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Resumo

A concretizagdo de uma gravidez implica o sucesso de uma série de eventos complexos,
nao s6 do aparelho reprodutor feminino, como também, do masculino. Qualquer desvio
a esta rede de eventos, pode conduzir a um estado de infertilidade. Se ap6s 12 meses
de relacdes sexuais regulares e desprotegidas o casal hdo alcancar uma gravidez, um
quadro de infertilidade é considerado. Todavia, com o0 aparecimento dos tratamentos e
técnicas de PMA (Procriagdo Medicamente Assistida) muitas causas de infertilidade
podem ser diagnosticas e tratadas, e o sonho da parentalidade concretizado. Os
tratamentos permitem a unido facilitada dos gametas num processo iniciado com
protocolos de estimulacdo ovocitaria, processamento espermatico, de técnicas de
inseminacao intrauterina, ou técnicas de fertilizacao in vitro e injecao intracitoplasmatica
de espermatozoide, culminado na inseminagéo propriamente dita ou na transferéncia
embrionaria. O aparecimento da bidpsia embrionaria e consequente analise genética,
permitiu a identificacdo de embribes portadores de anomalias genéticas ou
cromossOmicas e a selecdo de embrides geneticamente normais ou com grupo HLA
compativel para a transferéncia embrionaria. Técnicas cirdrgicas de recolha
espermatica permitiram que, homens azoospérmicos ou oligoastenoteratozoospérmicos
pudessem ser pais. As tecnologias de PMA permitiram também, que mulheres sem
parceiro sexual, ou casais de mulheres vissem 0 seu projeto de maternidade
concretizado. Para além disso, com 0 avanco da ciéncia, a criopreservacdo de gametas
femininos e masculinos e até mesmo de embribes tornou-se possivel e segura,
permitindo ndo sO a preservacdo da fertilidade, criopreservacdo de embrides
supranumerarios, como também, a criagdo de bancos de dadores de gametas. Cada
vez mais, € notério um aumento do nimero de beneficiarios a recorrerem a um banco
de gametas, pela incapacidade de producdo ou ma qualidade dos gametas préprios.
Relativamente, aos gametas femininos, a mesma dadora pode realizar vérios ciclos de
doacdo. Consequentemente, torna-se importante perceber o impacto que, ciclos
subsequentes de doacao tém nos parametros clinicos e laboratoriais. O estudo permitiu
concluir que ao longo de 3 ciclos de doacdo houve o aumento da dose de
gonadotrofinas, com consequente aumento no nimero de ovécitos recuperados sem

comprometer a qualidade dos gametas, nem o estado de saude geral da dadora.

Palavras-Chave: Procriagdo Medicamente Assistida; Inseminacdo Intrauterina;
Fertilizacdo in vitro; Injecdo intracitoplasmética; Transferéncia embrionaria;

Criopreservacédo; Sucessivos ciclos de doacéao.
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Abstract

The achievement of a pregnancy implies the success of a sequence of complex events,
not only in the female reproductive system, but also in the male reproductive system.
Any deviation from these events can lead to an infertility condition. If, after 12 months of
regular and unprotected sexual intercourse, the couple does not achieve a pregnancy,
an infertility condition is recognized. However, with the advent of Assisted Reproductive
Technology (ART) treatments and techniques, many causes of infertility can be
diagnosed and treated, and the dream of parenthood fulfilled. The treatments allow the
facilitated union of gametes in a process that comprises the oocyte stimulation protocols,
sperm processing, intrauterine insemination techniques, or in vitro fertilization
techniques and intracytoplasmic sperm injection, culminating with an insemination or
embryo transfer. The advent of embryo biopsy and consequent genetic analysis allowed
the identification of embryos carrying genetic or chromosomal abnormalities and the
selection of embryos that were genetically normal or HLA group compatible for embryo
transfer. Surgical techniques of sperm collection allowed men, with azoospermia or
oligoasthenoteratozoospermia, to become fathers. ART technologies have also allowed
single women, or couples of women, to embrace a maternity project. Furthermore, with
the advance of science, the cryopreservation of female and male gametes, and even
embryos, has become feasible and safe, allowing not only fertility preservation, but also
cryopreservation of supernumerary embryos, and the creation of gamete donor banks.
There is a notorious increase in the number of beneficiaries resorting to gamete banks
due to the inability to produce or poor quality of their own gametes. Regarding female
gametes, the same donor may carry out several donation cycles. Consequently, it is
important to understand the impact that successive donation cycles, from the same
donor, have on the clinical and laboratory parameters. This study allowed the conclusion
that, throughout three donation cycles, there was an increase in the gonadotropin dose
administrated, with a consequent raise in the number of oocytes recovered, without

compromising the quality of the gametes, nor the general state of the donor health.

Keywords: Medically Assisted Procreation; In vitro fertilization; Intracytoplasmic
injection; Embryo transfer; Cryopreservation; Embryo biopsy; Oocyte donation;

Repeated donation cycles.
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adaptada de Sherwood (2016). Imagem B e C adaptadas de Guyton and Hall (2011c).

Figura 6. Esquema representativo do controlo hormonal da fungéo testicular através do
eixo hipotadlamo-hipofise. O hipotdlamo segrega GnRH, que estimula a produ¢éo de FSH
e LH pela hipéfise anterior. A FSH atua nas células de Sertoli que estimula a
espermatogénese e a LH atua nas células de Leyding que produzem testosterona que
exercera varios efeitos androgénicos. A testosterona e a presenca da Inibina produzida
pelas células de Sertoli, provocam, por feedback negativo, a inibicdo da hipdfise anterior.
O sinal (+) é indicativo de acao estimulante, enquanto o sinal (-) € indicativo de agéo
inibitéria. SNC - Sistema Nervoso Central; GnRH - Hormona Libertadora de
Gonadotrofinas; FSH - Hormona Foliculo-Estimulante; LH - Hormona LUteo-Estimulante.
Adaptado de Guyton and Hall (2011C). ...cuuuuuiiiiieeeiieeeicee e 15
Figura 7. Esquema representativa das partes constituintes de um espermatozoide
humano. O espermatozoide € formado pela cabeca, composta pelo nucleo e acrossoma,
pela peca intermédia, que contém as mitocondrias e por fim, a cauda que possui na sua
constituicdo uma serie de microtabulo. Adaptado de Sherwood (2016). ..................... 17
Figura 8. Representacdo esquemética do processo de interagdo do espermatozoide
com o ovocito que culmina na sua fecundagéo. Adaptado de Taylor et al. (2019). ..... 20
Figura 9. Desenvolvimento embrionario ao longo do sistema reprodutor feminino. No
ovario € possivel observar o desenvolvimento folicular e 0 momento da ovulagdo, onde
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1.Aspetos Basicos da Biologia da Reproducéao

Para compreensdo das causas de infertilidade, assim como, das técnicas de Procriagdo
Medicamente Assistida (PMA), é essencial conhecer e compreender os aspetos
inerentes a biologia da reproducdo. Deste modo, é fundamental o estudo da anatomia
e fisiologia dos sistemas reprodutores feminino e masculino (Jones & Lopez, 2006a).
Estes sistemas reprodutores sdo amplamente distintos, ao contrario de todos os outros
sistemas de 6rgdos do corpo humano. Estes estdo desenhados para permitir a unido
dos dois gametas, e culminar na formacao de um novo individuo, com um conjunto Unico
de informacé@o genética (Sherwood, 2016). Paralelamente, € também necesséaria a
compreensédo do sistema enddcrino envolvido na reproducgéo, ja que, para um correto
funcionamento e regulacdo do sistema reprodutor, € necessaria a atuagdo das mais

variadas hormonas (Jones & Lopez, 2006a).

1.1 Aparelho Reprodutor Feminino

1.1.1 Anatomia e Fisiologia do Sistema Reprodutor Feminino

O sistema reprodutor feminino (Figura 1) é constituido por 2 ovarios (as génadas), pelas
estruturas acessorias, trompas de Falépio, Utero, e vagina, e pela genitélia externa, a

vulva que inclui o clitéris, os labios maiores e lIabios menores.

Os ovarios tém um papel fundamental na funcdo reprodutiva, ja que, sao os 6rgaos
responsaveis pela génese dos gametas femininos, os ovdcitos, e pela sintese e
libertacdo de hormonas esteroides, dentro das quais, se destacam 0s estrogénios e a

progesterona.

