenclatura

A nomenclatura descrita na tabela 6 € utilizada para descrever os desvios aos

valores minimos de referéncia, recorrendo a termos especificos em vez de nimeros.
Esta nomenclatura apenas classifica a qualidade da amostra seminal, ndo possuindo
gualquer causa biolégica.

Tabela 6 — Nomenclatura relativa aos diversos parametros de analise da amostra seminal e seus desvios dos valores

minimos de referéncia. O sufixo ‘—spermia’ refere-se ao ejaculado, enquanto o sufixo ‘~zoospermia’ é direcionado aos

espermatozoides. Adaptado de WHO (2010).

Nomenclatura

Descricao

Aspermia
Astenozoospermia
Azoospermia
Criptozoospermia

Auséncia de amostra seminal

% de motilidade progressiva abaixo do valor minimo de referéncia
Auséncia de espermatozoides no ejaculado

Auséncia de espermatozoides no ejaculado, mas presentes no pellet apos

centrifugagéo (<100 000 de espermatozoides no ejaculado)
Hemospermia
(Hematospermia)
Hipospermia
Leucospermia
(Piospermia)
Necrozoospermia

Presenca de eritrcitos no ejaculado
Volume do ejaculado abaixo do valor minimo de referéncia
Presenca de leucécitos no ejaculado

% baixa de espermatozoides vivos e % alta de espermatozoides imoveis
no ejaculado

Concentracdo (ou n° total de espermatozoides) e % de moatilidade
progressiva e de morfologia = ao valor minimo de referéncia
Concentragdo (ou n° total de espermatozoides) abaixo do valor minimo de
referéncia

% de morfologia normal abaixo do valor minimo de referéncia

Normozoospermia

Oligozoospermia

Teratozoospermia

3.2. Métodos de Colheita da Amostra Seminal

Os espermatozoides necessarios para tratamento dos casais inférteis podem
ser obtidos de variadas formas (Agarwal et al., 2008). Para homens clinicamente
saudaveis, a masturbacdo € o método base de colheita, devendo ser seguidas as
mesmas indicacdes referidas na secg¢do 3.1. (Jeyendran e Niederberger, 2003). Sob
certas circunstancias, a masturbacdo por si s6 pode revelar-se insuficiente para a
obtencdo de espermatozoides, sendo importante recorrer a técnicas e procedimentos

clinicos, de acordo com as necessidades dos pacientes (Nani e Jeyendran, 2003).

Em casos de pacientes que sofreram lesfes na espinal medula deve ser

utiizada a estimulacdo vibratéria peniana ou a eletroejaculacdo. A estimulacdo
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envolve a colocacdo de um vibrador forte na cabec¢a do pénis que leva a estimulacéo e
consequente ejaculagdo. Por sua vez, na eletroejaculacdo ocorre a libertagdo de
impulsos elétricos a partir de uma sonda colocada no reto, junto a prostata,
promovendo a ejaculacdo (ASRM, 2015). Ejaculados obtidos através destes dois
métodos tendem a ter altas concentrac6es, com motilidade diminuida e contaminagcao
por eritrécitos (Bossert e De Jonge, 2007).

A ocorréncia de disfuncdes ejaculatorias, principalmente de ejaculagéao
retrograda ou de anejaculacdo, também implica a utilizacdo de métodos alternativos.
Na ejaculacao retrograda, caracterizada pela auséncia total ou parcial de ejaculado
como resultado da passagem do fluxo seminal para a bexiga durante o orgasmo, 0s
gametas masculinos podem ser recuperados a partir da urina pés-orgasmo (EAU,
2015). Nestes casos, recorre-se a alcalinizacdo e processamento da amostra por
centrifugacdo, sendo os espermatozoides obtidos utilizados em técnicas de PMA
(Lazarou, 2012). Por outro lado, a anejaculacdo envolve a auséncia total de ejaculado
devido a falha total da emissdo da amostra seminal para a uretra (EAU, 2015). Esta
incapacidade pode resultar de les6es na espinal medula, problemas neurolégicos,
diabetes ou tratamento de cancro testicular (Schoor et al., 2003). A anejaculagcéo deve
ser eficientemente diferenciada da ejaculacao retrégrada recorrendo ao teste de urina
pos-orgasmo, que se deve apresentar ndo viscosa e sem a presenca de

espermatozoides e frutose (Nani e Jeyendran, 2003).

Para alguns pacientes, apesar da ocorréncia de ejaculacdo ser possivel, a
amostra pode revelar azoospermia, sendo necessario recorrer a métodos mais
invasivos (Jeyendran e Niederberger, 2003). Esta auséncia de gametas no ejaculado
pode ser devido a causas obstrutivas ou ndo obstrutivas (Schoor et al., 2003). A
azoospermia obstrutiva (AO — obstructive azoospermia) deve-se a um bloqueio nos
ductos genitais, nomeadamente ao nivel do ducto ejaculatério, dos ductos deferentes
ou do epididimo (Brannigan, 2003). As causas desta patologia podem ser adquiridas
(vasectomia, infe¢des, traumas testiculares ou cirurgias prévias nas regides afetadas)
ou, entdo, congénitas (fibrose quistica, agenesia congénita dos vasos deferentes,
quistos prostaticos ou do ducto ejaculatério) (Esteves e Verza Jr., 2012). Homens com
OA podem manter a produgdo normal de espermatozoides, constituindo bons
candidatos para a corregdo cirirgica da obstrugdo ou, caso a OA seja irreversivel,
para a recuperacao de espermatozoides diretamente a partir do trato genital masculino
(Jeyendran e Niederberger, 2003). Por sua vez, a azoospermia ndo obstrutiva (NOA —
nonobstructive azoospermia) é derivada de falha ao nivel testicular, causada por

hipoandrogenismo, paragem na espermatogénese ou SCO (Hirsh, 2005). Nestes
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casos, a recuperacdo de espermatozoides pelo mesmo método da OA é menos

provavel (Schoor et al., 2003).

O desenvolvimento de técnicas cirargicas para recuperar espermatozoides

diretamente a partir do epididimo e dos testiculos tornou possivel que pacientes com
OA e NOA pudessem ser submetidos a tratamentos de PMA (Elder e Dale, 2011). Os

espermatozoides podem ser obtidos através do epididimo com recurso a dois

métodos, utilizados em casos de OA (Pereira, 2014):

Aspiracdo microcirirgica de espermatozoides no epididimo (MESA -
Microsurgical Epididymal Sperm Aspiration): apés exposicao do epididimo
por incisdo escrotal, um tabulo dilatado do epididimo é microdissecado e
aberto, de modo a permitir a aspiracao de fluido contendo espermatozoides
(Shin e Turek, 2013).

Aspiracdo percutanea de espermatozoides no epididimo (PESA -
Percutaneous Epididymal Sperm Aspiration): o epididimo é estabilizado
enquanto uma agulha, inserida nesta estrutura através da pele escrotal, faz
a recolha do fluido contendo espermatozoides por pressao negativa (Leung
et al., 2014).

A extracdo testicular de espermatozdides € atualmente usada por rotina em

casos de OA, principalmente quando as técnicas descritas anteriormente ndo séo

bem-sucedidas, sendo ainda essencial para homens com falha testicular (NOA) (Shin

e Turek, 2013). Existem também dois métodos distintos:

Aspiracdo testicular de espermatozoides (TESA - Testicular Sperm
Aspiration): é inserida percutaneamente uma agulha no testiculo apés a sua
estabilizagdo. A pressdo negativa criada pela seringa, juntamente com o
movimento da agulha, permite o rompimento dos tabulos seminiferos e a
recolha de fragmentos de tecido testicular de diferentes areas. Apresenta
uma baixa eficacia de recuperacdo de gametas em NOA (Esteves et al.,
2011).

Extracdo testicular de espermatozoides (TESE - Testicular Sperm
Extraction): ap0s anestesia local e estabilizagdo do testiculo, é executada
uma incisao até a tunica albuginea, de modo a expor o tecido testicular e a
permitir a obtencdo de um fragmento (Leung et al., 2014). Podem ser
retirados mais fragmentos da mesma incisdo ou a partir de outros pontos

usando mudltiplas incisdes, importante em casos de espermatogénese
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pontual em individuos com NOA, sendo o método preferencial e com maior
eficiéncia nestas situacdes (Esteves et al., 2011; Pereira, 2014).

Tanto na TESA como na TESE, os fragmentos obtidos sdo dissecados ao
microscopio em meio de lavagem aquecido (Elder e Dale, 2011). Deste modo, é
possivel investigar a presenca de espermatozoides na suspensao e proceder a sua
posterior utilizacdo em técnicas de PMA (Bossert e De Jonge, 2007).

3.3. Processamento da Amostra Seminal

Apés a analise e obtencdo da amostra seminal e/ou de espermatozoides, é
necessario realizar o seu processamento para que possam ser efetivamente utilizados
em procedimentos de PMA (Jeyendran, 2003). Este processamento deve mimetizar as
funcdes fisiolégicas do aparelho reprodutor feminino, com o objetivo de obter uma
amostra rica em espermatozoides méveis e funcionalmente competentes (Jeyendran e
Zhang, 2003). Para tal, é fundamental a eliminagdo do plasma seminal,
espermatozoides mortos, restos celulares e outras células, tais como bactérias e
leucdcitos. Esta técnica deve ainda eliminar fatores prejudiciais & capacitacdo e
fertilizacdo e também substancias tdxicas, onde se destacam as espécies reativas de

oxigénio (Bossert e De Jonge, 2007).

A preparacdo da amostra deve ser executada huma camara de fluxo laminar e
em condi¢cdes de assepsia, reduzindo o risco de contaminacdo durante a cultura de
ovécitos e embrides (Mitchell, 2005). Assim que a liquefacdo estiver completa, a
amostra de espermatozoides deve ser analisada e processada. Uma aliquota de 10 pl
€ retirada apés homogeneizacdo para verificar a motilidade e a concentracdo da
amostra (Bourne et al., 2012). Se esta se revelar inesperadamente de baixa qualidade,

deve ser requerida uma segunda amostra ao paciente (Bossert e De Jonge, 2007).

Por norma, o método de selecdo de espermatozoides utilizado é a
centrifugacdo por gradientes de densidade descontinuos, com recurso a particulas de
silica coloidal cobertas com silano, seguida de swim up (Bourne et al., 2012). E
baseado na capacidade dos espermatozoides méveis ‘nadarem’ ativamente através
do material dos gradientes e formarem um pellet no fundo do tubo na direcdo da forca

de centrifugacdo. O processamento da amostra inicia-se com a preparacdo de dois
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gradientes, de 1 ml cada®®: um de 40% (v/v), que fica sobre um outro de 80% (v/v). A
amostra €, entdo, homogeneizada e colocada no topo dos gradientes, sendo
seguidamente centrifugada a 1200 rpm durante 25 minutos a 35°C (WHO, 2010). Da
centrifugacdo resulta um pellet rico em espermatozoides moéveis e normais, as
particulas mais densas (Mitchell, 2005). O plasma seminal permanece no topo do
tubo, enquanto os restos celulares, os espermatozoides iméveis e/ou com anomalias
(cabecas amorfas e restos citoplasmaticos) e os outros tipos celulares se acumulam
na interface dos dois gradientes e no gradiente de 40% devido & sua baixa densidade
(Figura 21) (Elder e Dale, 2011; Mortimer e Mortimer, 2013). Assim, remove-se a maior
parte do sobrenadante, sendo o pellet formado transferido para um novo tubo e
ressuspendido em 2 ml de meio de cultura previamente aquecido a 37°C (Mortimer e
Mortimer, 2005). Se inicialmente forem usados mais do que um gradiente para a
mesma amostra, quer pelo grande volume ou pela boa qualidade da amostra,
combinam-se os diferentes pellets num sé tubo.

Amostra seminal

liquefeita \
Plasma seminal\

Detritos

Gradiente 40% colulares =8 | Espermatozoides iméveis efou
\ ) mortos, células epiteliais,
Espermatozoides | leucdcitos, bactérias
imaturos e outras \
Gradiente 80% células Espermatozoides moveis (com

)

sinais de imaturidade)

Pellet ____,\/4;, Espermatozoides viaveis e
(b) commotilidade progressiva

Vv

Fig. 21 — Centrifugagdo por gradientes de densidade descontinuos. (a) Posi¢cdo dos gradientes de 40% e 80% e da

(@)

amostra seminal antes da centrifugacgao; (b) Apos a centrifugagéo, os espermatozoides moéveis e normais acumulam-se
no fundo do tubo (pellet), enquanto os espermatozoides imaturos e imdveis localizam-se na interface dos dois

gradientes e no gradiente de 40%. O plasma seminal permanece no topo dos gradientes (Mortimer e Mortimer, 2013).

7

O novo tubo é centrifugado a 1200 rpm durante 10 minutos a 35°C para
lavagem do pellet, assegurando a remocgdo dos gradientes de densidade (Bossert e
De Jonge, 2007). O sobrenadante € novamente aspirado e descartado, ficando o
menor volume possivel de meio acima do pellet. Sem perturbar o sedimento, séo
adicionados até um maximo de 0,5 ml de meio de cultura, dependendo da
concentracdo e da técnica a utilizar, para swim up. Esta segunda fase do

processamento envolve a colocagdo do tubo com os espermatozoides ja preparados

®por rotina, prepara-se um volume final de 1ml para cada gradiente. Contudo, se a amostra apresentar
oligozoospermia ou hipospermia, esse volume pode ser reduzido para metade, podendo ainda proceder-se a lavagem

de espermatozoides apenas com meio de cultura (Elder e Dale, 2011).
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numa estufa a 37°C, 6% CO, e 5% O,, em posicado inclinada (angulo de 45°), durante

cerca de 30 minutos para permitir a migracdo dos espermatozoides com motilidade

progressiva para a superficie. A tampa do tubo ndo deve ser totalmente fechada, de
modo a permitir as trocas gasosas e o equilibrio da amostra (Elder e Dale, 2011).

3.4. Estimulacdo Ovérica

A estimulacao ovarica controlada € uma componente essencial das técnicas de
PMA, possibilitando a obtencdo de mudltiplos foliculos por ciclo. O aumento do nimero
de foliculos e, consequentemente, do nimero de ovdcitos colhidos, leva a maiores
taxas de gravidez nas mulheres em ciclo, gracas a um incremento no nimero de
embribes disponiveis e também a possibilidade de prolongar a cultura de embriGes e
de selecionar os que possuem melhor qualidade para transferéncia (Drakopoulos et
al.,, 2016). Existem diferentes estimuladores ovéricos, que sdo utilizados de acordo

com o caso clinico e com o objetivo do tratamento (Tabela 7) (Oskowitz, 2012).

Tabela 7 — Medicagdo mais comum para a estimulagédo ovarica. Adaptado de Shoham e Howles (2009) e Santbrink e
Fauser (2008).

Nome Indicacbes Mecanismo de acédo

_ . » Interfere com o feedback negativo do estrogénio
; Disfun¢des ovulatorias 5 o o o
Citrato de ; ) ao nivel hipotdlamo-hipdéfise, inibindo-o e
) Oligomenorreia ) .
clomifeno (CC) ) causando um aumento na libertacdo de GnRH e
Amenorreia i
gonadotrofinas

Inibe a atividade da aromatase®, levando a

Inibidores da reducdo da sintese de estrogénio e ao
aromatase Disfuncdes ovulatérias | impedimento do feedback negativo por ele criado
(Letrozole) ao nivel hipotdlamo-hipéfise, que resulta na

libertacdo de GnRH e gonadotrofinas

) Resisténcia ao CC Estimulacdo direta da dominancia e crescimento
Gonadotrofinas i . o 5 . : .
Disfungdes de multiplos foliculos até a fase pré-ovulatoria,
(MG, FSH, LH) | " ) . .
hipotalamicas por acdo das gonadotrofinas exdgenas

hMG - gonadotrofina menopausica humana
®A aromatase é uma enzima que catalisa a conversdo de androgénios em estrogénios.

Uma das desvantagens da estimulacdo ovarica passa por ndo impedir 0 pico
de LH, implicando a aplicagdo de agonistas ou antagonistas de GnRH para prevenir a
ocorréncia espontanea da ovulagéo e o controlo do ciclo (ASRM, 2015). Os agonistas
de GnRH séo anélogos desta hormona que se ligam aos seus recetores na hipdfise. A
administracdo continua de agonistas causa, inicialmente, a libertacdo de FSH e LH

seguida de dessensibilizagcdo da hipdfise, o que minimiza a libertagdo das

66



Relatorio de Estagio: O Laboratério de Procriagao Medicamente AssFigtiléZ
gonadotrofinas e previne o pico de LH. Por sua vez, os antagonistas de GnRH ligam-
se reversivelmente aos recetores desta hormona e previnem a libertacdo de FSH e
LH, suprimindo de imediato o surgimento de LH (Alper, 2012). O uso de antagonistas
tem vindo a apresentar mais vantagens em relacdo aos agonistas, possuindo um
tempo de administracdo mais curto e com menor risco de ocorréncia de Sindrome de

Hiperestimulacdo Ovérica (SHO)* (Reichman e Rosenwaks, 2014).

A estimulacdo ovarica deve ser monitorizada com recurso a ecografia vaginal,
determinando o numero e o tamanho dos foliculos (Lunenfeld et al., 2000). Quando
pelo menos trés foliculos apresentarem 17mm ou mais de diametro, € administrada
hCG para inducdo da ovulacdo (Alper, 2012). Esta hormona possui uma acao
semelhante a LH, essencial para o amadurecimento final dos ovocitos (Pimentel e
Plancha, 2014). Apo6s a injecdo de hCG, a ovulacao ocorrera 36 a 40 horas mais tarde,
devendo a colheita dos ovocitos ser realizada cerca de 34 a 36 horas depois da
administracdo hormonal (Shoham e Howles, 2009; ASRM, 2015).

3.5. Puncéo Folicular

A aspiracdo folicular do ovério para colheita de ovocitos é realizada por puncao
transvaginal dos foliculos sob controlo ecografico de uma sonda com uma agulha
acoplada (Huang e Rosenwaks, 2014). Este procedimento deve ser efetuado sob
anestesia (Alper, 2012). A aspiracdo por vacuo permite a recolha do liquido folicular
em tubos de poliestireno colocados num bloco metélico de suporte, aquecido a 37°C
(Brinsden, 2005). Todos os foliculos de ambos os ovarios devem ser puncionados
(Alper, 2012).

No final da puncdo, os tubos sdo transportados para o laboratorio de
embriologia. Numa bancada de fluxo laminar de superficie aquecida a 37°C e com
recurso a um estereomicroscopio, o liquido folicular de cada tubo é transferido para
uma placa de Petri, onde se procede a triagem dos CCO presentes (Huang e
Rosenwaks, 2014). Apé6s triagem, os CCO sdo lavados em meio tamponado para
remocdo de restos celulares e vestigios de sangue e posteriormente colocados em
meio de cultura numa placa de 4 pocgos previamente aquecida a 37°C (Maggiulli et al.,

2012). Os ovdcitos sdo incubados a 37°C, 6% de CO, e 5% de O..

A SHO é um possivel efeito secundério do tratamento com recurso a estimulagdo ovarica controlada, na qual os
ovarios se tornam dilatados devido ao desenvolvimento de muitos foliculos. Esta sindrome é dolorosa, podendo ocorrer

acumulacao de fluido no abdémen e peito (ASRM, 2015).
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3.6. Avaliacdo da Maturidade Ovocitéria

Nesta fase, a avaliacdo da maturidade ovocitaria é apenas possivel com base

no aspeto morfoldgico do CCO e na expansao das células do cumulus e da coroa

radiata (Ebner, 2012a). Esta observacgdo constitui uma ferramenta Gtil para a selecao

de ovécitos quando ndo é possivel a sua avaliacdo direta (Maggiulli et al., 2012). Os

CCO podem ser considerados:

Imaturos: as células circundantes ndo apresentam expansdo, estando
firmemente compactadas a volta do ovdcito (Figura 22a) (Elder e Dale,
2011). O cumulus surge denso e escuro (Herrler e Beier, 2000). A presenca
de coagulos de sangue e aglomerados amorfos é também indicativa de
fraco amadurecimento (Elder e Dale, 2011). Nestes casos, 0s ovOcitos

encontram-se em estado de vesicula germinativa (VG) (profase 1) ou em
metafase | (MI) (Elder e Dale, 2011; Rienzi et al., 2012).

Fig. 22 — Complexos cumulus-ovécito em diferentes estados de maturagéo. (a) CCO imaturo — as células circundantes

apresentam-se compactas; (b) CCO maduro — as células circundantes encontram-se expandidas. Adaptado de Elder

(2005).

Maduros: as células do cumulus apresentam-se expandidas numa ampla
rede de filamentos da matriz, conferindo um aspeto “macio/leve” (Herrler e
Beier, 2000; Rienzi e Ubaldi, 2012). As células da coroa radiata devem
estar difundidas, apesar de se poderem manifestar mais compactas devido
a estimulacdo ovarica (Figura 22b) (Rienzi et al., 2012). Nestes casos, 0s

ovécitos encontram-se em MIl (Huang e Rosenwaks, 2014).

Apesar da hip6tese de que o desenvolvimento do ovécito esta dependente das

células que o rodeiam, este tipo de avaliagdo pode ser subjetiva e imprecisa, n&o

correspondendo ao verdadeiro estado de maturidade dos gametas femininos (Elder e
Dale, 2011; Maggiulli et al., 2012).
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3.7. Desnudacao

A desnudacéo refere-se a remoc¢éo das camadas circundantes do ovécito. Esta
preparacdo dos gametas femininos € um passo fundamental em casos de ICSI, uma
vez que permite uma avaliacdo inequivoca do estado de maturidade nuclear, da
morfologia do citoplasma e do aspeto das estruturas extracitoplasmaticas bem como
uma manipulacdo mais facilitada durante a microinjecdo (Maggiulli et al., 2012).

O processo de desnudacgdo consiste na utilizacdo de métodos enzimaticos e
mecanicos realizados sob um estereomicroscopio numa camara de fluxo laminar de
superficie aquecida. E recomendado um periodo de incubacdo minimo de 3 horas
entre a colheita dos ovécitos e a desnudacgéo (Granot e Dekel, 2012). Este tempo pode
ser necessario para alguns ovocitos atingirem a maturidade citoplasmatica,
aumentando as taxas de fertilizagcdo e a qualidade embrionaria (Maggiulli et al., 2012).
O procedimento implica a preparacdo de uma placa de 4 po¢os — um poco com 70ul
da enzima hialuronidase® e os restantes com meio tamponado. Todos 0s pocos s&o
cobertos com 6leo — cujas funcdes sdo prevenir a evaporacdo do meio e minimizar
flutuacbes de pH e temperatura — e a placa é incubada a 37°C durante 30 a 60
minutos™ (Elder e Dale, 2011). Ap6s este periodo, os CCO sdo colocados na gota de
enzima e repetidamente aspirados durante 30-40 segundos, comecando a observar-se
a dissociacao inicial das células (Granot e Dekel, 2012). Tanto a concentracdo como o
tempo de exposicdo a enzima devem ser limitados devido ao facto de poderem causar
ativacao de partenogénese por parte dos gametas femininos (Van Steirteghem, 2007).
De seguida, os ovdcitos sdo transferidos para os po¢os com meio tamponado para a
desnudacdo mecanica. Neste passo, 0s ovdcitos sofrem aspiracdes sucessivas com
pipetas de desnudacdo de didmetro adequado ao longo dos pocos, de modo a
remover a totalidade das células circundantes e dos vestigios de enzima. Este
procedimento tem de ser executado com bastante cuidado a fim de evitar danos
mecénicos nos ovadcitos (Granot e Dekel, 2012). Por ultimo, os ovécitos desnudados
sdo avaliados quanto a maturidade e qualidade ao microscopio invertido, sendo
posteriormente incubados a 37°C, 5% de O, e 6% de CO,, por um periodo minimo de
1 hora, até a realizagdo da ICSI (Elder e Dale, 2011).

A hialuronidase é uma enzima gque degrada o acido hialurénico, o maior componente da matriz extracelular dos
ovocitos (Ebner, 2012a).
*0 meio tamponado tem de ser equilibrado numa estufa a 37°C sem a presencga de CO,, dado que a exposi¢do a uma

atmosfera com CO, causa a descida do pH (Elder e Dale, 2011).
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3.7.1. Avaliacdo da Maturidade Ovocitéria apés Desnudacao

A desnudacgédo permite, entdo, avaliar o estado de maturidade nuclear dos
ovocitos ao microscépio 6ético (Rienzi et al., 2012), de acordo com a tabela 8 e a figura
23.

Tabela 8 — Estados de maturidade nuclear do ovdcito. Esta avaliacio é realizada de acordo com a presencga e/ou
auséncia do 1° GP no espagco perivitelino (EPV) e da VG. Adaptado de Rienzi et al. (2012) e Gosden (2014).

Estado 1° glébulo polar no EPV Vesicula Germinativa Maturidade Incidéncia
Metafase Il Presente Ausente Maduro 85%
Metafase | Ausente Ausente Imaturo 5%
Profase | Ausente Presente Imaturo 10%

Fig. 23 — Avaliacdo da maturidade ovocitaria apés desnudagao. (a) Ovdcito imaturo em profase I, com a presenca da
VG; (b) Ovécito imaturo em MI — o reinicio da meiose levou ao desaparecimento da VG, mas o 1° GP esta ainda

ausente; (c) Ovécito maduro em MIl, com a extrus&o do 1° GP. Adaptado de Granot e Dekel (2009).

Como apenas os ovoécitos maduros, em MIl, se encontram no estado haploide,
sdo 0s Unicos a serem utilizados para ICSI (Gosden, 2014). Os restantes séo
incubados para potencial maturagéo in vitro até a extrusdo do 1° GP (Granot e Dekel,
2012). A maioria dos ovocitos em Ml atinge a maturidade entre 1 a 24 horas de
cultura, enquanto alguns dos ovécitos em profase | chegam a Ml cerca de 26 a 29
horas apés colheita (Gosden, 2014). Os ovdcitos que atingem a maturidade in vitro
podem ser microinjetados, apesar das baixas taxas de fertilizacdo associadas (Rienzi
e Ubaldi, 2012).

3.7.2. Avaliacdo da Qualidade Ovocitaria

A maturidade nuclear, por si s6, ndo é suficiente para determinar a qualidade
ovocitaria, sendo necessario completar a avaliagdo com a maturidade citoplasmética e
a morfologia do ovocito (Granot e Dekel, 2012; Rienzi et al., 2012).

A morfologia “ideal” de um ovdcito corresponde a uma estrutura esférica

delimitada por uma ZP uniforme, com um citoplasma transltcido e uniforme, livre de
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inclusdes, e com um EPV pequeno contendo um Unico GP de tamanho apropriado
(Alpha SIRM e ESHRE SIGE, 2011, Rienzi e Ubaldi, 2012). Contudo, a maioria dos
ovacitos colhidos apés estimulacdo ovarica apresenta uma ou mais variacdes a estes
critérios (Maggiulli et al., 2012). Assim, é importante compreender quais as
irregularidades morfolégicas que comprometem a capacidade de desenvolvimento dos
ovocitos (Rienzi et al., 2012).

Os fatores incluidos na avaliacdo da qualidade dos gametas femininos, para
além da analise do CCO, sédo o tamanho e a forma do ovdcito e as anomalias intra e
extracitoplasmaticas. De um modo geral, ndo é evidente uma relacao direta entre a
morfologia do ovécito e a sua capacidade de desenvolvimento, a excecdo dos casos
dos ovacitos gigantes e dos agregados de reticulo endoplasmatico liso (AREL) (Alpha
SiRM e ESHRE SIGE, 2011; Rienzi et al., 2012).

3.7.2.1. Tamanho e Forma do Ovécito

A morfologia do ovécito pode refletir
anomalias genéticas. E o caso dos ovocitos
gigantes, que possuem o dobro do volume de um
ovocito normal devido ao facto de serem
tetraploides (Figura 24) (Rienzi et al., 2012). O

uso destes gametas € potencialmente perigoso, -

e §<
" . Fig. 24 — Comparag&o de um ovocito de tamanho
dado que o0s embrides resultantes seriam

normal com um ovdcito gigante (a direita).
anormais a nivel cromossémico, apesar de terem Adaptado de Rienzi et al. (2012).

uma clivagem e um desenvolvimento até blastocisto normais (Maggiulli et al., 2012).
Ovocitos com variadas anomalias ao nivel da forma séo fertilizados e podem dar

origem a recém-nascidos saudaveis (Rienzi et al., 2012).

3.7.2.2.  Anomalias Intracitoplasmaticas

O aspeto do citoplasma deve ser homogéneo, apesar de uma ligeira
heterogeneidade corresponder apenas a variabilidade morfoldgica (Figura 25a) (Alpha
SiRM e ESHRE SIGE, 2011). A granulosidade do citoplasma ndo se encontra bem
definida na literatura, apesar de poder estar associada a uma qualidade embrionaria
baixa (Figura 25b) (Maggiulli et al., 2012; Rienzi et al., 2012). Estes desvios
morfolégicos devem ser distinguidos de inclusdes, como 0s agregados de organelos
(Figura 25c) e os corpos refrateis (Figura 25d), associados a baixas taxas de
implantacdo (Rienzi et al., 2012).
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A influéncia dos vacuolos nos ovécitos depende do seu tamanho: vacuolos

pequenos (5-10 um de didametro) ndo aparentam ter consequéncias bioldgicas,

enquanto vacuolos de maiores dimensfes (>14 um de didmetro) estdo associados a

falhas na fertilizacdo (Figura 25e). Nos ovdcitos fertilizados em que ha persisténcia

dos vacuolos pode ocorrer interferéncia nos planos de clivagem, resultando numa
menor taxa de obtencédo de blastocistos (Alpha SiRM e ESHRE SIGE, 2011).

Fig. 25 — Anomalias intracitoplasmaticas. (a) Ovdcito com citoplasma normal homogéneo; (b) Ovécito com
granulosidade no citoplasma; (c) Ovodcito com uma éarea central granulosa tipica de presenca de agregacdo de
organelos; (d) Ovocito com um grande corpo refratil no citoplasma; (e) Ovécito com um Unico vactolo de pequenas
dimensdes; (f) Ovécito com disco de AREL no centro do citoplasma. Todos os ovécitos apresentados encontram-se em
MII. Adaptado de Rienzi et al. (2012).

A anomalia intracitoplasmatica com maior impacto negativo corresponde aos
agregados de reticulo endoplasmaético liso (AREL) (Figura 25f). Estas estruturas
translicidas semelhantes a vacuolos estdo associadas a consequéncias graves e
significativas, nomeadamente morte fetal prematura e recém-nascidos com distirbios.
Por estas razbes, a ndo inseminagdo destes ovocitos é altamente recomendada
(Alpha SiRM e ESHRE SIGE, 2011; Rienzi et al., 2012).

3.7.2.3.  Anomalias Extracitoplasméticas

De acordo com os Consensos de Istambul (Alpha SiRM e ESHRE SIGE, 2011),
as anomalias extracitoplasmaticas correspondem na maioria dos casos a simples

variagdes fenotipicas.
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Quaisquer alteracbes na aparéncia da zona pelucida (ZP) podem ser
causadas por problemas na secrec¢do e modelacdo da matriz de glicoproteinas (Rienzi
et al., 2012). Apesar de ndo existirem evidéncias suficientes do efeito do
espessamento da ZP na fertilizacdo e no desenvolvimento embrionario, devem ser
registadas observacfes de espessura e cor excecionais (Figura 26a). Quanto ao
espaco perivitelino (EPV), a presenca de inclusbes é considerada anémala, embora
ndo existam provas satisfatérias para suportar qualquer prognéstico associado a esta
observacdo (Alpha SiRM e ESHRE SIGE, 2011). Um EPV aumentado, indicador de
pos-maturidade, pode estar correlacionado negativamente com as taxas de fertilizacédo
e a qualidade embrionéaria (Figura 26b) (Rienzi et al., 2012). As altera¢bes no 1°
glébulo polar (GP) podem incluir o tamanho andmalo, a degeneragdo e a
fragmentacdo (Figura 26c¢) (Maggiulli et al.,, 2012). Ovécitos com o GP
exageradamente grande ndo devem ser utilizados devido ao risco de aneuploidia
(Figura 26d) (Alpha SiRM e ESHRE SIGE, 2011).