As trompas de Fal6pio sédo 2 tubos que se alongam desde a regido proximal de cada
ovario, até ao topo do utero. As trompas funcionam como um canal de comunicacao
entre os espermatozoides e o ovocito e a fecundagdo ocorre na ampola da trompa
uterina. As trompas de Falopio séo constituidas por varias camadas, das quais se
destaca a camada muscular, que quando estimulada a contrair, auxilia o transporte do
ovacito e, mais tarde, o ovacito fertilizado e em desenvolvimento, em dire¢ao ao Utero.
As trompas de Falopio estdo revestidas, internamente, por uma camada de células
ciliadas e néo ciliadas, bem como por um conjunto de glandulas mucosas. Os

movimentos ciliares aliados as secrecdes produzidas, desempenham um papel
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fundamental no transporte do ovdécito/embrido até ao Utero, e o movimento dos

espermatozoides em direcdo ao ovocito (Jones & Lopez, 2006b).
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Figura 1. Constituicdo anatdmica do aparelho reprodutor feminino em vista posterior. Os 6rgdos constituintes do sistema
reprodutor feminino sdo a vagina, o Utero, dividido em fundo, corpo e cérvix, as trompas de Falopio, constituidas pelo
infundibulo, ampola e istmo e 2 ovarios. Sdo também representados cortes transversais destes 6rgdos para demostragao

da anatomia interna. Adaptado de Fox (2011).

O utero € o local onde ocorre a implantagdo do embrido e o seu desenvolvimento. A
parte superior do Utero é chamada de fundo. A regido central é denominada de corpo.
Por fim, a regido mais estreita € o colo do Utero, onde se encontra o canal cervical,
revestido por glandulas mucosas (Seeley et al., 2016). A parede uterina € constituida
por 3 tunicas distintas. A camada mais externa € a camada serosa ou perimeétrio,
constituida por tecido conjuntivo. A camada média, € o miométrio, formada por mdsculo
liso. Por fim, a camada mais interna, € o endométrio, caraterizado pela presenca de
epitélio estratificado, composto pelo estrato basal e pelo estrato funcional. A camada
basal esta localizada adjacente ao miométrio e ndo sofre alteragbes histologicas
significativas durante o ciclo menstrual. Esta camada contém glandulas, vasculatura de
suporte e tem a capacidade de regenerar a camada funcional do endométrio. O estrato
funcional € uma camada transitoria constituida por estroma e glandulas, que sofre
grandes alteracbes ao longo do ciclo menstrual (descamacdo, regeneracdo e
espessamento) devido as alterac6es hormonais ciclicas (Fox, 2011; Strauss & Williams,
2014; Seeley et al., 2016).
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A vagina € um tubo fibromuscular, com cerca de 10 cm de comprimento, que funciona
como ligagdo entre o Gtero e o exterior. E o 6rgdo feminino de copula, ja que funciona
como recetaculo para o pénis durante o ato sexual. Também, funciona como uma
passagem do fluxo menstrual e canal de parto (Jones & Lopez, 2006b; Seeley et al.,
2016).

1.1.2 0Oogénese e desenvolvimento folicular

A oogénese é 0 processo hioldgico caraterizado pelo desenvolvimento dos ovécitos e
tem lugar nos ovarios (Figura 2). Durante o desenvolvimento embrionario, as células
germinativas que migram para 0s ovarios multiplicam-se por sucessivas mitoses,
formando as oogonias (Seeley et al.,, 2016). Aos 5 meses de gestacdo, 0S ovarios
contém cerca de 6 a 7 milhdes de oogdnias. Contudo, a grande maioria destas oogénias
sofre um processo de apoptose. As restantes iniciam o processo de divisdo meiotica.
Contudo, a divisdo cessa em préfase | (na fase de diploteno), passando a ser
denominados de ovdécitos primérios. Os ovécitos primarios sdo ainda entidades
diploides (2n), que permanecem neste estado até ao inicio da puberdade (Fox, 2011).
Assim, quando a crianga do sexo feminino nasce, contém um pool de cerca de 2 milhdes
de ovacitos retidos em profase |, envolvidos por uma Unica camada de células foliculares
achatadas — o foliculo primordial. Este pool ovocitario constitui o reservatério de
ovécitos, que se vai esgotando, a medida que vao sendo recrutados foliculos para
desenvolvimento. O desenvolvimento folicular inicial é independente da estimulag&o
hormonal, logo alguns foliculos, ao longo da infancia, vao sofrendo desenvolvimento,
mas devido a falta de uma correta estimulacdo hormonal os foliculos acabam por sofrer
um processo designado de atresia (Sherwood, 2016). Aquando do momento da
puberdade, o nimero de ovdcitos esta reduzido a cerca de 400 mil, e apenas 400
foliculos, deste pool ovocitario, em média, irdo ovular no decurso da vida reprodutiva da
mulher. Os restantes sofrem atresia e apoptose. O ciclo reprodutivo da mulher cessa
por completo, quando a reserva ovocitaria € praticamente nula, marcando o inicio da

menopausa e a incapacidade reprodutiva feminina (Fox, 2011; Sherwood, 2016).

Apo0s a puberdade, com o aumento da produgéo das hormonas FSH (Hormona Foliculo-
Estimulante) e LH (Hormona Luteinizante), vai ocorrendo o recrutamento de Varios
foliculos, e as células foliculares vao aumentando o seu tamanho, diferenciando-se em
células cubicas (células da granulosa) — foliculo primério. As células da granulosa vao-
se multiplicando e, juntamente com o ovdcito, comegam a segregar glicoproteinas que

auxiliam na formacao de uma camada protetora, que envolve o0 ovOicito, a zona pellcida



FCUP 4
Abordagem as técnicas de Procriagdo Medicamente Assistida e aos resultados clinicos/laboratoriais de
sucessivas doacgdes femininas de gametas

(ZP) (Fox, 2011; Sherwood, 2016). As células da granulosa continuam a proliferar e
diferenciam-se formando uma camada externa — as células da teca — que sado
produtoras de estrogénios, juntamente com as células da granulosa. Porém, nesta fase
ainda ndo sao segregadas hormonas. O conjunto das células da granulosa e da teca,
que rodeiam o ovdcito primario formam o foliculo secundario, ou pré-antral. O
desenvolvimento até esta fase folicular requer varios meses de desenvolvimento e
ocorre sem a acao das gonadotrofinas. A fase seguinte do desenvolvimento folicular €
dependente da producao hormonal e envolve a libertacdo de um fluido pelas células da
granulosa, que se vai acumulando entre as células, formando o antro, uma cavidade
cheia de liquido. O foliculo designa-se, agora, de foliculo antral e é iniciada a producgéo
de estrogénios. Esta fase é caraterizada por um crescimento folicular rapido, resultante
da continua proliferacdo das células da granulosa, mas essencialmente pela expanséo
crescente do antro. O crescimento do foliculo antral € acompanhado pela producao
crescente de estrogénios. Dos foliculos recrutados, apenas um foliculo - o foliculo
dominante - cresce mais rapidamente que os outros, denominando-se foliculo de
Graaf, um foliculo maduro, por possuir um maior niumero de recetores para a FSH. O
ovocito rodeado pela ZP e por uma Unica camada de células da granulosa, € deslocada
para a lateral do foliculo, que se projeta para o interior do antro, formando a corona
radiata (camada de células mais interna), e o cumulus oophorus (camada mais externa
de células) (Fox, 2011; Sherwood, 2016). Os restantes foliculos recrutados irdo sofrer o
processo de atresia, que resulta da interacdo complexa de varias hormonas (Fox, 2011).
Ao 14° dia do ciclo, o foliculo dominante cresce exponencialmente, devido a producao
hormonal, criando uma fina camada celular a superficie, que acaba por lisar e libertar o
ovocito para o limen das trompas de Falépio. Este processo € denominado de ovulagéo
(Fox, 2011). Este acontecimento € acompanhado e facilitado pela libertacdo de enzimas
das células foliculares que digerem a parede celular. Momentos antes da libertagdo do
ovécito, este completa a primeira divisdo meidtica. Esta divisdo produz 2 células filhas,
com 23 cromossomas duplicados em cada uma. Contudo, a divisdo citoplasmatica é
assimétrica, j& que uma das células-filha, a que vai formar o ovécito haploide, recebe a
maior parte do citoplasma, rico em nutrientes, necessarios para assegurar as fases
iniciais de um futuro embrido. Enquanto a outra célula ir4 formar o 1° glébulo polar, que
acabara por degenerar. O ovdcito inicia, assim, a segunda divisdo meiética, na qual fica
retido em metafase Il — ovécito secundario (Seeley et al., 2016; Sherwood, 2016).
Desta forma, a célula libertada no momento da ovulacdo é um ovdcito secundario
rodeado pela zona pellcia e pelas células da corona radiata e cumulus oophorus. O