Fig. 26 — Anomalias extracitoplasmaticas. (a) Ovécito com uma ZP espessa; (b) Ovdcito com EPV aumentado; (c)
Ovécito com o 1° GP fragmentado; (d) Ovécito com o 1° GP gigante (5-6 vezes maior que o normal). Todos os ovdcitos
apresentados encontram-se em Mil. Adaptado de Rienzi et al. (2012).
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4. Inseminacao Intrauterina

A inseminagao intrauterina (llU) foi implementada em 1962, sendo um dos
tratamentos de infertilidade mais comummente utilizado'” (ESHRE, 2009). E uma
técnica de primeira linha simples, de baixo custo e ndo invasiva, envolvendo a
deposicdo de uma amostra seminal processada na cavidade uterina (Allahbadia e
Merchant, 2012). A fundamentacéo da llU é aumentar as taxas de concecéo do casal
ao aumentar a probabilidade de um grande numero de espermatozoides viaveis
atingirem o local de fertilizacdo, dado que é ultrapassada a barreira muco-cervical e
sdo removidas toxinas e bactérias presentes no plasma seminal (Bayer, 2012b; Kim et
al., 2014).

A llU tem sido indicada em situacbes de fator masculino moderado e
disfuncdes ejaculatdrias (Bayer, 2012b), fator cervical — hostilidade ou inadequacéo do
muco, endometriose minima a moderada, causas imunoldgicas, infertilidade
inexplicada/idiopatica e casais sero-discordantes (Marcus, 2005; Angell et al., 2008). A
IIU é também a melhor abordagem nos casos em que se recorre a amostra de dador
devido a fator masculino grave. Deste modo, a selecdo dos pacientes para llU deve
ser cuidadosa (Marcus, 2005). E obrigatoria a confirmacgéo prévia da permeabilidade
tubaria, sendo a IlU contraindicada em mulheres com atresia cervical, cervicite,
endometrite ou obstrucdo bilateral das trompas e também na maioria dos casos de

amenorreia ou oligozoospermia grave (ESHRE, 2009).

O procedimento para a IlU inicia-se com a monitorizacdo da ovulacdo, que
pode ser realizada em ciclo natural ou com estimulagéo ovarica com recurso a CC ou
a gonadotrofinas (ESHRE, 2009). O controlo do crescimento folicular é efetuado com
recurso a andlises sanguineas ou a ecografia (Pimentel e Plancha, 2014). Esta
monitorizacdo é fundamental, uma vez que evita complicacbes — como a gravidez
multipla ou a SHO — e permite determinar a inducdo da ovulagdo pela administracéo
de hCG (Allahbadia e Merchant, 2012). A 1lU é realizada 32 a 36h apods a injecéo de
hCG (ESHRE, 2009). Nesse dia, a amostra seminal é colhida em laboratério, sendo
avaliada quanto & motilidade e concentracdo, e seguidamente processada de acordo
com o descrito na secgdo 3.3. (Marcus, 2005). Apesar de ndo haver um consenso para
os limites minimos da qualidade seminal para llU, as taxas de gravidez serdo baixas
com a utilizagcdo de uma amostra com numero total <10 milhdes de espermatozoides

e com valores entre os 3 a 10 milhdes de espermatozoides moveis (ESHRE, 2009).

YA IIU nZo é classificada como uma técnica de PMA, dado que estas técnicas implicam a manipulagéo de ambos os
gametas ou embribes in vitro para obtengéo de gravidez (Zegers-Hochschild et al., 2009).
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A execucao da llU, realizada pelo ginecologista, inicia-se com a introducdo de
um espéculo na vagina, permitindo que o colo do Utero seja examinado e limpo com
uma compressa. Entretanto, o embriologista carrega uma seringa com a amostra
processada em laborat6rio, verificando uma aliquota para avaliagdo da amostra final.
Seguidamente, esta seringa é acoplada ao cateter de inseminacdo®®, ja introduzido na
cavidade uterina através do canal cervical, sendo a amostra gradualmente libertada
(Figura 27) (Marcus, 2005; Allahbadia e Merchant, 2012). E apenas carregado um
volume de 0,3—0,5 ml na seringa de modo a evitar refluxo através do canal cervical
para a vagina (Pried et al., 2000). A paciente é aconselhada a ficar em repouso
durante 15 a 20 minutos, periodo apds o qual pode retomar a sua atividade normal. O
teste de gravidez deve ser agendado para 14 dias ap0s a llU (Allahbadia e Merchant,
2012; Bayer, 2012b).

A taxa de sucesso da IlU esta dependente de variados fatores, destacando-se
a causa e a duracdo da infertilidade, a idade da mulher e os parametros da amostra
seminal (Kim et al., 2014). Assim, casais em que o elemento feminino tem uma idade
inferior a 35 anos, com um curto periodo de infertilidade e com fator masculino
moderado beneficiam desta técnica (Allahbadia e Merchant, 2012). Podem ser
realizados entre 4 a 6 ciclos, mas sdo raras as gravidezes apés 4 1lU sem sucesso
(Angell et al., 2008; DGS, 2011). Ap6s este periodo, deve ser executada uma
reavaliacdo do caso e uma discussdo sobre novas opc¢des de tratamento, como FIV e
ICSI (Marcus, 2005).

4

Fig. 27 — Representacdo de uma IlU. Na imagem pode observar-se o espéculo inserido na vagina e o cateter de

inseminacdo, acoplado a seringa que contém os espermatozoides, no interior da cavidade uterina. Retirada de

http://americanpregnancy.org/infertility/intrauterine-insemination/, acedido a 11/07/2016

= importante que o material do cateter ndo tenha um efeito téxico nos gametas. Para além disso, deve ter uma certa
rigidez, mas ao mesmo tempo alguma flexibilidade na parte distal para ndo danificar o endométrio (Pried et al., 2000).
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5.Fertilizacao in vitro

A fertilizacdo in vitro (FIV) é um dos avangos mais significativos na area da
medicina da reproducéo. Louise Brown, o primeiro humano a nascer como resultado
de FIV em 1978, foi o culminar da investigacdo de Patrick Steptoe e Robert Edwards
(Alper, 2012).

A FIV consiste na fertilizacdo extra-corporal dos ovOcitos pelos
espermatozoides em laboratério (Pimentel e Plancha, 2014). Ao longo dos anos, todos
0s passos envolvidos neste processo foram acompanhados de um aperfeicoamento
continuo que resultou numa das técnicas de PMA com maior sucesso no tratamento
da infertilidade (Nel-Themaat et al., 2012). Esta técnica é indicada em situacbes de
fator tubario bilateral, fator masculino significativo mas nao grave, disfuncdes
ovulatérias, infertilidade idiopatica superior a 3 anos, endometriose grave e idade

materna avangada (DGS, 2011; Huang e Rosenwaks, 2014).

A primeira etapa deste processo engloba a estimulacdo ovarica controlada e
puncéo folicular, de acordo com o descrito nas secc¢des 3.4. e 3.5., respetivamente
(Nel-Themaat et al., 2012). Os CCO sao mantidos em meio de cultura a 37°C numa
atmosfera de 6% CO; e 5% O, até ao momento da insemina¢édo (Huang e Rosenwaks,
2014). Também a colheita e preparacdo da amostra seminal sdo executadas segundo
as secbes 3.2. e 3.3., respetivamente. Preferencialmente, a amostra € obtida por
masturbacdo no dia da puncdo (Pimentel e Plancha, 2014). Os requisitos minimos dos
pardmetros seminais para FIV incluem uma concentracdo superior a 5x10°
espermatozoides/ml, uma motilidade superior a 5% de espermatozoides progressivos
e uma morfologia superior a 4%. Valores abaixo destes limites sdo considerados como

tendo um mau progndstico (Huang e Rosenwaks, 2014).

Cerca de 4 a 6 horas apo0s puncdo, os ovocitos sdo inseminados com uma
concentracdo de aproximadamente 50 000 a 100 000 espermatozoides moveis/ml (ou
25 000/ovacito) (Elder e Dale, 2011; Huang e Rosenwaks, 2014). Para tal, séo

necessarios alguns passos fundamentais:

e Determinar o volume de suspensdo espermatica necessario para a
inseminagdo com a concentracdo pretendida (Elder, 2005). Para esse fim, é
colocada uma aliguota de 10 pl na camara de Neubauer, sendo contados

0s espermatozoides méveis em 5 quadrados.
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e Numa placa de 4 pogos, adicionar o volume determinado da amostra

seminal ao meio de cultura'® dos pocos onde se encontram 0s ovocitos

(Rabe et al., 2000). Nao devem estar mais de 5 CCO por poco. Este passo

é realizado sob o estereomicroscépio e em bancada de superficie aquecida.

e Por fim, observar a placa ao microscépio para verificar se o nimero de
espermatozoides é suficiente (Rabe et al., 2000).

ApOs inseminacdo, os ovocitos sdo incubados overnight juntamente com os
espermatozoides nas mesmas condi¢cdes anteriores (Elder e Dale, 2011). No dia
seguinte, cerca de 1741 horas, é avaliado o resultado da fertilizagdo pela presenca
dos dois pro-nucleos e pela extrusdo do 2° GP (Alpha SIRM e ESHRE SIGE, 2011).
Esta observacdo é possivel apés a lavagem e desnudacdo mecéanica dos ovocitos
(Nel-Themaat et al., 2012). Neste passo, ndo é necessario recorrer a enzimas dado
gue a maioria das células do cumulus e da coroa radiata dispersam com a atividade
dos espermatozoides (Rabe et al., 2000). Os pré-zigotos sao, entdo, colocados numa
placa de 4 pocos com meio de clivagem previamente aquecido e equilibrado, ficando
em cultura a 37°C numa atmosfera de 6% CO, e 5% O, até ao momento da

transferéncia.

Para ultrapassar problemas de falhas de fertilizacdo na FIV, foram
desenvolvidos procedimentos de fertilizacdo assistida baseados na micromanipulacéo

de gametas, que culminaram na ICSI (Van Steirteghem, 2007).

= importante que o meio de cultura em que os espermatozoides sdo processados e onde ocorre a inseminagao
contenha uma fonte proteica, como a albumina, garantindo a capacitacado dos espermatozoides (Balaban et al., 2014).
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6.Injec&o Intracitoplasmatica de Espermatozoides

A injecao intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) é o método mais atual
e com maiores taxas de sucesso em casos de falha de fertilizacdo ou de casais com
um fator masculino grave, ambos representativos de limitagbes da FIV (Neri et al.,
2012). Com o propésito de ultrapassar este problema e aumentar a expectativa de um
melhor prognostico nestes casos, foram estabelecidas técnicas de micromanipulacéo
de gametas (De Vos e Van Steirteghem, 2005).

A micromanipulacdo irrompeu em meados de 1980 com o drilling da ZP (ZD).
Este procedimento envolve a criacdo de uma abertura circunscrita na ZP pela
utilizacdo de tampao acido de Tyrode (pH 2) aplicado com uma micropipeta de vidro
(Figura 28) (Palermo et al., 2012a). Contudo, isto permite a entrada de mais do que
um espermatozoide para o EPV, e o pH acido do meio demonstrou ser prejudicial aos
ovacitos (Palermo et al., 2009). Deste modo, a dissecéo parcial da ZP (PZD) tornou-se
rapidamente na técnica mais utilizada, uma abordagem que envolve uma disrupgéo
mecénica na ZP com uma micropipeta de vidro de modo a que os espermatozoides
obtenham acesso direto ao EPV (Figura 28) (Van Steirteghem, 2007). Esta técnica,
para além das taxas de sucesso moderadas, apresenta uma incidéncia inaceitavel de
polispermia e implica que os espermatozoides tenham motilidade progressiva e
tenham sofrido reacdo acrossémica. Adicionalmente acarreta um risco substancial de
danificac@o do ovécito (Palermo et al., 2012a). Uma outra abordagem desenvolvida foi
a injecdo subzonal de espermatozoides (SUZI), que permite a insercdo mecanica de
espermatozoides diretamente no EPV com recurso a uma pipeta de injecdo (Figura
28) (Van Steirteghem, 2007). Esta técnica provou ser mais eficaz do que o ZD e a
PZD, particularmente apés inducdo da reacdo acrossdmica. As limitacdes da SUZI
passam pela incapacidade de ultrapassar as anomalias acrossomicas e as disfuncdes
no processo de fusdo espermatozoide-membrana citoplasmatica do ovadcito,
resultando em baixas taxas de fertilizacdo (Palermo et al., 2012a).

7\

ZD PZD SuZ|

Fig. 28 — Técnicas de micromanipulagdo. Sao apresentadas representagcdes do drilling da ZP (ZD), da dissecéo parcial
da ZP (PZD) e da injec&o subzonal de espermatozoides (SUZI). Adaptado de Elder e Dale (2011)

78



Relatorio de Estagio: O Laboratério de Procriagao Medicamente AssFigtiléZ

A introducdo destas técnicas de micromanipulacdo ndo proporcionou uma

melhoria substancial nas taxas de sucesso (Elder e Dale, 2011). Em 1992, Palermo e

colaboradores reportaram o primeiro nascimento em humanos com recurso a ICSI,

que representou um grande avanco na PMA e se revelou superior em termos de taxas

de fertilizacdo, numero de embrifes obtidos e taxas de implantacao (Mansour, 1998;
Van Steirteghem, 2007).

A ICSI envolve a insercao direta de um Unico espermatozoide no citoplasma do
ovacito, ultrapassando as barreiras criadas pela ZP e pela membrana citoplasmatica
do ovécito (Neri et al., 2012). Este tratamento tem sido usado com sucesso em casos
de infertilidade devido a fator masculino grave, como oligozoospermia,
astenozoospermia, teratozoospermia ou ainda azoospermia causada por falha
testicular ou obstrucao dos ductos, em que ha recolha de espermatozoides a partir do
epididimo e do testiculo (Palermo et al., 2015). Adicionalmente, a ICSI é também o
método preferencial em casos de falhas na fertilizacdo em ciclos prévios de FIV, de
baixo niamero de ovécitos puncionados, de uso de ovdcitos criopreservados e de
aplicacao de diagnéstico genético pré-implantacdo (DGPI) (na seccédo 7.3.) (Palermo
et al., 2012b).

6.1. Equipamento de Micromanipulacdo

A ICSI é a técnica laboratorial mais complexa, implicando a necessidade de
equipamento especializado: um microscopio invertido equipado com um sistema de
micromanipuladores e micropipetas (Figura 29) (Joris et al., 1998). O objetivo de um
bom sistema de micromanipulacdo é garantir a traducéo eficiente, suave e confiante
dos movimentos do operador para 0os gametas em observacdo (Barnes, 2012). Para
tal, € essencial que o equipamento esteja estavel. Qualquer vibracdo pode interferir

gravemente com o procedimento de microinjecéo (Elder e Dale, 2011).

Um dos pré-requisitos do microscopio invertido é possuir objetivas que
permitam uma ampliacdo de 200x e 400x, fundamental para procedimentos precisos
como a ICSI (Van Steirteghem, 2007). A inclusédo de um sistema 6tico de contraste de
Hoffman providencia um grande realce de imagem quando sé&o utilizadas placas de
Petri de plastico (Mansour, 1998). Uma outra condi¢cdo € a incorporacdo de uma parte
central aquecida na platina que permite um desempenho laboratorial a 37°C (Joris et
al., 1998), dado que os ovécitos sdo sensiveis a descida de temperatura, podendo

esta causar danos irreversiveis no fuso mitético (De Vos e Van Steirteghem, 2005).
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Dois sets idénticos de micromanipuladores estdo montados no microscopio,
permitindo a manipulagcédo das pipetas holding e ICSI nos lados esquerdo e direito,
respetivamente (Joris et al., 1998). Ambos permitem movimentos tridimensionais (De
Vos e Van Steirteghem, 2005). Um dos micromanipuladores é mecéanico e é usado
maioritariamente para o0 posicionamento das micropipetas e para mové-las acima ou
abaixo (Joris et al., 1998). O segundo set de micromanipuladores funciona por controlo
hidraulico através de um joystick, utilizado para movimentos suaves e exatos (Joris et
al., 1998; Barnes, 2012). Cada set é completado com microinjetores, cuja funcéo é
fixar e libertar o ovécito com a pipeta holding ou aspirar e injetar o espermatozoide
com a pipeta ICSI (Figura 29) (Joris et al., 1998). Este sistema consiste numa seringa
de vidro hermética ligada ao suporte das micropipetas através de um tubo de plastico
flexivel (De Vos e Van Steirteghem, 2005). Todos estes componentes encontram-se
preenchidos pelo mesmo 6leo da cultura de embrides, sendo importante evitar a
presenca de bolhas de ar neste sistema (Joris et al., 1998). As bolhas interferem com

a sensibilidade no controlo de movimentos precisos (Elder e Dale, 2011).