ovaocito secundario s terminara a segunda divisdo meiética, caso seja fecundado por
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um espermatozoide, culminando na formag&o de um zigoto (Seeley et al., 2016). Caso
contrério, o ovdcito ira degenerar em poucos dias. As células da granulosa e outras
células que permaneceram no foliculo remanescente passam por uma transformacéo
quer estrutural, como funcional. Este processo € designado de luteinizacdo, que culmina
na formacdo do corpus luteum (ou lateo ou amarelo). As células do corpus luteum
aumentam e iniciam a producédo temporaria de grandes quantidade de progesterona e

de estrogénios, em menor quantidade (Sherwood, 2016).

Foliculo

Foliculo o Ovécito  Foliculo Foliculo
primordial  P'MaN®  primério  secundario  de Graff ARliG
\ V N Cumulus oophorous
= @ o K
@ o) !"'
A Ovdcito
> A / secundario

WA

/ z\) — 6 7 Corona radiata
) e N\
Corpos A \\ 55 — «r— Ovdcito secundario

albicans - 5
~! - ' Ovulagao & Zona peltcida
Epitélio / Sl //
germinativo
D
Corpo

lateo

Figura 2. Representagdo de um corte longitudinal do ovério e representagdo do desenvolvimento folicular. O
desenvolvimento folicular é iniciado com um coorte de foliculos primordiais, que se desenvolvem em foliculo primario,
que por sua vez se desenvolvem em foliculo secundario. Nestas fases o ovoécito encontra-se em profase | (ovécito
primario). Depois da formagé&o de um foliculo dominante — foliculo de Graaf, ocorre a ovulag&o de um ovécito secundario,
rodeado pela zona pellcida, e pelas células da corona radiata. Ap6s ovulagao, ocorre a luteinizagdo, com a formacao do
corpo luteo, mas que rapidamente se degenera, formando o corpo albicans. As setas indicam a sequéncia temporal de
acontecimentos. Adaptado de Fox (2011).

Caso o0 ovacito ndo tenha sido fecundado ou o embrido ndo tenha implantado, o corpo
liteo ira degenerar cerca de 14 dias ap6s a sua formacgao. As células séo fagocitadas e
rapidamente sdo preenchidas por tecido conjuntivo, formando uma massa fibrosa —
corpo albicans. Desta forma, a ultima fase do ciclo ovarico esta terminada e o ciclo esta

completo. Uma nova fase de recrutamento folicular é iniciada (Sherwood, 2016).

1.1.3 Controlo hormonal

O sistema reprodutor feminino € regulado por um complexo sistema hormonal,
controlado pelo eixo hipotadlamo-hipéfise-ovario (Figura 3). As hormonas intervenientes

neste sistema sdo a GnRH (Hormona Libertadora de Gonadotrofinas) segregada pelo
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hipotdlamo, de modo pulsante, que por sua vez é transportada por um sistema porta até
a hipofise, estimulando a producdo de gonadotrofinas, FSH e LH. Por fim, estas
hormonas levardo a que o ovario produza hormonas sexuais femininas como, 0s
estrogénios e progesterona (Guyton & Hall, 2011a). Antes da puberdade, os estrogénios
e a progesterona sao segregados em baixas concentracdes, assim como, a GnRH, FSH
e LH, ndo produzindo qualquer efeito no sistema reprodutor feminino. Nesta altura, os
estrogénios e a progesterona possuem um forte papel inibidor do sistema hipotalamo-
hipofise (Seeley et al., 2016). O inicio da puberdade carateriza-se por um aumento
gradual da secrecdo de hormonas pelo eixo hipotdlamo-hipdfise. A partir da puberdade,
o controlo hormonal € caracterizado por alteragcdes ritmicas mensais nas taxas de
secre¢do hormonal, e, consequentemente, alteragdes mensais em determinados 6rgaos
sexuais. O primeiro ciclo menstrual, que marca o inicio da puberdade, é denominado de
menarca, e ocorre quando é estabelecido o equilibrio hormonal e o ovario torna-se

recetivo & agdo das hormonas hipofisarias (Guyton & Hall, 2011a; Seeley et al., 2016).

1.1.3.1 Ciclo ovéarico

O ovério possui duas identidades enddécrinas dependendo da fase do ciclo: o foliculo na
primeira fase, que liberta estrogénios e o corpo liteo que segrega tanto progesterona
como estrogénios na Ultima fase do ciclo. A secrecdo destas hormonas pelo ovério é
regulada pela estimulagdo das hormonas gonodotroficas libertadas pela hipofise
anterior. O ciclo ovarico tem uma duragéo média de 28 dias e é caraterizado por 3 fases
distintas: a fase folicular, a ovulagéo e a fase latea (Figura 3) (Fox, 2011; Sherwood,
2016).

Como referido, as primeiras fases de desenvolvimento folicular ndo s&o dependentes
da producdo hormonal. No entanto, para a continuacédo do desenvolvimento folicular e
formacao de um foliculo maduro, capaz de segregar estrogénios e ovular, é necessario
um apoio hormonal. O inicio do ciclo € marcado pelo aumento das concentracdes de
FSH, e LH em menores concentracdes, libertada pela hip6fise anterior, que marca o
inicio da fase folicular. O ovario responde a este aumento com o desenvolvimento de
3 a 11 foliculos antrais (recrutamento folicular), ja que a FSH estimula a proliferagédo das
células da granulosa (com recetores para a FSH) dos foliculos selecionados. Os
foliculos em crescimento iniciam a producdo de estrogénios, dependentes quer da
producdo da hormona FSH como da LH. Os estrogénios possuem a sua génese no
colesterol, e a sua converséo requer uma serie de passos sequenciais. A LH estimula

as células da teca a converter o colesterol em androgénios (que séo cruciais durante a
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maturacao folicular, para a comunicagdo hormonal entre as células da granulosa e os
ovocitos), que se difundem para as células da granulosa, enquanto a FSH estimula as
células da granulosa a converter os androgénios formados em estrogénios através da
enzima aromatase (Sherwood, 2016). Os estrogénios produzidos sao libertados na
corrente sanguinea, responsaveis pelo aumento desta hormona na fase folicular.
Todavia, parte dos estrogénios permanecem no interior do foliculo, contribuindo para a
expansao do antro, e juntamente com a FSH para a proliferacdo das células da
granulosa. Desta forma, devido ao numero crescente de células produtoras de
estrogénios, verifica-se um aumento exponencial das suas concentra¢cdes no sangue.
Consequentemente, por feedback negativo, o aumento dos niveis de estrogénios, levam
a inibicdo da produgdo de FSH e LH pela hipofise anterior, diminuindo a sua
concentracdo (Sherwood, 2016). Para além disso, durante a fase folicular ocorre
também a producédo da hormona inibina pelas células foliculares. A inibina, como o nome
indica, inibe, preferencialmente, a secrecao de FSH. A queda dos niveis de FSH levam
a atresia dos foliculos recrutados, a exce¢do de um foliculo, o foliculo dominante, que
teve um desenvolvimento mais acentuado, e possui um maior nimero de recetores para
a FSH e, portanto, apesar da concentragcdo de FSH serem menores, este foliculo
consegue prolongar o seu crescimento. Em contraste, a secrecdo de LH continua a subir
lentamente durante a fase folicular, apesar da inibicdo da glandula pituitaria. Para que
ocorra uma inibicao da libertacdo de LH € necessério a presenca quer de estrogénios,
como de progesterona. Como nesta fase do ciclo ainda n&do ocorre libertagdo de

progesterona, os niveis de LH continuam a sofrer um ligeiro aumento (Sherwood, 2016).

Na periodo final da fase folicular, o foliculo dominante produz uma elevada quantidade
de estrogénios. O pico da concentracdo de estrogénios estimula a libertagdo
exponencial de LH, por feedback positivo, que consequentemente, leva a um pico de
LH. Este pico de LH ocorre durante um dia, a meio do ciclo, pouco antes de ocorrer a
ovulacgao, periodo denominado de pré-ovulatério. A ovulacédo é provocada pelo pico de
LH e FSH, que vai culminar em 4 grandes alteracdes a nivel folicular: (1) cessa a sintese
de estrogénio pelas células da granulosa; (2) da-se o reinicio da meiose do ovécito, que
estava blogueado em préfase I; (3) € iniciada a producao de prostaglandinas locais, que
provocam contragdes na parede folicular e simultaneamente, ocorre a libertagéo de
enzimas proteoliticas, que digerem as células da corona radiata, parede do foliculo e do
ovario. A acdo conjunta das prostaglandinas e das enzimas proteoliticas, culmina na
libertacdo do ovocito em metéfase Il, rodeado pelas células da corona radiata; (4)

luteinizac@o das células foliculares e formacéo do corpo luteo. Assim o pico de LH (e
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FSH) desencadeia a ovulacdo e da-se inicio a proxima fase do ciclo ovarico, a fase
lGtea (Sherwood, 2016).

O corpo lateo, ou corpo amarelo, é constituido pelas células do foliculo de Graaf que
permaneceram no ovario. O corpo lateo possui inUmeros recetores para a LH, que
estimula o seu desenvolvimento e a producdo continua de hormonas esteroides, os
estrogénios, mas sobretudo a progesterona. Os niveis de estrogénios sofrem uma
queda transitoria, quando as células foliculares param o seu desenvolvimento, mas
durante a fase lutea ocorre uma nova subida da sua concentracdo, devido a atividade
do corpo luteo, contudo ndo atinge 0 mesmo pico que ocorreu na fase folicular. Os niveis
de progesterona no sangue sao negligenciaveis antes da ovulagao, contudo na fase
litea ocorre um aumento réapido, até ao seu nivel méximo, perto do 21° dia do ciclo
(Sherwood, 2016). Os niveis elevados de progesterona, associados aos niveis de
estrogénios durante a fase lutea, exercem, por feedback negativo, a inibicdo da
secrecdo de FSH e LH. O corpo amarelo produz inibina durante a fase latea, de modo
a impedir a libertacdo de FSH (menores valores de FSH do que de LH), para que, ndo
ocorra desenvolvimento de novos foliculos e multiplas ovulagdes, durante o mesmo ciclo
(Fox, 2011). O corpo amarelo acaba por degenerar (cerca do 26° dia do ciclo), caso ndo
ocorra fecundacéo e implantagéo, e deste modo, os niveis de progesterona e estradiol
diminuem drasticamente. O fator que contribui para a degeneracao do corpo amarelo, €
o declinio do nivel de LH, impulsionado pela acéo inibitéria que a progesterona exerce
sobre a hipofise em produzir LH. Com a diminuicdo dos niveis de progesterona e
estrogénios em circulagcdo na corrente sanguinea, a hipofise deixa de estar inibida, o
gue permite nova producéo de FSH e LH. Sob a influéncia das gonadotrofinas, ocorre a
selecdo de alguns foliculos antrais para desenvolvimento, dando-se inicio a um novo

ciclo.

Caso se verifique implantacdo de um embrido, o corpo liteo ndo degenera e continua o
seu desenvolvimento, libertando quantidades crescentes de progesterona e
estrogénios. Assim, ndo ocorre a descamacao do endométrio e ocorre a inibicdo da FSH
e LH, impedindo o inicio de um novo ciclo. Desta forma, o corpo liteo fornece as
hormonas necessérias para a manutencdo da gravidez até que se forme a placenta
(Sherwood, 2016).

1.1.3.2 Ciclo uterino ou menstrual

O ciclo uterino é um reflexo do ciclo ovarico, ja que o Utero vai responder aos niveis de

estrogénios e progesterona, resultantes das variacdes ao nivel do ovario durantes os
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ciclos mensais. O ciclo uterino tem como base os efeitos que as flutuacbes das
concentracdes de estrogénios e progesterona, exercem no endométrio. Como foi
referido anteriormente, o Gtero é constituido pelo miométrio, uma camada muscular
externa e pelo endométrio, uma camada de revestimento interno rica em vasos
sanguineos e glandulas. As hormonas ovaricas vao exercer os seus efeitos nestas 2
camadas. O ciclo uterino € dividido em: fase menstrual, fase proliferativa e fase
secretora (Figura 3). Por convencdo o primeiro dia da menstruagcédo é considerado o
primeiro dia do ciclo (Fox, 2011; Guyton & Hall, 2011a). As mudancas que ocorrem no
endométrio tém como principal objetivo a preparacdo do Utero para implantacéo, caso

0 ovocito seja fecundado.

A fase proliferativa (assim como, a fase menstrual) sdo sobreponiveis a fase folicular
do ciclo ovarico. A fase folicular é caraterizada por uma crescente concentracao de
estrogénios. Os estrogénios vao estimular, a nivel endometrial, a proliferacéo de células
epiteliais, glandulas e vasos sanguineos. O endométrio sofre, assim, um aumento na
sua espessura (3 a 5 mm) (Guyton & Hall, 2011a). Ao 15° dia do ciclo € iniciada a fase
secretora, que coincide com a fase lutea. Esta fase é caraterizada pela elevada
concentracdo de progesterona, que exerce um papel fundamental na preparacdo do
endométrio para a implantacdo do embrido. A progesterona ira promover o aumento de
secre¢cdo e armazenamento de substancias, sobretudo glicogénio, importantes para a
nutricdo de um futuro embrido, e diminuir a frequéncia e intensidade de contragdes do
Utero, de modo a proporcionar um ambiente ideal para implantagcdo e desenvolvimento
embrionario (Guyton & Hall, 2011a). No final da fase lutea, com a descida abrupta das
concentracdes de progesterona e estrogénios, devido a regressdo do corpo amarelo,
ocorrem alteracdes drasticas no endométrio, provocando a menstruacdo. A fase
menstrual marca a auséncia de gravidez, e é caraterizada pela descamacéo do estrato
funcional do endométrio. Com a perda de estimulos ovaricos no endométrio associado
a presenca de prostaglandinas, ocorre a vasoconstricdo dos vasos sanguineos, e
subsequente reducdo do fornecimento de oxigénio (hipoxia dos tecidos), causando a
morte celular do tecido endometrial. As prostaglandinas também estimulam contracées
no miométrio, que ajudam a expelir o sangue pela vagina. Paralelamente, a
menstruacdo também pode ser consequéncia de uma resposta inflamatéria devido a
gueda de progesterona. Durante a fase pré-menstrual, é observada uma acumulacao
de leucécitos no endométrio, e a libertacdo de enzimas, que decompdem a matriz

endometrial, caracteristico de uma resposta inflamatoria, levando a morte celular. A
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menstruacdo dura, normalmente, 4 a 6 dias (Strauss & Williams, 2014; Sherwood,
2016).
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Figura 3. Representacdo do ciclo ovarico e uterino. Estdo representadas as altera¢des nas secregdes das
gonadotrofinas (FSH e LH) e hormonas ovéricas (estrogénios e progesterona), assim como, o desenvolvimento

folicular e formacéo do corpo amarelo e altera¢des no endométrio. Adaptado de Fox (2011).