%gg

Fig. 29 — Equipamento necessério para a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides. O microscopio invertido é

equipado com um contraste 6tico de Hoffman, uma superficie aquecida na platina e dois sets idénticos de
micromanipuladores e injetores. O set da esquerda é utilizado para a manipulagéo da pipeta holding, enquanto o da
direita permite o controlo da pipeta ICSI. A direita encontra-se uma ampliagdo do micromanipulador e respetivo
microinjetor, que permite a aspiracao ou rejeicdo de gametas e meio. Adaptado de Joris et al. (1998) e Barnes (2012).

Por sua vez, as micropipetas de vidro sao inseridas nos respetivos suportes de
micromanipulacéo incluidos no microscopio invertido (Palermo et al., 2012b). Existem
dois tipos de micropipetas, a pipeta de sustentacdo ou holding — responsavel por
segurar e imobilizar o ovocito — e a pipeta de microinjecdo ou ICSI — responséavel por
imobilizar, aspirar e injetar espermatozoides. Ambas devem ser corretamente
alinhadas e possuirem um angulo de 30° na sua extremidade distal a fim de facilitar o
posicionamento horizontal e 0 ajustamento das micropipetas em relacdo a placa de

microinjecéo (Elder e Dale, 2011).
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6.2. Procedimento e Aspetos Técnicos da Microinjecéo

O procedimento inicial para a ICSI é bastante semelhante ao descrito para a
FIV, com algumas etapas em comum: estimulagdo ovarica controlada seguida de
puncdo folicular e triagem dos CCO (Pimentel e Plancha, 2014). Nesta técnica,
contudo, os ovdcitos tém de ser desnudados (seccao 3.7.) de modo a permitir a
avaliacdo da maturidade nuclear e da qualidade ovocitaria bem como uma melhor
visualizacdo e manuseamento do ovdcito durante a microinjecao (De Vos, 2000; Van
Steirteghem, 2007). Este processo € realizado, pelo menos, 3h apés a puncao folicular
(Mansour, 1998). Relativamente aos gametas masculinos, estes sao colhidos e
preparados pelos métodos descritos nas secc¢bes 3.2. e 3.3., respetivamente. Uma
aliguota da amostra é observada para confirmac¢do da concentracdo, motilidade e
morfologia (De Vos e Van Steirteghem, 2005). Nos casos em que apenas estdo
disponiveis espermatozoides iméveis, é importante selecionar aqueles que séo viaveis

recorrendo ao teste de hipoosmolaridade (De Vos, 2000).

A placa de microinjecéo € preparada cerca de 20 a 30 minutos antes da sua
utilizacao, de acordo com a figura 30 (Elder e Dale, 2011). Na regido mais a direita da
placa de Petri colocam-se pequenas gotas de meio tamponado (cerca de 5 pl)
previamente aquecido a 37°C. Na regido da esquerda colocam-se 2 gotas de meio
PVP? (aproximadamente 10 pl), que se espalham na placa com a ajuda da ponta da
micropipeta, formando duas linhas lado a lado. ApGs a sua preparacdo, a placa é
coberta de imediato com 6leo, de modo a evitar a evaporacdo das gotas e a manter as
condicbes Otimas aquando da micromanipulacéo, e colocada na estufa a 37°C até a
sua utilizacao (Elder e Dale, 2011). Momentos antes da microinjecdo, os gametas sao
adicionados a placa. Uma aliquota — cujo volume é dependente da concentracdo — dos
espermatozoides preparados € colocada na periferia da primeira gota de PVP,
engquanto os ovoécitos em MIl sdo colocados individualmente nas gotas de meio
tamponado (Mansour, 1998).

Apos todo este processo de preparacgdo, a placa de ICSI é colocada na platina
do microscopio, que se encontra a 37°C, para se iniciar a microinjecdo. Os
micromanipuladores mecéanicos sao utilizados para descer as micropipetas
previamente focadas (Elder e Dale, 2011). A pipeta de microinjecdo é baixada para a
gota mais periférica de PVP, sendo esta focada. E, entdo, selecionado e aspirado um

espermatozoide de acordo com a sua morfologia (Mansour, 1998). Esse

0 PVP é uma solugéo viscosa usada para reduzir a motilidade dos espermatozoides, facilitando a sua manipulagéo

(Elder e Dale, 2011). Previne também a adeséo dos espermatozoides a pipeta (Mansour, 1998).
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espermatozoide é transferido para a gota adjacente de PVP, onde é colocado numa
posicdo perpendicular relativamente a pipeta de microinjecdo, facilitando a sua
imobilizag&o. A imobilizagdo envolve o esmagamento da cauda do espermatozoide —
na zona abaixo da peca intermédia — entre a pipeta e o fundo da placa de Petri através
de um golpe seco (De Vos e Van Steirteghem, 2005). Este passo provoca danos na
membrana citoplasmatica do espermatozoide, com a consequente libertagcdo de
fatores citosolicos bastante importantes na ativacao do ovdcito, o que se traduz no
melhoramento das taxas de fertilizacdo. Se, durante a imobilizacdo, a cauda for
danificada ou torcida, o espermatozoide deve ser descartado e o0 procedimento

repetido com outro espermatozoide (Neri et al., 2012).
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Fig. 30 — Representagao esquematica da placa de microinjecdo. (a) Vista superior: as gotas de PVP espalhadas, onde
serdo colocados os espermatozoides, situam-se a esquerda, enquanto as gotas de meio tamponado, onde serdo
colocados os ovécitos, encontram-se a direita; (b) Vista frontal: gotas de PVP e de meio tamponado cobertas pelo éleo,

responséavel pela manutencado das condi¢des de temperatura durante a microinjecao.

O espermatozoide imobilizado é aspirado pela cauda e posicionado na
extremidade da pipeta ICSI, imediatamente colocada sobre a gota do ovécito a
microinjetar (Elder e Dale, 2011). O ovdcito é posicionado com o GP as 6 ou as 12
horas e fixado através de uma ligeira succédo por parte da pipeta holding. Esta
localizagédo especifica do GP permite minimizar a possibilidade de danos no fuso
meiético (De Vos e Van Steirteghem, 2005).

Antes da microinjecéo, a pipeta ICSI é aproximada do ovOcito e posicionada as
3 horas, sendo importante confirmar que o plano equatorial do ovdcito, a abertura
interna da pipeta holding e a extremidade da pipeta ICSI se encontram no mesmo
plano de focagem (Figura 31a). Esta ultima €, entdo, empurrada muito lentamente de
modo a perfurar a ZP e a membrana citoplasmatica do ovécito, que oferece alguma
resisténcia (Mansour, 1998). Normalmente, a rotura da membrana ocorre quando a
pipeta atinge o centro do ovocito (Figura 31b) (Neri et al., 2012). Apds a pipeta atingir
a superficie interna da membrana as 9 horas, aspira-se lentamente uma pequena

guantidade de citoplasma que € novamente injetada no ovocito juntamente com o
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espermatozoide, promovendo a ativagdo do ovdcito e a miscigenacdo do gameta
masculino com os organelos do citoplasma (Palermo et al., 2012b). O procedimento
termina com a retirada lenta da pipeta ICSI — para evitar a saida do espermatozoide —
e a libertacdo do ovdcito da pipeta holding (Figura 31c). Todo este processo é repetido
até que todos os ovécitos maduros tenham sido microinjetados (Elder e Dale, 2011).

Apés terminada a microinjecao de todos os ovacitos, sobem-se as pipetas e a
placa de Petri é colocada na camara de fluxo laminar de superficie aquecida. Numa
placa de 4 pocos previamente preparada, procede-se a lavagem dos ovdcitos e a sua
colocacao em meio de cultura. A placa é incubada overnight a 37°C, 6% de CO, e 5%
de O, (Elder e Dale, 2011). Tal como na FIV, cerca de 17+1 horas, é avaliado o
resultado da fertilizacéo pela presenca dos dois pré-nucleos e pela extrusdo do 2° GP
(Alpha SiRM e ESHRE SIGE, 2011). Os pré-zigotos sdo novamente colocados em

cultura nas mesmas condic6es anteriores até ao momento da transferéncia.

As taxas de insucesso na ICSI variam entre 1 a 3% quando é microinjetado um
baixo nimero de ovdcitos. Estas falhas podem dever-se a uma combinagéo de falha
da fertilizacéo, fertilizacdo anormal (com 1 ou 3 PN) ou degeneracao do ovocito. Mais
raramente, a fertilizacdo pode falhar com um numero adequado de ovocitos e de
espermatozoides devido a auséncia de sincronismo entre a maturacdo nuclear e
citoplasmética do ovacito e também a morfologia dos espermatozoides (Palermo et al.,
2015). As taxas de gravidez sdo negativamente relacionadas com a idade materna,
gue prejudica a qualidade dos ovdcitos e/ou dos embrides (Neri et al., 2012). Apesar
de tudo, a ICSI resulta na producdo de um grande nimero de embrides com altas
taxas de implantacéo, que culminam no nascimento de milhares de criancas em todo o
mundo (Elder e Dale, 2011).

(@) , (b)
Fig. 31 — Processo de microinjecdo. De notar a posicdo do GP as 12h. (a) Antes da entrada no ovécito, o
espermatozoide é aproximado da abertura da pipeta de microinjecdo; (b) Quando a pipeta de microinjecdo atinge o
centro do ovdcito, observa-se a rotura da membrana plasmaética do ovécito. O espermatozoide é depositado junto a
superficie interna da membrana do ovécito (as 9 horas); (c) Apds a retirada da pipeta, é observada a rotura da
membrana plasmaética do ovdcito, em forma de cone com o vértice no centro do ovdcito. Adaptado de Neri et al. (2012).
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7.Cultura Embrionaria

A cultura de embrifes, apesar de aparentar ser um procedimento simples, é
uma tarefa complexa que implica um rigoroso controlo de qualidade. Deste modo, é
necessdria a manutencdo de certas condicdes para um desenvolvimento in vitro
estavel e 0 mais semelhante as condi¢fes fisiologicas. Um sistema de cultura de
embrides engloba uma estufa capaz de manter os valores de temperatura, CO; e O,
estabelecidos, um meio de cultura com uma composicdo capaz de cumprir 0S
requisitos fisiolégicos do embrido, material de cultura ndo citotoxico, uma boa
gualidade do ar do laboratério e a propria experiéncia do embriologista (Gardner e

Lane, 2012).

A cultura embrionaria pode ser mantida até ao 2° 3° ou 5° dia do
desenvolvimento. Contudo, é importante notar que, in vivo, embrides em fase de
clivagem estariam ainda nas trompas de Fal6pio e ndo no Utero. Tal facto pode estar
relacionado com menores taxas de implantacdo e gravidez comparativamente com a
transferéncia ao 5° dia (Gardner e Lane, 1997). A cultura de blastocistos possui a
vantagem de permitir um melhor sincronismo entre o embrido e o estado do
endométrio, bem como eliminar embrides que ndo se desenvolvem apds a ativacao do
genoma do zigoto, quer devido a defeitos genéticos ou metabdlicos (Elder e Dale,
2011). Funciona também como ferramenta na selecdo dos embrides mais vidveis com
a consequente reducdo do numero de embrides transferidos e correspondentes
gestacdes multiplas (Hardarson et al., 2012). Apesar deste sistema permitir a selecao
de embrides de qualidade superior, existem algumas preocupacdes relativamente a
seguranca da cultura prolongada e ao risco de potenciais modificacbes epigenéticas
durante o desenvolvimento in vitro, bem como o risco de nascimentos prematuros e
malformagdes congénitas (Elder e Dale, 2011; Machtinger e Racowsky, 2013). A
cultura prolongada implicou o desenvolvimento de meios de cultura capazes de

cumprir as necessidades fisiol6gicas do estado de blastocisto (Gardner e Lane, 1997).

A formulacdo de meios de cultura tem de ter em consideracédo a fisiologia do
embrido, que divide o periodo pré-implantacdo em duas fases: pré e pds compactacao
(Gardner e Lane, 1997). Esta abordagem envolve uma cultura sequencial, na qual o
meio necessita de ser trocado ao 3° dia de cultura, tornando os sistemas de cultura
dindmicos (Gardner e Lane, 2012). No entanto, de um ponto de vista pratico, a carga
de trabalho laboratorial requerida levou ao desenvolvimento de um meio de cultura

continuo — monocultura — no periodo pré-implantacdo (Elder e Dale, 2011). Contudo,
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estas duas abordagens apresentam algumas diferengas fundamentais. A monocultura
€ baseada no principio de deixar o embrido escolher aquilo que necessita durante o
seu desenvolvimento, de acordo com a disponibilidade do meio. Por outro lado, a
cultura sequencial foi desenvolvida para acomodar a dinamica nutricional do embriéo e

mimetizar as condicdes do trato genital feminino (Gardner e Lane, 2012).

Posto isto, a cultura in vitro de embrides € realizada numa estufa a 37°C, 6%
CO, e 5% O, até ao momento da transferéncia, que pode ser ao 2°, 3° ou 5° dia, numa
placa de 4 pocos com meio de cultura coberto com 6leo. As placas séo retiradas da
estufa no primeiro dia para avaliacdo da fertilizacdo e diariamente para avaliagdo da
gualidade embrionaria, em sistema de monocultura, e também para a transferéncia
para uma nova placa com novo meio de cultura equilibrado, no caso do sistema de
cultura sequencial. Esta avaliacdo deve ser executada o mais rapidamente possivel,

de modo a minimizar a variacdo das condi¢des de cultura.

7.1. Avaliacao da Fertilizacdo

Uma série de eventos dindmicos e complexos sdo despoletados apds a
interacdo espermatozoide-ovocito que, sequencialmente, levam a fertilizacdo e a
formacédo do zigoto. As caracteristicas morfolégicas do pré-zigoto, avaliadas cerca de
17+1 horas apds inseminacdo, sdo um indicador inerente tanto da qualidade dos
gametas como do potencial de implantacdo e gravidez (Alpha SiRM e ESHRE SIGE,
2011).

O ovécito fertilizado ‘ideal’ deve ser esférico e possuir dois GP, com dois PN
localizados centralmente e justapostos que devem ser do mesmo tamanho e com
membranas distintas. Os PN devem conter um numero equivalente de corpos
precursores do nucléolo (CPN) do mesmo tamanho e idealmente alinhados
equatorialmente na regido de justaposicdo da membrana (Alpha SiRM e ESHRE
SIGE, 2011). Deste modo, a avaliacdo deve ser efetuada ao nivel do numero, tamanho
e posicao dos PN, dos padrfes de distribuicdo dos CPN e da aparéncia do citoplasma
(Scott, 2003).

7.1.1. Avaliacao dos Pronucleos

O pré-zigoto deve apresentar 2 PN (Figura32a). Anomalias neste nimero sao

indicativas de falha na fertilizagdo. A presenca de apenas 1 PN (Figura32b) pode ter
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origem partenogénica, com a presencga de apenas 1 GP, ou em erros no processo de
fertilizacdo por assincronismo na formacdo ou fusdo dos PN (Ebner, 2012b). Neste
caso, podem estar presentes os 2GP e 0s pré-zigotos serem diploides. Os embrides
resultantes podem ser transferidos, apesar de revelarem uma maior incidéncia de
aneuploidias. O pré-zigoto pode também apresentar um nimero de PN =3 (Figura32c),
como resultado de falha no bloqueio da polispermia ou na citocinese, utilizacdo de
ovOcitos gigantes ou penetracdo por parte de espermatozoides binucleados (Papale et
al., 2012).