1.2 Aparelho Reprodutor Masculino

1.2.1 Anatomia e Fisiologia do Sistema Reprodutor Masculino

O sistema reprodutor masculino (Figura 4) é constituido por 2 testiculos, que
constituem as gdénadas masculinas. Os testiculos estdo envolvidos pelo escroto e
encontram-se fora da cavidade abdominal, levando a uma diminuicdo da temperatura
de aproximadamente 3°C. Facto de extrema importancia, j& que, a espermatogénese
ndo deverd ocorrer a temperaturas superiores a 35°C. Nos testiculos ocorre a producao

dos gametas masculinos, os espermatozoides, assim como, da hormona, testosterona
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(Jones & Lopez, 2006d). Os testiculos sdo constituidos por 2 partes principais (Figura
5): (i) uma rede extensa de tubulos seminiferos altamente enrolados (80% da massa
testicular), onde se encontram localizadas as células da linha germinativa e as células
de suporte — as células de Sertoli, que criam um ambiente Unico para a ocorréncia da
espermatogénese (Jones & Lopez, 2014; Schlegel & Katzovitz, 2020); (ii) tecido
intersticial (tecido conjuntivo entre os tubulos), onde estdo localizadas as células
produtoras de testosterona, as células de Leyding (Sherwood, 2016). O espaco
intersticial € também rico em vasos sanguineos e linfaticos para que seja possivel o

transporte das hormonas produzidas para as células-alvo (Fox, 2011).

Ampola do ducto deferente
Sinfise pubica
Vesicula seminal

Ducto deferente
Ducto ejaculatério

Prostata
Uretra

Glandula Bulbouretral

'3 /6] ) L Anus
Pénis ——(/ ! - Ducto Deferente

Epididimo

Glande do pénis

Testiculo

Preptcio

Bolsa escrotal

Figura 4. Constituicdo anatdmica do aparelho reprodutor masculino em corte sagital. Os 6rgdos sexuais masculinos
incluem um par de testiculos com o epididimo acoplado, envolvidos pela bolsa escrotal, um par de ductos deferentes que
convergem no ducto ejaculatério, a uretra (6rgdo misto), um par de vesiculas seminais, a prostata e as glandulas

bulbouretrais e o 6rgéo copulador, o pénis. Adaptado de Fox (2011).

A testosterona é uma hormona esteroide, que tem na sua génese o colesterol, tal como
as hormonas sexuais femininas. Esta é libertada na corrente sanguinea e vai atuar em
células-alvo, ligando-se a recetores androgénicos no citoplasma dessas células, que,
subsequentemente, levara a sintese de novas proteinas que irdo realizar a resposta

celular desejada (Sherwood, 2016).

O sistema reprodutor masculino também inclui um sistema de ductos (epididimos,
canal deferente, ducto ejaculador, uretra) que tém como principais funcdes: receber,
armazenar, e transportar 0os espermatozoides, e posteriormente o esperma (Jones &
Lopez, 2006d).
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Espermatacito |

Célula de Sertoli

Testiculo

Figura 5. Representacdo esquematica de um corte longitudinal do testiculo, (A), onde é possivel observar com maior
pormenor o interior dos tlbulos seminiferos (B e C). Na Seccéo B, esta representado um corte transversal de um tabulo
seminifero, onde se observa as células da linhagem germinativa e formagdo dos espermatozoides e nos espagos
intersticiais as células de Leyding. Na Seccéo C, observa-se com maior pormenor uma secgao do tibulo seminifero, com
o desenvolvimento de uma espermatogoénia até ao estado de espermatozoide (espermatogénese). Imagem (A) adaptada
de Sherwood (2016). Imagem B e C adaptadas de Guyton and Hall (2011c).

No final do processo da espermatogénese, 0s espermatozoides séo libertados dos
tubulos seminiferos e sdo direcionados para os epididimos, como resultado da pressao
criada pela continua secre¢do de fluido tubular, produzido pelas células de Sertoli
(Sherwood, 2016). Quando sao libertados, os espermatozoides ainda nao adquiriram a
capacidade de movimento, nem de fecundacgé&o. Os espermatozoides sofrem maturagéo
no epididimo e o flagelo torna-se funcional. O epididimo tem a capacidade de concentrar
0s espermatozoides, ja que, estes absorvem a maior parte do fluido. Cada epididimo,
acoplado a cada testiculo converge no canal deferente. Os espermatozoides em
maturacdo vao lentamente sendo direcionados para o canal deferente, estimulados a
partir de contragdes ritmicas do musculo liso, presente nas paredes dos epididimos
(Fox, 2011; Sherwood, 2016). Os canais deferentes tém como funcdo o
armazenamento dos espermatozoides. No momento da ejaculacéo, a camada muscular
presente em volta do canal deferente, contrai-se e liberta os espermatozoides para o
ducto ejaculatério (Seeley et al., 2016). Os ductos ejaculatérios recebem os
espermatozoides vindos dos vasos deferentes e as secrec¢des das vesiculas seminais.
Os ductos esvaziam-se na uretra (Seeley et al., 2016). A uretra € o ultimo local de

passagem do esperma, que sera ejaculado pelo pénis. E um canal com dupla funcéo,
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ja que, serve de passagem tanto do esperma, como da urina (Seeley et al., 2016;
Sherwood, 2016).

As glandulas anexas masculinas incluem as vesiculas seminais, a prostata, e as
glandulas bulbouretrais. As vesiculas seminais produzem um liquido viscoso e
alcalino, que tém na sua constituicdo: frutose, fonte de energia para o0s
espermatozoides; prostaglandinas, que induzem contragcbes no mdasculo liso; e
fibrinogénio, um precursor da fibrina, importante para coagulagdo do sémen. Durante o
processo de ejaculacdo, cada vesicula esvazia o seu contetido para o ducto ejaculatorio
(Guyton & Hall, 2011c; Sherwood, 2016). A prostata sintetiza um liquido aquoso e
ligeiramente &cido que contém, &cido citrico, zinco, e 2 tipos de enzimas proteoliticas,
umas que irdo atuar no fibrinogénio para a coagulacdo e outras que irdo atuar na
liquefacdo do coagulo. Durante a ejaculagdo, o musculo liso, que envolve a prostata,
contrai para libertar o seu conteddo para a uretra (Seeley et al., 2016). As glandulas
bulbouretrais, ou glandulas de Cowper, produzem muco, e sdo estimuladas a produzir
e libertar as suas secre¢des durante o estimulo sexual, para auxiliar na lubrificacao
durante o coito e ajudar a neutralizar o contetdo acido da uretra e da vagina (Seeley et
al., 2016).

O pénis (genitalia externa) € o 6rgdo copulador, encarregue da transferéncia dos
espermatozoides para o trato reprodutivo feminino. E constituido por tecido erétil,

responsavel pelo processo de erecao (Seeley et al., 2016).

Todos os fluidos das glandulas e espermatozoides estdo localizados em
compartimentos distintos e apenas se misturam no momento da ejaculacgéo,
transportados pelo sistema de ductos, formando o sémen (Sherwood, 2016). O sémen
constitui uma juncdo dos espermatozoides com fluido proveniente dos testiculos, e
produtos segregados pelas glandulas anexas. As secrecdes das vesiculas seminais
correspondem a cerca de 60% do total do volume do esperma, a prostata contribui com
cerca de 30%, os testiculos e as glandulas bulbouretrais contribuem 5% cada (Seeley
et al., 2016). O plasma seminal contém inUmeras substancias essenciais para o sucesso
da fertilizagdo, que tem como principais fungbes a manutencdo e transporte dos

espermatozoides (Jones & Lopez, 2006d).

1.2.2 Controlo hormonal

Os mecanismos enddcrinos que regulam a funcéo testicular sdo semelhantes aos que

controlam a atividade ovérica. Todavia, umas das principais diferencas entre os 2
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sistemas, é o facto de no sexo masculino a producdo hormonal e de gametas ser um
processo continuo a partir da puberdade, e néo ciclico, ao contrario do que sucede no
sexo feminino. O eixo hipotalamo-hipéfise € o principal responséavel pelo controlo da
funcao testicular através de um sistema de feedback negativo (Figura 6) (Dale & Elder,
2010b).

Na infancia, sdo produzidas quantidades vestigiais de testosterona, segregada pelos
testiculos, o que inibe a secre¢cdo de GnRH. Na puberdade, normalmente, entre os 12
e 0s 14 anos, o hipotalamo sofre altera¢des no seu desenvolvimento, fazendo com que
este se torne menos sensivel ao efeito inibidor da testosterona, e o nivel de secrecao
de GnRH, e, consequentemente, de FSH e LH, pela hipéfise, aumentem. Desta forma,
ocorre o estimulo da espermatogénese e producdo mais intensa de testosterona. A
secrecdo destas hormonas € iniciada na puberdade e é continua ao longo da vida
(Seeley et al., 2016).

O hipotalamo produz e liberta a hormona GnRH, de um modo pulsante, que é
diretamente direcionada para a hipofise anterior, devido a existéncia de um sistema
porta de vasos sanguineos que envolve o sistema hipotalamo-hipéfise (Schlegel &
Katzovitz, 2020). A hormona GnRH estimula a hipéfise anterior a produzir e libertar as
gonadotrofinas, FSH e LH, que, por sua vez, irdo atuar nas células alvo, via corrente
sanguinea (Guyton & Hall, 2011c). A hormona LH vai atuar nas células de Leyding,
levando a sintese da hormona testosterona. Quando a concentracdo desta hormona
esteroide é elevada, o hipotdlamo e, subsequentemente, a hipoéfise diminuem a
libertacdo de GnRH, FSH e LH, levando a uma reducéo da secrecdo de testosterona
nos testiculos. Pelo contrério, niveis de testosterona reduzidos estimulam o hipotadlamo
a produzir GnRH, e consequentemente, as concentracbes de FSH e LH também
aumentam, assim como, a estimulacdo da secrecao testicular de testosterona. Desta
forma, os niveis de testosterona mantém-se estaveis por um mecanismo constante de
feedback negativo, através da inibicao ou estimulacao da sua producéo (Guyton & Hall,
2011c).

A FSH libertada na corrente sanguinea, vai ligar-se a recetores especificos para a FSH
localizados nas células de Sertoli, impulsionando a espermatogénese e a producgéo e
libertacdo de inibina. Simultaneamente, a testosterona produzida pelas células de
Leyding possui também um forte efeito trépico na espermatogénese (Guyton & Hall,
2011c). Tanto a FSH, como a testosterona, sao essenciais para o estimulo da génese
de espermatozoides. Quando existe alguma anomalia, e ndo ocorre producdo de

espermatozoides, a secrecao de FSH mantém-se sempre muito elevada. Por outro lado,
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quando ocorre uma producéo intensiva de espermatozoides, a sua secre¢do diminui
(Guyton & Hall, 2011c).
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Figura 6. Esquema representativo do controlo hormonal da funcao testicular através do eixo hipotalamo-hipdfise. O
hipotdlamo segrega GnRH, que estimula a producdo de FSH e LH pela hipéfise anterior. A FSH atua nas células de
Sertoli que estimula a espermatogénese e a LH atua nas células de Leyding que produzem testosterona que exercera
varios efeitos androgénicos. A testosterona e a presenca da Inibina produzida pelas células de Sertoli, provocam, por
feedback negativo, a inibicdo da hipéfise anterior. O sinal (+) é indicativo de ag&o estimulante, enquanto o sinal (-) é
indicativo de ac¢8o inibitéria. SNC - Sistema Nervoso Central; GnRH - Hormona Libertadora de Gonadotrofinas; FSH -

Hormona Foliculo-Estimulante; LH - Hormona Luteo-Estimulante. Adaptado de Guyton and Hall (2011c).

Aliado a este feedback, outra hormona, a Inibina B, auxilia o controlo dos niveis de
espermatogénese e de testosterona. Esta hormona inibitéria possui um efeito direto na
inibicdo da produgéo de FSH, pela hipoéfise anterior (Guyton & Hall, 2011c; Schlegel &
Katzovitz, 2020).

1.2.3 Espermatogénese

O principal objetivo da espermatogénese € a producdo de gametas masculinos que

possuam a capacidade de fertilizar o ovOcito e originar um embrido viavel. Este é um
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processo complexo e continuo que ocorre nos tubulos seminiferos, onde as células de
Sertoli fornecem suporte. Estas encontram-se em torno do Iimen do tubulo seminifero,
unidas por ligagbes apertadas, formando um anel, onde cada célula se encontra
posicionada entre a zona exterior do tdbulo até ao lumen (Sherwood, 2016). As
espermatogoénias sao células diploides com 46 cromossomas, que dardo origem as
outras células da linha germinativa. Estas sdo formandas ainda numa fase fetal, mas
nao sofrem qualquer desenvolvimento até a puberdade (Paoli et al.,, 2020). As
espermatogonias estdo localizadas no compartimento basal das células de Sertoli e
possuem dupla funcionalidade: (i) sofrem sucessivas mitoses para se autorrenovarem,
de modo a garantir uma produgdo continua de espermatozoides, ao longo da vida do
homem, denominadas de espermatogonias tipo A; (ii) as espermatogoénias tipo B, irdo
sofrer divisdes meidticas para a producdo dos gametas propriamente ditos. Ao iniciarem
o processo de divisdo meidtica, transformam-se em espermatocitos primarios, que se
deslocarao para o compartimento adluminal, das células de Sertoli (Kretser et al., 1998;
Jones & Lopez, 2006d; Neto et al.,, 2016). Os espermatdécitos primarios sofrem a
primeira divisdo meiotica, onde o nimero de cromossomas passa de 46 para 23, e sdo
designadas de espermatoécitos secundarios. De seguida, os espermatoécitos
secundarios sao submetidos a segunda divisdo meiética e produzem 4 células haploides
(n), os espermatidios. Assim sendo, cada espermatdcito primario dividiu-se 2 vezes,
dando origem a 4 espermatides (Jones & Lopez, 2006d; Neto et al., 2016). O processo
de espermatogénese ainda nao esta concluido. As espermatides sofrem um processo
de maturagdo celular, denominado de espermiogénese, e transformam-se em
espermatozoides funcionais. A espermiogénese € a Unica fase que ndo envolve divisbes
mitoticas ou meidticas, apenas um processo de diferenciagéo, e uma série de mudancas
nucleares e citoplasmaticas (Neto et al., 2016). A espermiogénese envolve a formacao
do acrossoma, uma vesicula formada a partir do complexo de Golgi. O acrossoma é
uma vesicula constituida por enzimas, incluindo a hialuronidase e a acrosina, e enzimas
proteoliticas. Estas enzimas permanecem inativas até contactarem com o complexo
cumulus-oophorus, desempenhando um papel crucial, j& que permitem que o
espermatozoide penetre nas varias camadas celulares do ovécito e o fertilize
(Sherwood, 2016). O nucleo torna-se mais condensado e alongado e migra para as
extremidades. Os centriolos deslocam-se para a extremidade posterior e formam o
flagelo, que vai alongando, gradualmente, a forma espermatica. As mitocéndrias
aumentam em numero e acumulam-se a volta da base da cauda, formando a peca
intermédia. De modo a maximizar a mobilidade espermatica, o excesso de citoplasma

é fagocitado pelas células de Sertoli envolventes (Jones & Lopez, 2006d; Neto et al.,
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2016). Deste modo, forma-se um espermatozoide, que se distingue em 3 partes (Figura
7): a cabeca, a peca intermédia, e a cauda. Na cabega encontra-se a informacgéo
genética contida no nucleo, e 0 acrossoma. A cauda possibilita a movimentacdo do
espermatozoide, cuja energia necessaria é proveniente das mitocondrias localizadas na
peca intermédia. Contudo, os espermatozoides nesta fase, ndo estdo completamente
funcionais, apenas quando migram para o epididimo € que sofrem um processo de
maturacdo e tornam-se moéveis e com uma maior resisténcia (Fox, 2011). Apenas
quando ha a diferenciacao total em espermatozoides, é que estes sao libertados para o
[imen dos tubulos seminiferos, num processo designado de espermiacéo, que envolve
a quebra das jungdes entre as células de Sertoli e os espermatozoides. A medida que
0s espermatozoides se vado libertando, vao sendo empurrados pelo fluido tubar,

presente no lumen, em dire¢éo aos epididimos (Neto et al., 2016; Sherwood, 2016).

Acrossoma Nucleo

Mitocdndria Microttbulos
%—J\ ~ P
Cabega Peca Cauda

intermédia

Figura 7. Esquema representativa das partes constituintes de um espermatozoide humano. O espermatozoide é formado
pela cabeca, composta pelo nicleo e acrossoma, pela pega intermédia, que contém as mitocdndrias e por fim, a cauda

que possui na sua constituicdo uma serie de microtabulo. Adaptado de Sherwood (2016).