Fig. 32 — Avaliacdo do numero de PN em pré-zigotos. (a) Pré-zigoto com os CPN perfeitamente alinhados na jungao
central e justaposta dos PN. Os GP estdo fragmentados e encontram-se no eixo longitudinal dos PN. Parecem estar
presentes restos celulares no EPV e o halo citoplasmaético; (b) Pré-zigoto com apenas 1PN e dois GP distanciados; (c)
Pré-zigoto com 3PN como resultado de ICSI num ovécito gigante. Um dos 3PN é ligeiramente maior que 0s outros.
Adaptado de Papale et al. (2012).

O tamanho dos PN esta dependente de fatores relacionados com os gametas,
devendo possuir 0 mesmo tamanho® (Papale et al., 2012). Se apresentarem
diferencas significativas entre eles, os embrides resultantes possuem pouco potencial
de desenvolvimento e um alto grau de aneuploidia, ndo devendo ser transferidos
(Scott, 2003).

O alinhamento e o posicionamento dos PN sdo também avaliados. Quando
ocorre a extrusdo do 2° GP, é estabelecido um eixo polar. O correto alinhamento dos
PN neste eixo é importante para a singamia e subsequente divisdo e desenvolvimento.
A presenca de PN afastados, localizados perifericamente ou ndo alinhados em relagéo
aos GP resulta numa morfologia e clivagem anormais e ainda na paragem do
desenvolvimento. Contudo, a implantacdo pode ocorrer no caso de transferéncia
destes embrides (Papale et al., 2012).

Zpor vezes, o PN feminino pode ser ligeiramente menor que o masculino (Papale et al., 2012).
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Segundo os critérios descritos anteriormente, os Consensos de Istambul

permitiram desenvolver um sistema de classificagdo de PN em trés categorias, de
acordo com a tabela 9 (Alpha SiRM e ESHRE SIGE, 2011).

Tabela 9 — Sistema de classificagdo de PN segundo os Consensos de Istambul. Adaptado de Alpha SiRM e ESHRE
SIGE (2011).

Categoria Classificacéo Descricao
1 | Simétrico | Equivalente ao Z1 ou Z2 |
2 | Assimétrico |deososoqusawaMo&indumdoapoggéopeméncadosPN|
3 Anormal PN com apenas 1 ou nenhum CPN |

Z1/Z2 — correspondente ao Z-scoring (ver Tabela 10).

7.1.2. Avaliagdo dos Corpos Precursores dos Nucléolos

No interior dos nucleos de todas as células mitoticamente ativas encontram-se
0s nucléolos (Scott, 2003). Os nucléolos séo locais de sintese de pré-rRNA e a sua
disponibilidade é extremamente importante a partir do momento em que é necessaria
a sintese de rRNA para os processos de traducao aquando da ativacdo do genoma
embrionario (Papale et al., 2012). Estes formam-se a partir de centros funcionais, 0s
CPN (Scott et al., 2007). Apesar dos CPN nédo formarem nucléolos funcionalmente
ativos durante a fase de zigoto, eles sdo utilizados como um método indireto da
localizacdo e do grau de condensacdo no interior dos PN, funcionando ainda como
fator preditivo da viabilidade do embrido (Papale et al., 2012). Foi desenvolvida uma
classificacdo, designada Z-scoring, que avalia o nimero, tamanho e alinhamento dos
CPN, e ainda o tamanho e a orientacdo dos PN (Tabela 10) (Scott, 2003).

Os pré-zigotos com um tamanho e namero igual de CPN alinhados na zona da
juncao dos dois PN sdo considerados ‘ideais’, estando correlacionados com um
aumento da competéncia embrionaria (Papale et al., 2012). A igualdade de numero
sem o alinhamento é também aceitavel. Por outro lado, qualquer irregularidade no
tamanho, nimero ou no padrdo de alinhamento é associada a um desenvolvimento
anomalo (Scott, 2003). No entanto, pode ocorrer implantacéo (Papale et al., 2012).

A morfologia dos CPN ¢ influenciada pela idade e pela técnica utilizada. Deste
modo, a avaliacdo dos PN e dos CPN deve ser realizada segundo os critérios
descritos, tendo em consideracdo as alteragbes temporais inerentes a técnica de
inseminacgdo utilizada, a propria técnica de PMA aplicada e ainda as caracteristicas
dos pacientes (Papale et al., 2012). Todos os dados recolhidos auxiliam na selecéo de

embrides e no aumento do sucesso da implantacéo (Scott et al., 2007).
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Tabela 10 — Sistema de classificagdo Z-scoring. Os pré-zigotos com igual nimero de CNP alinhados na jungdo dos
pronucleos sao designados Z1; os que possuem um numero igual mas ndo alinhados sao designados Z2; os que
possuem desigualdade no nimero ou no alinhamento dos CPN sé&o designados Z3; os pré-zigotos com PN com um

tamanho muito desigual ou que ndo se encontram em posi¢ao central sdo designados Z4. Adaptado de Scott (2003).

Score Representacéo Descricao
il CPN de igual tamanho e nimero, alinhados na jun¢éo dos PN
(n° maximo de 6)
72 CPN de igual tamanho e namero, mas dispersos nos PN
(n° maximo de 6)
el 2 1 ou 2 CPN néo alinhados num PN, 4 a 6 CPN dispersos no
outro PN
®o00 . .
Z3-2 o o CPN alinhados num PN e dispersos no outro
0 Ao
o oyYyoo 5 ) )
Z3-3 o oo CPN em numero desigual entre os 2 PN (diferenca > 2)
o . o
734 CPN de pequeno tamanho e em grande numero (>8)
dispersos pelos PN
o
Z4-1 n ] : PN afastados
]
Z4-2 PN de tamanho muito diferente
Z4-3 - PN localizados na periferia do ovdcito

7.1.3. Avaliacao do Citoplasma

A semelhanca dos ovdcitos, é esperado que o pré-zigoto possua também um
citoplasma homogéneo. Embora alguns estudos relatem o efeito negativo de
anomalias citoplasmaticas no desenvolvimento e implantagdo do embrido, ndo existem
evidéncias suficientes para suportar este facto. Do mesmo modo, a presenca de
dismorfismos menores, como restos celulares no EPV ou corpos refracteis, néo

possuem um progndstico comprovado na implantacdo (Papale et al., 2012). Por outro
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lado, a presenca de AREL e de agregados de organelos em ovécitos fertilizados pode

estar relacionada com aneuploidias, ndo devendo ser transferidos (Alpha SiRM e

ESHRE SIGE, 2011; Papale et al., 2012). O surgimento do halo® — citoplasma

translicido na periferia — estd associado a uma melhor qualidade embrionéria,

aumento da formagédo de blastocistos ao 5° dia e a uma maior taxa de gravidez
(Ebner, 2012b).

A presenca de pequenos vacuolos ndo esta associada a consequéncias
biolégicas detetaveis, enquanto grandes vacuolos em ovdcitos fertilizados podem
interferir com os planos de clivagem, resultando na falha de formacéo de blastocistos.
Por esta razdo, normalmente ndo sdo considerados para transferéncia (Papale et al.,
2012).

7.2. Avaliacao da Qualidade Embrionaria

Um dos pontos-chave no laboratério de PMA, tendo em vista o sucesso da
implantacdo, é a selecdo de embribes. Como tal, € necessario, durante a cultura
embrionaria, proceder a sua categorizacdo de acordo com parametros distintos, de
modo a selecionar os melhores embriées para transferéncia (ASEBIR, 2015; Bronet et
al., 2015). Uma vez que o desenvolvimento embrionario segue timings especificos
(Tabela 11), uma sequéncia coordenada de eventos — velocidade de divisdo e
parametros morfolégicos — providencia as duas medidas morfolégicas essenciais do
sistema de classificacdo da qualidade embrionaria. Deste modo, a selecdo de
embrides para transferéncia € dependente da avaliacdo dos parametros mencionados
anteriormente, sob o microscopio invertido, desde o estado de PN até blastocisto
(Machtinger e Racowsky, 2013). De um modo geral, independentemente do dia da
transferéncia, tais critérios parecem apresentar um valor preditivo de viabilidade

embrionaria quando avaliados individualmente ou coletivamente.

7.2.1. Singamia e Divisao Precoce

Ao 1° dia de desenvolvimento, para além da avaliacdo da fertilizagdo, podem
ainda ser observados outros dois parametros. Ao fim de 23+1 horas apés

inseminagdo, ocorre um processo designado por singamia, que corresponde a

2 formacédo de uma zona cortical transparente — halo — é causada pelos movimentos e rotac6es dos PN durante o
seu alinhamento no centro do ovdcito (Scott, 2003; Papale et al., 2012).
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conclusdo da fertilizacéo e a fusdo dos PN. O resultado € a formacdo de um zigoto
diploide que ir4 ser submetido & primeira divisdo mitética (Elder e Dale, 2011). Esta
divisdo, conhecida como divisdo precoce, pode ocorrer 2611 horas, no caso de ICSI,
ou 28+1 horas, no caso de FIV, dando origem a um embrido de duas células. O timing
da divisdo precoce esta correlacionado com uma boa qualidade embrionaria, com o
desenvolvimento até a fase de blastocisto e ainda com taxas de gravidez elevadas
(Prados et al.,, 2012). ApOs este passo, 0 zigoto continua a dividir-se por mitose,
entrando na fase de clivagem (Elder e Dale, 2011).

Tabela 11 — Timings de observacdo de ovocitos fertilizados e de embriGes e respetivo estado de desenvolvimento
expectavel. Adaptado de Alpha SiRM e ESHRE SIGE (2011).

Tipo de observacdo Horas apés inseminacdo Estado de desenvolvimento esperado

Fertilizacdo 1741 Estado pronuclear
) ) 50% em singamia
Singamia 23+1 i i
(até 20% em estado de 2 células)
L ICSI: 26+1 )
Divisdo precoce Estado de 2 células
FIV: 28+1
Embrido Dia 2 44+1 Estado de 4 células
Embrido Dia 3 68+1 Estado de 8 células
Embrido Dia 4 92+1 Mérula
Embrido Dia 5 116+1 Blastocisto

7.2.2. Fase de Clivagem

O sistema de classificacdo de embrides em fase de clivagem é baseado na
avaliacdo do numero de células (blastomeros), sua simetria, tamanho e forma, do grau

de fragmentacéo e da presenca de multinucleacdo (Machtinger e Racowsky, 2013).

De todas as caracteristicas morfoldgicas normalmente avaliadas em estado de
clivagem, o numero de blastémeros permanece o indicador mais importante na
viabilidade do embrido (Figura 33) (Machtinger e Racowsky, 2013). Um embrido
normal progride segundo uma linha temporal previsivel, desde o estado de 1 célula até
ao estado de 16 células, com divisdes celulares a ocorrer a cada 18-20 horas.
Embrides de boa qualidade apresentam uma cinética e sincronismo de divisdo
apropriados (Prados et al., 2012). Por outro lado, embrides que se dividem quer muito
rapidamente ou muito lentamente tendem a possuir um potencial de implantacéo
reduzido (Alpha SiRM e ESHRE SIGE, 2011). Foi demonstrado que, ao 3° dia,
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embrides com um numero de células <6 ou >9 apresentam maiores taxas de

aneuploidias do que os embries com 7 ou 8 blastomeros (Finn et al., 2010).

A simetria define o tamanho e forma dos blastomeros em embriées em fase
de clivagem (Machtinger e Racowsky, 2013). Um embrido com divisdes simétricas e
sincronizadas apresenta 2, 4, 8 ou 16 células de tamanho idéntico. Por outro lado,
quando as divisdes sao simétricas, mas assincronas, o embrido apresenta células de
tamanhos diferentes devido ao facto da fase de clivagem ndo estar completa. A
excec¢ao na desigualdade de tamanho esta relacionada exclusivamente com divisdes
assimétricas (ASEBIR, 2015). Isto pode resultar numa distribuicdo desigual das
moléculas do citoplasma, relacionada com uma maior incidéncia de multinucleagao e
aneuploidias e com uma menor taxa de implantacao (Prados et al., 2012).

Fig. 33 — Embrides em diferentes estados de clivagem. (a) Embrido em fase de 2 células, apos divisdo precoce; (b)
Embrido em estado de 4 células; (c) Embrido em estado de 8 células. De notar que todos os embriGes apresentados
constituem embrides ‘ideais’, sem a presenca de fragmentacdo nem de multinucleacdo. Adaptado de Prados et al.
(2012).

Muito frequentemente, a mitose leva a externalizacdo de partes do citoplasma
celular, resultando na presenca de fragmentos anucleados rodeados por membrana
plasmatica, a chamada fragmentac&o (Prados et al., 2012). A avaliacdo do grau de
fragmentacdo é incluida em quase todos os sistemas de classificagdo de embribes,
havendo trés graus relativos: suave (<10%), moderado (10-25%) e severo (>25%)
(Alpha SIRM e ESHRE SIGE, 2011). Enquanto o primeiro grau ndo tem impacto no
potencial de desenvolvimento do embrido, os outros dois graus correlacionam-se
negativamente com a formacgdo de blastocistos, taxas de implantacdo e gravidez

(Prados et al., 2012).

A observacdo dos nucleos dos blastomeros é um procedimento de grande
importancia na avaliagdo morfologica de embrifes. Idealmente, cada blastomero deve
possuir um Unico nucleo, constituindo um bom preditor do potencial de implantagédo
(ASEBIR, 2015). No entanto, pode surgir outro estado de nucleacdo, a
multinucleacdo, caracterizada pela presenga de mais do que um nucleo em pelo
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menos um blastbmero do embrido. Pode ser avaliada aos dias 1, 2 ou 3 do
desenvolvimento, apesar de no 3° dia se tornar mais dificil devido & necessidade de
observar um maior nimero de células de menor tamanho (Prados et al., 2012). A
multinucleacéo esta associada a uma diminuicao do potencial de implantacéo e a uma
maior incidéncia de anomalias cromossémicas e, consequentemente, aumento do
risco de abortamento espontaneo, sendo os embribes com esta caracteristica
geralmente excluidos da transferéncia (Alpha SiRM e ESHRE SIGE, 2011).

Outras caracteristicas morfolégicas, como a granulosidade do citoplasma e a
presenca de agregados de organelos e de vacuolos, podem também ser avaliadas
durante a fase de clivagem (Prados et al., 2012). Contudo, ndo existem evidéncias
claras que suportem um efeito bioldgico claro destas caracteristicas no potencial de
implantacdo (Alpha SiRM e ESHRE SIGE, 2011).

Posto isto, e segundo os Consensos de Istambul (Alpha SiRM e ESHRE SIGE,
2011), um embrido ‘ideal’ em fase de clivagem deve apresentar as caracteristicas
descritas seguidamente, tendo sido ainda desenvolvido um sistema de classificacéo,

apresentado na tabela 12.

e Dia 2 (avaliado 44+1 horas apo0s inseminacdo) — 4 blastomeros
mononucleados do mesmo tamanho numa disposicdo tridimensional
tetraédrica e com uma fragmentacéo <10%.

e Dia 3 (avaliado 68+1 horas apds inseminacdo) — 8 blastdbmeros
mononucleados de igual tamanho, com uma fragmentacdo <10%.

Tabela 12 — Sistema de classificacdo de embrides em fase de clivagem. Adaptado de Alpha SiRM e ESHRE SIGE,
(2011).

Grau Classificacéo Descricao

<10% de fragmentacao

1 Bom Tamanho das células correspondente a fase de desenvolvimento
Auséncia de multinucleacéo

10-25% de fragmentacgéo

2 Razoéavel Maioria das células com tamanho especifico da fase de desenvolvimento
Sem multinucleacéo

Fragmentacgéo severa (>25%)

3 Mau Tamanho das células ndo corresponde a fase de desenvolvimento

Evidéncias de multinucleagéo
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7.2.3. Compactacgéo Celular — Morula

Apbés o0 embrido atingir o estado de 8 células, os blastbmeros comecam a
apresentar um aumento na adesdo célula-célula devido ao surgimento de juncdes
intercelulares, correspondente ao inicio da compactacao (Prados et al., 2012). Ao 4°
dia de desenvolvimento (92+1 horas apos inseminacado), o embrido acaba por surgir
como uma massa de células compacta e de dificil distingdo ao nivel dos limites dos
blastobmeros, a chamada mérula (ASEBIR, 2015). Uma morula de boa qualidade é
composta por 16 a 32 blastbmeros e todos eles devem ser incluidos no processo de
compactacédo (Figura 34) (Tao et al., 2002).