Durante as divisbes mitéticas das células da linhagem germinativa, ndo ocorre uma
divisdo citoplasmética completa, as células mantém-se unidas por pontes
citoplasmaéticas. Durante a meiose, 2 espermatozoides irdo receber o material genético
do cromossoma Y e a outra metade recebera o cromossoma X. Esta divisdo incompleta
permite que os espermatozoides que contém a informagéao genética do cromossoma Y,
recebam informagBes genéticas, que apenas estdo presentes no cromossoma X,
essenciais para o desenvolvimento dos espermatozoides. Caso ndo ocorresse esta
ligagdo, apenas os espermatozoides com o0 cromossoma X, Se conseguiriam
desenvolver, e 0s espermatozoides com o cromossoma Y ndo conseguiriam sobreviver
e continuar o seu desenvolvimento. Assim, apenas na fase de espermétide, € que ocorre

a divisdo citoplasmatica completa (Sherwood, 2016).

No homem, s@o necessérios cerca de 65 a 75 dias para que, ocorra um ciclo completo,
desde a espermatogodnia até a fase final de espermatozoide. Através de uma analise

microscopia das regides do epitélio seminifero, é possivel verificar que as células da
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linhagem germinativa, ndo se encontram todas na mesma fase da espermatogénese
(Jones & Lopez, 2006d; Neto et al., 2016).

1.3 A fecundacao e o desenvolvimento embrionario

1.3.1 Percurso dos espermatozoides

A fecundacéo carateriza-se pela unido dos gametas feminino e masculino. A sucessao
de acontecimentos que culminam na fecundacdo, iniciam-se com a ejaculacdo
masculina, onde os espermatozoides sdo depositados na vagina. O numero de
espermatozoides presentes no ejaculado pode variar em média entre 40 e 500 milhdes,
contudo, cerca de 30% dos espermatozoides sao incapazes de fecundar o ovécito, por
possuirem anomalias estruturais ou bioquimicas, ou por ndo terem vitalidade. Estes
espermatozoides séo, ou absorvidos pelo trato reprodutor feminino, ou sdo expelidos

pela vagina (Jones & Lopez, 2006c¢).

Cerca de 1 minuto apds a deposicao do sémen na vagina, ocorre a coagulacao do
liqguido seminal por acao da vesiculase (enzima prostatica) no fibrinogénio (glicoproteina
seminal), que o converte em fibrina, formando uma rede de fibrina. Este processo &
essencial, para impedir a saida do sémen da vagina, aquando da retirada do pénis.
Todavia, cerca de 20 min apds a coagulacao, através da acdo da quimiotripsina (enzima
prostatica), ocorre a quebra das ligacdes da rede de fibrina e o sémen liquefaz, para

gue seja possivel a libertagdo dos espermatozoides da rede (Jones & Lopez, 2006c).

O ambiente da vagina é um local inGspito para a sobrevivéncia dos espermatozoides e
o seu pH acido (pH de 3,5 a 4,0) inibe a motilidade espermatica. Contudo, na presenca
do esperma, caraterizado por um pH alcalino, na vagina, ocorre uma neutralizacéo do
pH vaginal, aumentando-o para cerca de 6.0 a 6.5, criando um ambiente favoravel a
aquisicdo de motilidade dos espermatozoides (Jones & Lopez, 2006d; Guyton & Hall,
2011b).

O canal cervical é a primeira barreira fisica que os espermatozoides terdo de atravessar,
gue se encontra bloqueado pelo muco cervical. Dependendo da fase do ciclo menstrual
(Sherwood, 2016) este muco é mais espesso/viscoso, contudo durante a fase pré-
ovulatoria (cerca de 2 a 3 dias), com o aumento dos niveis de estrogénios (e niveis de
progesterona baixos), leva a que o muco se torne mais aquoso. Nesta fase, a passagem
dos espermatozoides para o Utero é facilitada, caso contrario, 0 muco espesso
dificultaria a passagem pelo canal cervical. Apenas uma pequena percentagem de

espermatozoides consegue ultrapassar esta barreira, e apenas 100 a 1000
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espermatozoides alcangam as trompas de Faldpio (Jones & Lopez, 2006¢; Sherwood,
2016). As contragbes da musculatura uterina, fortemente presentes no periodo pré-
ovulatério (caraterizado por uma elevada concentracdo de estrogénios), também
estimuladas devido a presenca de prostaglandinas no liquido seminal, auxiliam o
movimento dos espermatozoides até as trompas de Faldpio, aliado aos movimentos

direcionais dos espermatozoides (Seeley et al., 2016).

1.3.2 Capacitacdo espermatica

Os espermatozoides ndo tém a capacidade de fertilizar o ovécito, logo apos a
ejaculacdo. Os espermatozoides terdo de sofrer uma série de alteracbes estruturais e
bioquimicas que lhes permitirdo fecundar o ovdcito. Este processo, designado de
capacitacdo, ocorre quando os espermatozoides atravessam o canal cervical (Dale &
Elder, 2010e; Seeley et al., 2016). A capacitacdo carateriza-se por uma reorganizacao
e fluidez membranar, através da perda de fatores descapacitantes seminais, fluxo de
colesterol e ibes, que alteram o potencial de membrana e fosforilacdo de proteinas. Este
processo € importante para induzir a hiperativacdo da motilidade, assim como, da
reacdo acrossomica (Lamirande et al., 1997; Dale & Elder, 2010e). A hiperativacéo da
motilidade carateriza-se por movimentos violentos da cauda, fundamentais para a
penetracdo das varias camadas de células que rodeiam o ovécito, permitindo alcanca-
lo (Lamirande et al., 1997).

1.3.3 Fecundagéao

No momento da ovulacdo, o ovécito rodeado pela zona pellcida e pelas células da
corona radiata € libertado nas trompas de Fal6pio. Devido as contra¢des da musculatura
das trompas, ao fluxo de secrecdes, e do movimento dos cilios das trompas em direcédo
ao utero, direcionam o fluido com o ovécito pelo infundibulo, até & ampola em direcéo a

cavidade uterina (Figura 9) (Jones & Lopez, 2006c; Fox, 2011).

Os espermatozoides capacitados sdo atraidos por fatores quimicos libertados pelas
células do cumulos do ovdcito, guiando os espermatozoides até ao ovocito, por um
processo designado de quimiotaxia (Kaupp et al., 2008). Apenas algumas centenas de
espermatozoides chegam a regido da ampola, e terdo agora de penetrar as varias
camadas de células que rodeiam o ovdcito. Inicialmente, o que ir4 auxiliar na penetragédo
das camadas celulares da granulosa, serdo o0s movimentos bruscos dos
espermatozoides (Figura 8) (Jones & Lopez, 2006c). O processo de reconhecimento e

atracdo dos espermatozoides ao ovécito ainda ndo esta totalmente esclarecido. A
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interacdo entre os 2 gametas parece ser resultado de um processo biol6gico complexo,
gue envolve uma série de proteinas espermaticas e a ligacdo a glicoproteinas da zona
pellcida, ZP1, ZP3 e ZP4 (Kaser et al., 2014). Quando o espermatozoide capacitado se
liga a zona pellcida, ocorre a reacdo acrossOmica, induzida pela ligacdo do
espermatozoide a glicoproteina, ZP3, presente na camada externa da ZP, que
desencadeia alteracdes na permeabilidade da membrana do espermatozoide (Dale &
Elder, 2010e; Kaser et al., 2014).

:/
Corona radiata Zona pelucida  Espaco perivitelino
Decomposi¢ao
|\ \ enzimatica da zona
5 -
i\ N peltcida
N N
<
Ntcleo do \ ¥ N
espermatozoide : \
P Difusao da \\4/\1
parede - i
Acrossoma acrossémica

\ / Ntcleo do esperma no

citoplasma do ovécito

Figura 8. Representagdo esquematica do processo de interagdo do espermatozoide com o ovécito que culmina na sua
fecundagédo. Adaptado de Taylor et al. (2019).