Fig. 34 — Diferentes estados de compactacdo. (a) Embrido de 8 células apresentando compactagdo moderada. A
distingéo individual dos blastémeros comecga a ser dificil; (b) Moérula de boa qualidade. Todos os blastémeros sao
incluidos no processo de compactagdo, ndo sendo evidentes células individuais; (c) Mérula de ma qualidade com

diversas células e fragmentos excluidos da massa compacta de células. Adaptado de Prados et al. (2012).

7

Uma correta compactacdo € indicativa de ativacdo do genoma embrionario,
correspondendo a um bom prognéstico da capacidade de desenvolvimento do
embrido. Adicionalmente, a ocorréncia de compactacdo precoce, ao 3° dia de
desenvolvimento, possui também um aumento do potencial de implantagdo. Em
contrapartida, se alguns blastomeros sdo excluidos deste processo, o0 embrido pode
possuir um potencial reduzido para se tornar um blastocisto normal (Prados et al.,
2012). Deste modo, os Consensos de Istambul (Alpha SiRM e ESHRE SIGE, 2011)
desenvolveram um sistema de classificacdo para avaliagcdo do estado de morula,

apresentado na tabela 13.

Tabela 13 — Sistema de classificagdo de embrides em estado de mérula. Adaptado de Alpha SiRM e ESHRE SIGE,
(2011).

Grau Classificacéo Descricao

Atinge a 42 fase de clivagem

1 Bom . . »
Evidéncias de compactacéo envolvendo o volume total do embrido

i Atinge a 42 fase de clivagem

2 Razoavel . o .
Compactacédo envolvendo a maioria do volume do embrido

5 M Compactacdo desproporcional envolvendo menos de metade do

au

embrido, com 2 ou 3 blastdmeros que permanecem distintos
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7.2.4. Blastocisto

Ao 5° dia de desenvolvimento (116+1 horas apds inseminacdo) o embrido
atinge a fase de blastocisto (Alpha SiRM e ESHRE SIGE, 2011). A extensao da cultura
embrionaria até este estado implicou a criagdo de sistemas de classificacdo
morfolégica capazes de proporcionar uma selecdo cuidada de blastocistos e obter
elevadas taxas de implantacdo. O sistema de classificacdo atualmente utilizado,
desenvolvido nos Consensos de Istambul (Alpha SiRM e ESHRE SIGE, 2011), é
baseado maioritariamente num outro criado em 1999 por Gardner e Schoolcraft e
encontra-se descrito na tabela 14. Os blastocistos s&o, entdo, avaliados de acordo
com o0 seu grau de expansdo, a morfologia da trofoectoderme (TE) e da MCI
(Hardarson et al., 2012).

A formacdo de um blastocisto inicia-se quando, na fase de mérula, ocorre a
acumulacdo de fluido entre as células, levando ao surgimento do blastocélio. E esta
acumulacéao de liquido que vai definindo o grau de expanséo do blastocisto, distribuido
por 4 graus, segundo nos Consensos de Istambul (Figuras 35 e 36). A medida que o
blastocisto se expande, é possivel avaliar com maior rigor a TE e MCI, cuja
classificacdo engloba 3 graus, segundo os Consensos de Istambul, dependendo do
numero de células, da forma e da coesédo entre elas (Tabela 14) (Hardarson et al.,

2012).
Tabela 14 — Sistema de classificagdo de embrides em fase de blastocisto. O sistema de classificagdo de blastocistos é

uma combinacé&o do grau de expansdo, da MCI e da TE; por exemplo, um blastocisto expandido com uma MCI boa e
uma TE razoavel é classificado como 3-1-2. Adaptado de Alpha SiRM e ESHRE SIGE, (2011).

Pardmetro Grau Classificagéo Descricéo
1 Inicial
Grau de 2 Em expansao
expansao 3 Expandido
4 Em eclosé&o/eclodido
Proeminente, facilmente distinguivel e com muitas
1 som células compactadas e aderidas firmemente
MCI Facilmente distinguivel e com muitas células pouco
2 Razoavel
agrupadas
3 Mau Dificil de distinguir e com poucas células
1 Bom Epitélio coesivo com muitas células
TE 2 Razoéavel Epitélio pouco coeso com poucas células
3 Mau Muito poucas células
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O blastocisto ‘ideal’ encontra-se totalmente expandido ou em eclosdo, com

uma MCI proeminente, facilmente distinguivel e consistente, com a presenca de

muitas células compactadas e firmemente aderidas umas as outras, e com uma TE

que inclui muitas células a formar um epitélio coesivo (Figura 35c). Apesar da MCI

possuir uma grande importancia no prognoéstico da implantacéo e do desenvolvimento
fetal, uma TE funcional & também essencial (Alpha SiRM e ESHRE SIGE, 2011).

Fig. 35 — Diferentes graus de expansdo dos blastocistos. (a) Blastocisto inicial; (b) Blastocisto em expanséo; (c)
Blastocisto expandido com uma MCI e TE de boa qualidade (3-1-1). Adaptado de ASEBIR (2015).

Fig. 36 — Blastocistos e ecloséo. (a) Blastocisto em ecloséo, a libertar-se da ZP; (b) Blastocisto eclodido, com a ZP a
sua esquerda. Adaptado de ASEBIR (2015).

7.2.5. O Avanco na Avaliacao da Qualidade Embrionaria — time-lapse

A classificacdo de embribes baseada apenas em aspetos morfologicos
estaticos, apesar das taxas de sucesso, pode revelar-se limitada devido a
e

dependéncia dos tempos de observacdo. Para além disso, a constante entrada

o

saidas das estufas, local que mimetiza as condi¢des fisiolégicas, pode afetar
desenvolvimento embrionario, uma vez que podem ocorrer alteragbes ao nivel da
temperatura e pH, bem como nas percentagens de CO; e O, limitando o tempo e o
namero de observacbes (Montag et al., 2011; Desai et al., 2014). Contudo, estas
desvantagens podem ser ultrapassadas através da utilizacdo de uma tecnologia
recente, o time-lapse, que permite uma monitorizacdo continua da cultura (Kirkegaard
et al., 2015). Deste modo, é possivel estudar todo o processo de progressao e ndo

apenas pontos isolados, permitindo, assim, avaliar os parametros morfocinéticos do
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embrido (Wirka et al., 2014; Bronet et al., 2015). Numerosos estudos sugerem que o
timing de alguns eventos especificos — formagdo dos pronucleos, singamia, divisédo
precoce, intervalos da divisdo celular, sincronismo da divisdo celular e inicio da
formagdo de blastocisto — s&o indicadores do potencial de desenvolvimento e de
implantacdo do embrido, com grande utilidade na sele¢do dos melhores embrides para
transferéncia (Desai et al., 2014). Ao contrario do método convencional de
observacdes diarias isoladas, este novo método providencia a aquisicdo de centenas
de imagens e permite determinar os timings destes eventos-chave no desenvolvimento
embrionario. Um software acoplado a este sistema transforma as imagens recolhidas

num video do desenvolvimento progressivo do embrido (Best, 2015).

Existem diversos aparelhos de time-lapse disponiveis comercialmente, que
diferem no seu design e funcionamento (Best, 2015). Podem consistir no acoplamento
de uma estufa a um microscopio convencional, na insercdo de um microscépio no
interior de uma estufa convencional ou ainda na combinacdo dos dois sistemas
integrados no mesmo equipamento. Esta técnica ndo invasiva permite, entdo, a
monitorizacdo dos embrides de um modo seguro, sem os remover das condicfes de
temperatura e gases desejaveis (Herrero e Meseguer, 2013). Concluindo, todas estas
vantagens, juntamente com a sua facil adocdo por parte das clinicas de PMA, tornam
a tecnologia time-lapse adequada para a selecédo dos embrides com maior qualidade e
maior potencial de implantacdo (Wirka et al., 2014). No entanto, como a aquisi¢ao
desta tecnologia envolve um investimento significativo, ndo se encontra ao alcance de

todos os laboratérios de PMA.

Um dos sistemas de monitorizacdo disponivel € o Primo Vision (Vitrolife,
Suécia), um sistema modular que é colocado no interior de uma estufa convencional e
é ligado a uma unidade exterior para a monitorizagdo continua do desenvolvimento
embrionario. E necessario uma unidade para cada paciente. Dependendo das
dimensdes da estufa, podem ser colocadas diversas unidades na mesma estufa. O
sistema Primo Vision consiste num microscépio invertido digital compacto que recorre
ao contraste de Hoffman integrado e acoplado a uma iluminagcdo LED verde que
possibilita a recolha de imagens ao longo de 3 a 11 planos focais. O seu sistema
modular permite a expansdo com microscopios adicionais a qualquer momento. Na
sua totalidade, o sistema possibilita a utilizacdo de 6 microscopios numa monitorizacao
total de 96 embrides provenientes de 6 pacientes. Cada placa pode suportar até 16
embrides. O software Primo Vision captura, analisa e apresenta imagens para uma
revisdo manual, tornando possivel a comparacdo e andlise do desenvolvimento

embrionario (Best, 2015).
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O sistema Eeva (Early Embryo Viability Assessment, Auxogyn, Estados Unidos
da América) é também um sistema modular que é inserido no interior de uma estufa
convencional pré-existente no laboratério. O Eeva utiliza campo escuro para capturar
imagens de alta resolu¢cdo num unico plano focal, com intervalos de 5 minutos. Os
embriBes séo colocados numa placa de pogcos multiplos, num méaximo de 9 embrides,
permitindo que estes sejam analisados individualmente enquanto partilham a mesma
gota de meio de cultura. As imagens obtidas sao utilizadas para produzir um video
Eeva para cada embrido (Wirka et al., 2014). Este sistema usa o software Auxogyn
para analisar o desenvolvimento embrionario inicial e fornecer dados acerca do
potencial de desenvolvimento de cada embrido até ao estado de blastocisto (Best,
2015).

Por ultimo, o sistema de time-lapse EmbryoScope (FertiliTech, Dinamarca)
consiste numa estufa de trés gases equipada com um microscopio (com contraste de
Hoffman) e uma camara de alta definicdo, possibilitando uma monitorizacdo continua
do desenvolvimento embrionario. A estufa tem uma capacidade para 72 embribes,
distribuidos por 6 placas (EmbryoSlide) com 12 embrides cada (Desai et al., 2014). As
imagens sdo adquiridas com recurso a uma iluminacédo LED vermelha, até um maximo
de 9 planos focais, a cada 15 minutos. As imagens obtidas sdo transferidas para o
software EmbryoViewer, onde sdo armazenadas e avaliadas com um sistema de

analise e selecdo de embrides (Desai et al., 2014; Best, 2015).
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7.3. Diagndéstico Genético Pré-Implantacéo

O diagnéstico genético pré-implantacdo (DGPI) é uma técnica laboratorial
desenvolvida h4 mais de 20 anos e que constitui uma forma precoce de diagnéstico
pré-natal (Harper, 2011). O seu principal objetivo é o estudo genético de embrides
obtidos in vitro, permitindo distinguir os embribes saudaveis dos afetados por
anomalias genéticas (Regateiro, 2007; Wells e Fragouli, 2012).

Cerca de 25% dos casais que recorrem a DGPI possuem um ou mais filhos
afetados por uma doenca de causa genética ou por uma malformacao, enquanto uma
percentagem ainda mais elevada ja sofreu abortamentos espontaneos ou realizou IVG
apos diagnostico genético pré-natal (Regateiro, 2007). Deste modo, o DGPI esta

maioritariamente indicado para as seguintes situagdes:

e Estudo dos embribes obtidos de casais portadores de mutacdo associada a
doenca monogénica grave, possuindo um risco elevado de herdar a mutagao
e desenvolver a doenga em causa (Regateiro, 2007);

e Estudo dos embrides obtidos de casais em que um dos elementos seja
portador de uma alteragcdo cromossOmica estrutural equilibrada (Regateiro,
2007);

e Estudo dos embrides obtidos de casais portadores de doencas relacionadas
com a repeticao de tripletos (Harper, 2011).

e Detecdo de complementos cromossdmicos anormais em embrides obtidos
de casais em que a mulher tenha mais de 35 anos (Hens et al., 2013);

e Estudo dos embrides obtidos de casais em que tenham ocorrido
abortamentos de repeticdo ou falhas repetidas de implantacdo (por possivel
presenca de aneuploidias nos embrides) (Hens et al., 2013);

e Determinagcdo do sexo genético em embrides obtidos de casais portadores

de doencas ligadas ao cromossoma X (Regateiro, 2007).

A técnica preferencial para este tipo de diagndstico é a ICSI, a fim de evitar
contaminacdo por espermatozoides ligados a ZP (Thornhill et al., 2005) ou por células

da granulosa.

A biopsia embrionaria € um processo de micromanipulagéo idéntico ao da ICSI,
gue engloba 2 passos. O primeiro corresponde a penetracdo ou remog¢éo de parte da
ZP, enquanto o segundo se refere a remocao de uma ou mais células através de uma
pipeta de bidpsia (no lugar da pipeta de microinje¢&o) (Thornhill et al., 2005). O meio

em que é realizada a biépsia ndo deve conter Ca** nem Mg*, sabendo que esta
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condicdo permite uma remogdo mais facil das células, acompanhada de uma menor

taxa de lise celular e de um tempo mais reduzido para a execugéo do procedimento.

Subsequentemente, o potencial de desenvolvimento do embrido ndo é afetado
(Dumoulin et al., 1998).

A criacao de uma abertura na ZP € alcancada preferencialmente com recurso a
laser, apesar de, quando este ndo se encontra disponivel, se poder recorrer a métodos
mecénicos (PZD) ou quimicos (ZD) (Thornhill et al., 2012).

A biépsia pode ser realizada em 3 estados de desenvolvimento diferentes:

a) Ovocito/Pré-zigoto: biépsia sequencial ou simultanea do 1° e 2° GP. A
analise genética deste método € restrita a mutacdes maternas (lwarsson et
al., 2011).

b) Embrido em fase de clivagem: biépsia de 1 ou 2 blastomeros ao 3° dia de
desenvolvimento (Figura 37a) (Oliva Teles, 2011). Apresenta a vantagem
dos blastomeros conterem o material genético de ambos os progenitores

(lwarsson et al., 2011).

c) Blastocisto: bidpsia de 5 a 10 células da TE ao 5° dia de desenvolvimento
(Figura 37b) (Dahdouh et al., 2015).

Fig. 37 — Diagnéstico genético pré-implantagdo. (a) Bidpsia embrionaria em fase de clivagem apresentando a remog&o
de 1 blastémero (Adaptado de lwarsson et al. 2011); (b) Bidpsia embrionaria em fase de blastocisto apresentando a

remocao de células da TE (Adaptado de Thornhill et al. 2012).

A bi6psia em fase de clivagem é o processo mais utilizado (Regateiro, 2007).
Estudos que analisaram o efeito da bidpsia embrionaria no estado de 8 células
demonstraram que a remocdo de duas células ndo é prejudicial ao metabolismo e
desenvolvimento do embrido, com uma sobrevivéncia superior a 90% (Harper, 2011).
Por sua vez, a bidpsia da TE é pouco usada devido ao facto de nem todos os

embriBes atingirem esta fase e da possivel existéncia de divergéncia genética entre as
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células da TE e a MCI, resultando num mosaicismo que pode ser responsavel por
falsos positivos (Regateiro, 2007; Dahdouh et al., 2015). Adicionalmente, implica a
vitrificacdo dos embrides (Harper, 2011). Apesar das desvantagens, este método
possibilita uma maior seguranca dos resultados e ndo envolve a remocao de células

embrionarias (Regateiro, 2007; Oliva Teles, 2011).

A técnica de bidpsia embrionaria deve ser realizada por um embriologista
experiente, enquanto o diagndstico deve ser executado por um geneticista (Harper,
2011). Para o estudo da doenca genética em causa pode recorrer-se a:

e Reacdo em cadeira da polimerase (PCR — Polimerase Chain Reaction):
permite o diagndstico de doencas monogénicas, repeticdo de tripletos ou
determinagéo do sexo do embrido (Harper, 2011).

e Hibridizacao fluorescente in situ (FISH): possibilita a detecdo de anomalias
cromossOmicas, nomeadamente translocacbes, doencas ligadas ao
cromossoma X e aneuploidias, sendo para esta Ultima recomendada a
utilizacdo de sondas para os cromossomas 13, 14, 15, 16, 18, 21, 22, Xe Y
(Thornhill et al., 2005).

Apesar de serem largamente utilizadas durante as Ultimas duas décadas, estas
técnicas apresentam algumas desvantagens (Wells e Fragouli, 2012). No PCR existe
um possivel risco de contaminacdo e de allele drop-out (amplificacdo preferencial de
um dos alelos) (Thornhill et al., 2005). Por outro lado, a FISH apresenta limitacGes
significativas em termos de rigor e de quantidade de informacédo obtida, uma vez que
permite avaliar um maximo de 12 cromossomas por embrido. Isto levou ao surgimento
de técnicas que possibiltam a avaliacdo do numero de coépias de todos os
cromossomas, entre as quais se destacam o real-time PCR, a hibridizacdo gendmica
comparativa (HGC) com recurso a arrays e também a detecdo de polimorfismos de
nucledtido tnico (SNP) (Wells e Fragouli, 2012).

A obtencéo dos resultados do DGPI ndo deve demorar mais de 48 horas (Oliva
Teles, 2011). Apds este periodo, os embries que apresentam resultados negativos
sdo avaliados e selecionados para transferéncia (Dahdouh et al., 2015). No caso de
bidpsia em fase de blastocisto, tem de ocorrer desvitrificagdo para haver transferéncia.
Estima-se que, com a utilizacdo do DGPI, se consiga reduzir até 95% o risco de
transmissdo de determinada doengca genética grave de um casal portador a

descendéncia (Oliva Teles, 2011).
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8. Transferéncia de Embrides

A transferéncia de embrides € um dos fatores mais importantes na PMA devido
a sua relacao direta com as taxas de implantacao e gravidez (Balaban et al., 2014). O
sucesso da implantacdo estd dependente da selecdo de embries de boa qualidade
para transferéncia e da recetividade do endométrio (Gianaroli et al., 2012). Esta
recetividade esta diretamente ligada ao chamado suporte da fase latea, no qual ocorre
administracdo de progesterona apés a puncao folicular com a finalidade de garantir a

maturidade do endométrio para a implantagdo (Alper, 2012).

A transferéncia de embribes pode ser realizada ao 2° 3° ou 5° dia de
desenvolvimento, estando a escolha dependente das caracteristicas de cada caso e
da qualidade embrionaria (Gianaroli et al., 2012). Segundo o Conselho Nacional de
PMA, o nimero de embrides a transferir deve ser de 1 ou 2, de modo a diminuir a
incidéncia de gravidez multipla (DGS, 2011). Existem situagfes excecionais em que
sdo transferidos 3 embrides, tais como idade materna avancada, baixa qualidade
embriondria e alguns fatores de infertilidade (Gianaroli et al., 2012).

No dia da transferéncia, € preparada uma placa de 4 po¢cos com meio de
carregamento e meio de cultura para lavagem, que é colocada na estufa a 37°C, 6%
CO; e 5% O, pelo menos 5 horas antes do procedimento. Os embrides em cultura
sdo, entdo, avaliados, de modo a selecionar os que possuem melhor qualidade. Os
embrides selecionados sdo colocados durante 15 minutos em meio de carregamento.
Este meio, designado como meio de adesdo, € uma solucdo viscosa que se
assemelha as propriedades naturais das secre¢fes uterinas, tendo como vantagens
reduzir a probabilidade de expulsdo dos embrides ap6s transferéncia e facilitar a
aposicao e adesdo do embrido ao endométrio (Balaban et al., 2014).

Durante o periodo em que os embrides estdo no meio de adesao, procede-se a
preparacdo da paciente. Com a paciente deitada, € introduzido um espéculo na vagina
para permitir a examinacgéo e limpeza do colo do Utero com uma compressa. Enquanto
este procedimento é executado pelo ginecologista na sala de transferéncia, o
embriologista faz o carregamento dos embrides no laboratério. O carregamento dos
embrides é executado com recurso a um cateter de transferéncia. O cateter é
acoplado a uma seringa com meio de cultura, procedendo-se a sua lavagem
(Brinsden, 2005). O carregamento propriamente dito envolve a aspiracdo segundo

esta ordem: meio de carregamento — bolha de ar — meio de carregamento com 0s
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embrides — bolha de ar — meio de carregamento. E fundamental que o volume de meio

aspirado seja muito reduzido para ndo prejudicar a implantacdo (Balaban et al., 2014).

O cateter é, por fim, levado para a sala de transferéncia e entregue ao
ginecologista, que o manobra suavemente através do canal cervical até atingir o Utero
(Brinsden, 2005). Este procedimento deve ser guiado com ecografia abdominal,
permitindo que os embrides sejam depositados a 1 a 2 cm do fundo uterino (Figura 38)
(Alper, 2012). Apo6s a expulsdo dos embrides, aguarda-se um momento até a retirada
lenta e cuidadosa do cateter, que é levado de novo para o laboratorio para ser
inspecionado para a presenca de embrides retidos. Caso isto aconteca, os embribes
devem ser novamente carregados num novo cateter e imediatamente transferidos. No
final de todo o procedimento, a paciente deve repousar durante 30 minutos até
retomar a sua atividade normal (Brauer e Schattman, 2014). Os embribes
excedentarios de boa qualidade devem ser criopreservados segundo consentimento
do casal (Gianaroli et al., 2012).

Fig. 38 — Representacdo de uma transferéncia de embrides. Na imagem pode observar-se o espéculo inserido na
vagina e o cateter de transferéncia, onde se encontram os embrides, acoplado a uma seringa, no interior da cavidade
uterina. No canto superior esquerdo observa-se uma imagem resultante da visualizagdo ecogréfica. Retirada e
adaptada de http://www.ivfconnections.com/forums/content.php/569-After-IVF-Embryo-Transfer-W hat-You-Need-to-
Know, acedido a 24/07/2016.

Complicagbes que podem levar a uma transferéncia com menor taxa de
sucesso incluem trauma endometrial, indugdo de contragBes uterinas, danos nos
embrides ou deposicdo dos embribes numa localizagdo subdtima (Brauer e
Schattman, 2014). Também as caracteristicas dos cateteres sdo fundamentais para o
sucesso deste procedimento, estando o uso de cateteres flexiveis associado a
melhores resultados (Gianaroli et al., 2012).
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8.1. Eclosao Assistida

A eclosado do blastocisto é um passo fundamental numa sequéncia de eventos
fisiologicos que culminam na implantacdo (ASRM e SART, 2014). A eclosdo da ZP é
alcancada através de processos mecanicos — ciclos de contracdo e expansao do
blastocisto — e acdo enzimatica — lisinas libertadas pelo embrido e pelo utero — que
permitem a sua rotura (Veiga e Belil, 2012). A falha da eclosédo pode ser um dos
fatores responsaveis pelas baixas taxas de implantacdo em embrides resultantes de
técnicas de PMA (Petersen et al., 2005). Estas falhas podem dever-se ao
espessamento ou endurecimento da ZP, a alteracbes na secrecdo das lisinas ou a

modificacBes nos ciclos de contracdo-expansao do blastocisto (Veiga e Belil, 2012).

Em 1990 surgiu a eclosdo assistida (EA), através da qual é possivel,
artificialmente, reduzir a espessura da ZP ou criar uma abertura nesta camada. A EA
pode ser alcancada através de diferentes abordagens, como o ZD com tampéo acido
de Tyrode, a PZD e o laser (ASRM e SART, 2014). Apesar do equipamento ser
dispendioso, a EA com recurso a laser parece ser o método mais seguro, simples e
rapido, englobando a consisténcia na realizacdo entre diferentes operadores (Elder e
Dale, 2011; Hammadeh et al., 2011). A EA pode ser aplicada antes da transferéncia

em embrides em fase de clivagem (dia 3) ou blastocistos (Veiga e Belil, 2012).

A técnica do laser é executada ao microscopio 6tico invertido, com superficie
aquecida, diretamente na placa onde os embrides se encontram em cultura (Petersen
et al., 2005). A fotoablacdo da ZP deve ser precisa e rapida de modo a evitar efeitos
termogénicos ou mutagénicos. Finalizado este procedimento, os embrifes sujeitos a
EA devem ser mantidos em cultura durante um periodo minimo de 30 minutos (Veiga
e Belil, 2012).

A EA possui um bom prognéstico em casos de falhas sucessivas de
implantacdo, transferéncia de embrides criopreservados, casos com mau prognéstico
e casos de idade materna avancada (Elder e Dale, 2011; ASRM e SART, 2014).
Contudo, nédo existem evidéncias suficientes para a sua recomendac¢do como técnica

integrante da rotina laboratorial (Veiga e Belil, 2012).

Como todas as técnicas, a EA também possui algumas complicacbes
associadas, tais como danos letais ou danos nos blastbmeros que comprometam a
viabilidade do embrido, estando ainda implicado um risco de gravidez de gémeos
monozigoticos devido a manipulagéo da ZP (ASRM e SART, 2014).
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9.Criopreservacao

O procedimento que torna possivel o armazenamento de células viaveis a
baixas temperaturas (normalmente —196°C em azoto liquido) é designado por
criopreservagao (Di Santo et al., 2012). A criopreservagdo bem-sucedida em contexto
de PMA foi alcancada inicialmente em 1954 com espermatozoides, e s6 depois em
embriBes e ovdcitos em 1986. A criopreservacado de espermatozoides e embrides é

atualmente parte integrante da pratica laboratorial (Zhao et al., 2011).

As técnicas usadas para criopreservagdo em PMA devem garantir a
sobrevivéncia e viabilidade das células ap6s descongelacdo (Zhao et al., 2011).
Contudo, este processo possui riscos associados, que incluem danos provocados pela
descida da temperatura, 0 que pode levar a formacdo de cristais de gelo que
perturbem o fuso meitético/mitético. A adicdo de crioprotetores aos meios de

criopreservacao pode prevenir a formacéao de cristais de gelo (Elder e Dale, 2011).

Os dois métodos principais utilizados na criopreservacao sdo a congelacao
lenta e a vitrificacdo. A congelacdo lenta envolve um processo de arrefecimento
programado em conjunto com baixas concentracdes de crioprotetores. Por sua vez, a
vitrificacdo é alcancada usando altas concentracBes de crioprotetores e taxas de
arrefecimento extremamente rapidas (15 000 a 30 000°C/minuto), resultando na
solidificacdo da &gua num estado vitreo sem a formacdo de cristais de gelo. As
concentracdes elevadas dos crioprotetores associadas a citotoxicidade podem ser
ultrapassadas gracas a introducdo de crioprotetores com alta permeabilidade
membranar e baixa toxicidade em conjunto com concentracdes apropriadas de
crioprotetores ndo permedveis (Antinori et al., 2007). Dados recentes sugerem gue a
vitrificag@o pode resultar em melhores resultados clinicos comparativamente com 0s

protocolos de congelagéo lenta (Zhao et al., 2011).

9.1. Criopreservacao de Embrides

A criopreservacdo de embrides permite a transferéncia de um namero limitado
de embrides e 0 consequente armazenamento dos embrides supranumerarios de boa
gualidade, maximizando deste modo as taxas cumulativas de sucesso de um Unico
ciclo de FIV/ICSI e evitando uma nova estimulagdo ovarica (Loutradi et al., 2008).

Adicionalmente € uma ferramenta de grande utilidade em casos em que a
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transferéncia de embrides € cancelada, quer devido a risco de SHO, hemorragia
endometrial ou quaisquer outros eventos ndo planeados (Konc et al., 2014). E ainda
importante em casos em que uma recetora de ovOcitos ndo se encontra sincronizada

com a sua dadora (Blayney, 2005).

Uma revisdo de Loutradi e colaboradores (2008) comparou o0s resultados
obtidos entre os dois métodos de criopreservacao disponiveis e demonstrou que a
vitrificacdo de embrides em fase de clivagem e de blastocisto apresenta maiores taxas
de sobrevivéncia apds desvitrificacdo comparativamente com a congelacdo lenta.
Estas taxas elevadas podem dever-se ao menor risco de dano celular com esta
técnica, levando a que a maioria dos laboratérios adote a vitrificagdo como método
principal (Balaban et al., 2014).

A vitrificagdo de embrides deve realizar-se respeitando cuidadosamente todos
os intervalos de tempos discriminados nos protocolos, de modo a que os embrides,
apos vitrificagdo, mantenham todas as caracteristicas estruturais e,
consequentemente, todas as funcdes fisioldgicas, assim como o seu metabolismo,

inalterados.

O protocolo de vitrificacdo, segundo o método Rapid-i™ (Vitrolife, Suécia),
engloba a preparacdo de uma placa de 4 pogcos com os meios de vitrificacéo,
conforme o estado de desenvolvimento do embrido — RapidVit Cleave™ para
embrides em fase de clivagem e RapidVit Blast™ para blastocistos. A placa é
incubada na estufa a 37°C durante, pelo menos, 30 minutos antes do procedimento.
Os blastocistos devem ser previamente colapsados com recurso a laser de modo a
aumentar as suas taxas de sobrevivéncia (Elder e Dale, 2011). Findado o tempo de
incubacao da placa, os embrides selecionados sdo colocados nos pocos pela ordem e
tempos apresentados na tabela 15. O carregamento da palheta de vitrificacéo deve ser
realizado o mais rapidamente possivel e com um volume minimo de meio, néo
excedendo os 2 embrides por palheta. A palheta é colocada no interior de uma palheta
externa, que se encontra em azoto liquido, sendo posteriormente selada e

armazenada no contentor de azoto liquido.

No dia da transferéncia dos embrides criopreservados, € realizada a
desvitrificagdo com recurso a meios de aquecimento — RapidWarm Cleave™ para
embribes em fase de clivagem e RapidWarm Blast™ para blastocistos — preparados
do mesmo modo que os meios anteriores. A palheta, retirada do contentor e colocada
em azoto liquido, € cortada e imersa no primeiro meio da placa de 4 pogos, sendo

seguidamente transferidos entre os diferentes meios pela ordem e tempos
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apresentados na tabela 15. No final, os embrides séo colocados numa nova placa com

s

meio de cultura previamente equilibrado, onde € avaliada a sua qualidade pés-
desvitrificacdo, sendo mantidos na estufa a 37°C, 6% CO, e 5% O, até a hora da

transferéncia.

Tabela 15 — Vitrificagdo e aquecimento de embrides. Estdo apresentados o nimero de meios e os tempos de
permanéncia em cada um deles, conforme se trate de vitrificacdo ou aquecimento de embriGes em fase de clivagem ou
blastocistos, segundo o método Rapid-i™ (Vitrolife, Suécia). De notar que apenas o meio RapidWarm Cleave™ possui

um quarto meio de aquecimento.

Vitrificag&o Aquecimento
) RapidVit RapidVit ) RapidWarm RapidWarm
Meio Meio

Cleave™ Blast™ Cleave™ Blast™

5—-10 min 5—-20 min 1 10-30s 2 min

2 min 2 min 2 1 min 3 min
30s 45s 3 2 min 5—-10 min

4 5 min

9.2. Criopreservacao de Ovocitos

A criopreservacao de ovécitos tem vindo a ser introduzida na prética clinica,
apesar de muitas vezes ser considerada experimental (Konc et al., 2014). A ampla

aplicacdo da criopreservacao de ovocitos permite:

e Preservar a fertilidade em mulheres sujeitas a tratamentos oncoldgicos,
FOP, doencas cronicas ou cirurgias a regido pélvica que impliqguem a
remocao dos ovarios durante a idade reprodutiva (Kuwayama, 2012);

e Ultrapassar os problemas legais, morais e religiosos associados a
criopreservacéo de embrifes em alguns paises (Antinori et al., 2007);

e Criar bancos de ovécitos que evitam os problemas inerentes a necessidade
de sincronizacéo dadora-recetora (Konc et al., 2014);

e Armazenar ovocitos excedentarios para evitar a producdo de embribes
supranumerarios (Gianaroli et al., 2012);

¢ Permitir o adiamento da maternidade por motivos pessoais ou profissionais

— criopreservacao por razées ndo-médicas (Konc et al., 2014).

O ovécito maduro possui caracteristicas biolégicas muito particulares — grande
tamanho, alta sensibilidade a baixas temperaturas, alta fragilidade, alto contedo em
agua, razdo volume:area superficial elevada, presenca de fuso meibtico e outros

organelos celulares e baixa permeabilidade membranar (Konc et al., 2014). Estas
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particularidades tornam o ovécito suscetivel a danos durante a criopreservacao
(Antinori et al., 2007). A formacao intracelular de cristais de gelo causa danos no
citoesqueleto, que € também sensivel ao stress osmoético. A disrupgdo do fuso
meibtico pode causar anomalias cromossOmicas e aneuploidias. A descida da
temperatura ou a prépria acdo dos crioprotetores podem causar um aumento no Ca**
intracelular, que leva a modificagbes nos mecanismos de sinalizacdo e a ativagao do

ovocito (Elder e Dale, 2011).

Os fatores que podem influenciar a eficiéncia da criopreservacdo sao muito
variados, incluindo a idade materna, a qualidade dos ovdcitos e, mais importante, a
técnica utilizada — criopreservacao lenta ou vitrificacdo (Gianaroli et al., 2012). Uma
revisdo de Antinori e colaboradores (2007) confirmou resultados obtidos por outros
autores, indicando que a vitrificacdo € o método preferencial para criopreservacao de
ovOcitos por ser uma técnica rapida e pouco dispendiosa capaz de preservar a
integridade biolégica dos ovdcitos, resultando em elevadas taxas de sobrevivéncia e
gravidez. Deste modo, a criopreservacdo de ovocitos deve deixar de ser considerada
uma técnica experimental (ASRM e SART, 2013).

O protocolo de vitrificacdo para ovoécitos, segundo o método Rapid-i™ (Vitrolife,
Suécia), tem muitos pontos em comum com a vitrificacdo de embrides. Os ovdcitos
tém de ser desnudados previamente a criopreservacao, segundo o descrito na sec¢ao
3.7.. Apenas os ovocitos maduros serdo submetidos a este processo, podendo ser
vitrificados de imediato ou colocados em cultura. Os ovdcitos selecionados sao, entao,
colocados nos pocos da placa de 4 pocos previamente equilibrada a 37 °C com os
meios de Vvitrificacdo (RapidVit Oocyte™), seguindo a ordem e os tempos
apresentados na tabela 16. O carregamento da palheta e posterior armazenamento é

idéntico ao descrito na se¢do 9.1..

Tabela 16 - Vitrificagdo e aquecimento de ovdcitos. Estdo apresentados o nimero de meios e os tempos de
permanéncia em cada um deles, conforme se trate de vitrificagdo ou aquecimento de ovécitos, segundo o método

Rapid-i™ (Vitrolife, Suécia). De notar que o meio RapidWarm Oocyte™ possui um quarto meio de aquecimento.

Vitrificac&o Aquecimento
Meio RapidVit Oocyte ™ Meio RapidWarm Oocyte™
1 5—20 min 1 1 min
2 2 -5 min® 2 3 min
3 25-35s 3 5 min
4 5—10 min

®E esperado que os ovdcitos neste meio sofram re-expansdo e retomem o seu volume original nos 5 minutos. Se tal

nao acontecer pode ser indicativo de que o meio ndo se encontra a 37°C.
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No dia da ICSI®, a desvitrificacéo é realizada cerca de 1 a 2 horas antes da
microinjecdo, com recurso a meios de aquecimento (RapidWarm Oocyte™)
previamente equilibrados a 37 °C. A palheta, retirada do contentor e colocada em
azoto liquido, é cortada e imersa no primeiro meio, sendo os ovécitos seguidamente
transferidos entre os diferentes meios pela ordem e tempos apresentados na tabela
16. No final, os ovocitos sdo colocados numa placa com meio de cultura previamente
equilibrado, onde se realiza a sua lavagem e se verifica a sua qualidade péds-
desvitrificacdo, sendo mantidos na estufa a 37 °C, 6% CO, e 5%0, até a hora da ICSI.

9.3. Criopreservacéo de Espermatozoides

A criopreservacao de espermatozoides é parte integrante das técnicas de PMA.
Possui uma grande importancia em casos de manutencao da fertilidade masculina em
pacientes oncolégicos — submetidos a quimio ou radioterapia ou a remocdo das
gonadas em idade reprodutiva — e em casos de doencas ndo malignas, como diabetes
e doencas autoimunes, que podem levar a dano testicular. A criopreservacdo de
espermatozoides é ainda utilizada para a criacdo de bancos de dadores masculinos e
para 0 armazenamento de amostras obtidas de bidpsia testicular, de modo a evitar
novas intervencdes. Além disso, permite a criopreservacdo dos gametas masculinos
guando os casais iniciam o tratamento de PMA e o elemento masculino ndo pode

realizar a colheita no dia da puncao folicular (Di Santo et al., 2012).

Os espermatozoides séo células relativamente simples com uma razdo area
superficial:volume elevada e uma alta permeabilidade a 4gua, garantindo um equilibrio
osmético rapido na presenca de crioprotetores (Blayney, 2005). Por estas razbes, 0s
espermatozoides parecem ser menos sensiveis a danos resultantes da
criopreservacéo (Di Santo et al.,, 2012). Apesar disso, a criopreservagdo pode ter
efeitos deletérios na estrutura e funcdo espermética — reducdo da motilidade,
alteracdes na membrana plasmatica e acrossomica e ainda danos na cromatina. Estes
riscos associados a criopreservacdo nao impedem que esta seja uma ferramenta de
grande relevancia nos tratamentos de infertilidade (Paoli et al., 2014).

O método de criopreservacdo de espermatozoides inicia-se com a colheita e
processamento da amostra seminal segundo as sec¢des 3.2. e 3.3., respetivamente.

Apods o swim-up, é adicionado o crioprotetor (previamente colocado a temperatura

A ICSI é 0 método utilizado para inseminagdo dos ovoécitos sujeitos a criopreservacdo devido ao endurecimento da

ZP resultante deste processo (Elder e Dale, 2011).
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ambiente) ao meio com os espermatozoides numa diluicdo 3:1, se a qualidade da
amostra for boa, ou entdo 2:1 ou 1:1 no caso de uma menor qualidade (Blayney,
2005). A eficicia do crioprotetor é dependente do tempo de interagdo entre a solugéo
crioprotetora e as células e da temperatura a que esta exposi¢cdo ocorre. Por esta
razdo, a solucéo crioprotetora € adicionada gota a gota, com homogeneizacdo suave
para evitar o stress osmotico (Paoli et al., 2014). A amostra bem homogeneizada é
carregada em palhetas devidamente identificadas, que sdo seladas por calor em
ambas as extremidades. As palhetas sdo colocadas durante 30 minutos a 5°C,
seguidamente em vapor de azoto durante 30 minutos a uma temperatura que ronda os
—80°C e, por fim, sdo mergulhadas no azoto liquido. Este método pode causar a
formacdao de cristais de gelo se a taxa de arrefecimento for muito rapida ou muito lenta
(Paoli et al., 2014).

O processo de descongelacdo é igualmente importante, uma vez que deve
permitir a recuperacdo da normal atividade biol6gica por parte dos espermatozoides.
Deste modo, devem ser evitadas mudancas de temperatura abruptas (Di Santo et al.,
2012). A palheta de criopreservacdo é, entdo, retirada do contentor e colocada a
temperatura ambiente até descongelar. Seguidamente cortam-se as extremidades
seladas e adiciona-se a amostra a um tubo. Nesta fase, acrescentam-se 2 ml de meio
de cultura previamente aquecido a 37°C a amostra, que vai a centrifugar a 1000 rpm
durante 15 minutos a 35°C. Esta centrifugacdo tem como objetivo remover o

sobrenadante e lavar a amostra (Di Santo et al., 2012).

A criopreservacao de espermatozoides ndo tem avancado ao longo do tempo.
Uma das razdes para fundamentar esta paragem pode basear-se no facto de que,
apesar das taxas de sobrevivéncia ndo serem as melhores — a perda pode ir até aos
50% - a fertilizac@o e os resultados, de um modo geral, ndo séo afetados devido ao
grande numero de células disponiveis para os tratamentos e ao sucesso da fertilizagdo
(Blayney, 2005; Elder e Dale, 2011).
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10. Doacao de Gametas e Embrides

As opcOes disponiveis através da doagdo proporcionaram a muitos casais a
oportunidade de tornar o seu sonho da paternidade uma realidade (ASRM, 2012c).
Segundo a lei n® 32/2006 do Diario da Republica, “pode recorrer-se a dadiva de
ovocitos, de espermatozdides ou de embrides quando, face aos conhecimentos
médico-cientificos objetivamente disponiveis, ndo possa obter-se gravidez através do
recurso a qualquer outra técnica que utilize os gametas dos beneficiarios e desde que

sejam asseguradas condicdes eficazes de garantir a qualidade dos gametas”.

A doacdo de gametas € voluntaria, de caracter benévolo e ndo remunerada,
embora possam receber uma compensacdo estritamente limitada ao reembolso das
despesas efetuadas ou dos prejuizos direta e imediatamente resultantes da dadiva.
Para além disso, a doacdo é anénima e “os dadores ndo podem ser havidos como

progenitores da crianga que vai nascer”.

A selecdo dos dadores deve ser executada com base na idade, salude a
antecedentes médicos. Para tal, é fornecido um questionario e realiza-se uma
entrevista pessoal. Devem, entdo, ser tidos em conta os limites de idade, a histéria
pessoal — clinica, reprodutiva e sexual, médica e cirdrgica — e familiar, bem como os
habitos de vida e a avaliacao psicoldgica. Os centros de doacdo devem assegurar que
0s potenciais dadores sdo submetidos aos testes de rastreio obrigatdrios nestas

situacoes.

10.1. Doacao de Espermatozoides

A idade dos dadores masculinos deve estar compreendida entre os 18 e os 40
anos. Os possiveis dadores sdo sujeitos a uma consulta de entrevista, consulta de
psicologia e analises sanguineas que incluam marcadores viricos e estudo genético. E
também realizado um espermograma, segundo as indicagbes da seccdo 3.1., para
avaliacdo da qualidade espermatica da amostra. Se todas as condi¢cdes estiverem
reunidas, o dador inicia a dadiva de gametas. A colheita é realizada por recurso a
masturbagéo, processada em laboratério (seccéo 3.2.) e criopreservada (secgdo 9.3.).
No dia seguinte a primeira colheita € realizado um teste de descongela¢do da amostra.
S&o realizadas um total de 5 a 6 colheitas, que sdo mantidas em quarentena durante

180 dias. Findado este periodo, as andlises sanguineas devem ser repetidas, so
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podendo ser efetivamente utilizadas caso o resultado seja negativo para todos os virus
rastreados. O resultado positivo em algum deles implica a exclusdo do dador. E
aconselhavel que cada dador masculino ndo tenha dado origem a mais de 8 partos de

nados-vivos.

O recurso a doacao de espermatozoides esta indicado para casais em que 0
fator masculino é bastante afetado — OA e NOA, em que ndo é possivel recuperar
espermatozoides a partir técnicas cirdrgicas. E também bastante Gtil em casos em que
o elemento masculino possui uma doencga genética transmissivel a descendéncia ou

em situacfes de remocéo cirlrgica das gonadas (ASRM, 2012c).

10.2. Doacéo de Ovocitos

A idade das dadoras de ovdcitos deve estar compreendida entre os 18 e os 33
anos. As possiveis dadoras sdo sujeitas a uma consulta de entrevista, consulta de
psicologia e analises sanguineas que incluam marcadores viricos e estudo genético.
Para além disso, é também realizado um exame ginecologico com colheita de citologia
cervico-vaginal e ecografia pélvica transvaginal. Se todas as condi¢Bes estiverem
reunidas, a dadora é aceite no processo de doacdo. Quando € encontrada uma
recetora compativel, procede-se a sua coordenacgdo com o ciclo menstrual da recetora
através de estimulacdo ovérica (seccao 3.4.). Cada dador feminino ndo pode efetuar
mais do que trés dadivas ao longo da vida, independentemente da doacdo dar origem
ou ndo a uma gravidez. O intervalo entre as doacfes tera de ser superior a 6 meses.
Antes do inicio de cada ciclo, a dadora repete as analises sanguineas. No caso dos

resultados serem positivos, ndo se procede a recolha dos ovdcitos.

O recurso a doacdo de ovocitos esta indicado para casais em que a mulher
possua idade avancada, FOP, falha ovarica devido a tratamentos oncoldgicos,
remocgdo cirdrgica das gonadas e ainda disgenesia gonadal. Para além disso, €
utilizada em mulheres com falhas repetidas de implantacdo em ciclos de FIV/ICSI e
com resposta inadequada a inducdo ovarica. E também importante em situacdes em
que a mulher possua anomalias genéticas transmissiveis a descendéncia (ASRM,
2012c).
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10.3. Doacgao de Embrides

s

A doacdo de embribes € um procedimento que permite que embrides que
foram desenvolvidos em casos de casais que recorreram a tratamentos de infertilidade
sejam utilizados por outro casal infértil. Este tipo de doacdo estd indicada para
situacdes de infertilidade ndo tratavel que envolvam ambos os parceiros, abortamento
recorrente aparentemente relacionado com fatores embrionarios e ainda em casos de

doencas genéticas presentes em um ou ambos os elementos do casal (ASRM, 2012c).

O processo de doacdo de embribes requer que o casal recetor seja submetido
a todos os exames médicos e psicolégicos recomendados para ciclos de doacdo. A
gravidez ap6s doacao de embrides estd dependente da qualidade da criopreservagéao
dos embribes, da idade da mulher da qual provieram os ovécitos e ainda do nimero
de embribes transferidos (ASRM, 2012c).
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Consideracoes Finais

O estagio desenvolvido ao longo deste ano no Centro de Estudos de
Infertilidade e Esterilidade permitiu a confirmagéo da minha vontade em trabalhar na
area da Procriagcdo Medicamente Assistida. O facto de ser possivel dar aos casais
inférteis a oportunidade de realizarem um dos seus maiores desejos, a parentalidade,
torna todo este trabalho extremamente gratificante e motivador.

Para todos os objetivos serem cumpridos, a execuc¢ao laboratorial tem de ser
desenvolvida com todo o rigor e metodologia descritos ao longo deste relatorio de
estagio. Durante este ano, ao nivel do laboratério de andrologia, desenvolvi a
capacidade de realizar, de forma autbnoma, a analise e processamento de amostras
seminais utilizadas nos varios tratamentos disponiveis. Para além disso, pude ainda
contactar com todo o processo de selecao de dadores masculinos, incluindo a analise,
processamento, criopreservacao e testes de descongelacdo das amostras seminais,
realizando ainda a descongelacdo dessas mesmas amostras para utilizacdo em ciclos
de tratamento. Relativamente ao processamento de gametas femininos, pude realizar
a triagem dos complexos cumulus-ovécito apds puncao folicular, a avaliacdo da
maturidade ovocitaria, a desnudacdo de ovdcitos e ainda a sua criopreservacdo. No
gue diz respeito ao laboratério de embriologia, foi-me dada a oportunidade de executar
inseminacBes de ovécitos em fertilizagbes in vitro, de desenvolver a aptiddo para
avaliar a qualidade embrionaria ao longo da cultura de embrides e também de trocar

os embriBes de meio nos casos do sistema de cultura sequencial.

Com recurso a ovécitos ndo fecundados e a embribes sem condicbes para
vitrificacdo, pude treinar técnicas mais complexas e delicadas, que exigem muita
pratica, como € o caso da injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides,
carregamento dos cateteres para transferéncia de embries e criopreservagdo de
embrides. Ao longo deste ano, consegui ainda assistir a procedimentos realizados com
menor frequéncia, o diagndstico genético pré-implantagéo e a bidpsia testicular, com a

possibilidade de pesquisar espermatozoides e processar o tecido testicular extraido.

Na sala de exames, pude assistir e auxiliar em puncgBes foliculares,
inseminagfes intrauterinas e transferéncias de embribes, permitindo um maior

contacto com o trabalho dos ginecologistas bem como com os casais em tratamento.

Todas as competéncias que adquiri de forma autbnoma ao longo deste estagio,
bem como as técnicas que necessitam de uma maior pratica laboratorial, impulsionam

a minha vontade de querer aprender mais e de me empenhar ao maximo no futuro.
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