A reacgdo acrossomica envolve, inicialmente, a fusdo da membrana acrossémica externa
com a membrana da cabeca do espermatozoide, permitindo a exocitose do contetdo
do acrossoma (Figura 8). Desta forma, ocorre a libertacdo de enzimas, a hialuronidase
gue ira digerir a ligagéo entre as células da corona radiata e a acrosina que ira dissolver
as células da zona pellcida do ovécito (Dale & Elder, 2010e; Seeley et al., 2016). Assim,
ocorre a fusdo da membrana do ovécito com a membrana do espermatozoide, levando
a que o nucleo do espermatozoide seja libertado no citosol do ovécito (Figura 8). A
entrada do nucleo do espermatozoide no oolema do ovécito, conduz a alteracdes
guimicas membranares, que ird despoletar um aumento de Ca?" no citoplasma do
ovocito (despolarizacdo do oolema) (Kaser et al., 2014). Este aumento catiénico € um
fator chave para o desencadear de 2 etapas fundamentais para a correta formacédo do
zigoto: o bloqueio a polispermia (fertilizagdo por mais do que um espermatozoide) e a
ativacdo do zigoto. O aumento cationico leva a exocitose de granulos corticais no
espaco entre a membrana do ovécito e a zona peldcida. Os granulos corticais sao

pequenas bolsas cheias de enzimas, que irdo inativar os recetores ZP3 e endurecimento
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da membrana, que impossibilita a ligacdo e penetracdo de mais espermatozoides. A
ativacdo do zigoto, envolve a finalizacdo da segunda divisdo meibdtica, que leva a
formacdo do pronucleo feminino e a extrusdo do segundo glébulo polar (Kaser et al.,
2014; Sherwood, 2016). O ovdcito, anteriormente, em metéfase Il, progride para teloéfase
I, caraterizada pela eliminacdo de um dos cromossomas irmaos (2° glébulo polar), para
assim, se formar uma estrutura haploide. Desta forma, um ovécito fertilizado é
caraterizado pela presenca de 2 glébulos polares e 2 pronucleos (um de origem materna

e outro paterno) (Kaser et al., 2014).

Aquando a finalizagdo da segunda divisdo meiética, o nucleo do ovdcito assume uma
posicao central, onde se encontra com o pronucleo do espermatozoide. Cada nucleo,
tem uma composicao genética haploide (23 cromossomas). No momento da fuséo -
singamia, passo final da fertilizacdo, forma-se o zigoto com 46 cromossomas (diploide),
retomando o pool cromossémico caracteristico da espécie humana, que dara origem a

um organismo com um material genético unico (Fox, 2011; Seeley et al., 2016).

Caso o ovocito resultante da ovulagéo, ndo seja fertilizado, ndo completard a segunda
divisdo meidtica, serad transportado até ao Utero, onde irA degenerar e,
consequentemente, sera fagocitado, cerca de 12 a 24 horas ap0s a ovulagdo. Neste
sentido, se a relacdo sexual ndo ocorrer durante este periodo néo ira ocorrer fertilizagdo
do ovdcito. Desta forma, para que a fertilizacéo seja bem-sucedida, o ato sexual devera
ocorrer num periodo de até 3 dias antes da ovulacdo e no maximo um dia depois da

mesma, o denominado de periodo fértil (Fox, 2011).

1.3.4 Desenvolvimento embrionario

O zigoto inicia uma série de divisbes mitéticas, ainda na trompa de Falépio (Figura 9).
Cerca de 30 a 36 h apos a fertilizagdo, o zigoto divide-se em duas células filhas
idénticas, denominadas de blastémeros. Cerca de 40h apoés a fertilizagdo, ocorre uma
nova clivagem, originado 4 células. Uma terceira divisdo acontece entre 50 a 60 h apés
a fertilizacdo, formando 8 blastomeros. Ao 4° dia, a clivagem continua, e séo iniciados
fendmenos de compactagdo e adesdo entre os blastomeros, devido a secrecao de
moléculas de adesdo celular, formando uma massa celular com 16 a 30 células,
denominada de mérula. Neste momento, a concentragdo de progesterona € elevada o
suficiente para relaxar a musculatura no istmo, permitindo que a moérula seja impelida
para a cavidade uterina. Este atraso na chegada ao Utero permite a preparacao
endometrial para receber o embrido em desenvolvimento. O endométrio torna-se

amplamente vascularizado, e ocorre 0 armazenamento de nutrientes. Caso a morula
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chegasse prematuramente, degeneraria (Sherwood, 2016). A mérula continua em
desenvolvimento por divisdes mitéticas, que culmina na diferenciacéo em blastocisto. E
iniciado o processo de cavitagao, devido a ativagdo das bombas de K* e Na* e fluxo de
outros ides (cloreto e bicarbonato) nos polos, que leva a formacao de uma cavidade com
um fluido aquoso, o blastocélio. Diferencia-se a massa celular interna (MCI), na periferia,
que dara origem ao feto e uma camada de células que envolvem o blastocélio, a
trofoectoderme, que dara origem a placenta e tecido extraembrionario. O blastocisto vai
expandindo, devido acumulac¢éo ativa de fluido. Nesta fase, o0 embrido ainda se encontra
rodeado pela zona pellcida, que funciona como uma capa protetora, mas a medida que
o0 blastocisto desenvolve, a ZP vai ficando cada vez mais fina. Para se iniciar o processo
de implantagdo é necessario que ocorra a eclosdo do embrido, isto é a saida do
blastocisto da zona pellcida, para permitir a interacdo entre as células do trofoblasto
com o epitélio uterino (Kaser et al., 2014). A ecloséo é conseguida, devido a acumulacdo
de liquido, que permite e expansao e pela libertacdo de enzimas proteoliticas, pelas
células da trofoectoderme, que digerem a ZP (Dale & Elder, 2010a; Kaser et al., 2014).
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Figura 9. Desenvolvimento embrionéario ao longo do sistema reprodutor feminino. No ovéario é possivel observar o
desenvolvimento folicular e 0 momento da ovulagdo, onde o ovécito é expulso para as trompas de Falépio, local onde

ocorre 0 encontro do ovécito com os espermatozoides, e onde ocorre a fecundacéo. Adaptado de Fox (2011).
1.3.5 Implantagdo

O sucesso da implantacdo envolve uma interacdo altamente complexa e sincronismo
entre o endométrio, as hormonas ovaricas e o embrido formado. A implantacédo da-se
ao 7° dia apos a fecundacdo. Este periodo permite a preparacdo endometrial e

embriondria para a implantacdo (Sherwood, 2016). Na fase folicular, o endométrio
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aumenta a sua espessura, devido a proliferacdo celular, induzida pela elevada
concentracao de estrogénios. Na fase litea, com o0 aumento dos niveis de progesterona,
o endométrio inicia a fase secretora, tornando-se recetivo para a chegada do blastocisto
(Strauss & Williams, 2014). O blastocisto sé pode ligar-se ao endométrio durante a

designada, janela de implantagdo (Kaser et al., 2014).

O processo de implantacdo é caracterizado por 3 fases distintas: (i) a aposicao, na qual
o0 blastocisto se desloca e direciona a MCI para a parede uterina,; (ii) de seguida, ocorre
a adesdo ao endométrio, devido a ligagdo de moléculas de aderéncia entre o0 embrido
e o endomeétrio; (iii) por fim, ocorre a fase de invasdo do endométrio, onde as células
do trofoblasto produzem enzimas que digerem a matriz extracelular do endométrio, e é

estabelecida a interface entre a mae e o feto (Dale & Elder, 2010c).

Cerca de 12 dias ap0s a fertilizagdo, o embrido esté totalmente incorporado no estroma
uterino. Uma vez concluida esta etapa, inicia-se a secre¢do de hCG (gonadotrofina

coridnica humana), podendo ser detetada por um teste de gravidez (Kaser et al., 2014).
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2. A Infertilidade e o seu Diagndstico

2.1 A Infertilidade

O sonho da parentalidade é um dos desejos mais comuns da vida adulta do ser humano.
A fertilidade é definida como a capacidade de estabelecimento de uma gravidez clinica
(Zegers-Hochschild et al., 2017). Porém, 1 em cada 4 casais nao alcancam
espontaneamente a gravidez, e uma grande percentagem vai necessitar de ajuda
médica para o conseguir (Boivin et al., 2007). A Organiza¢cdao Mundial de Saude (OMS)
reconhece a infertilidade como uma doenga definida como a incapacidade de alcangar
uma gravidez apds, pelo menos, 12 meses de relacdes sexuais regulares,
desprotegidas (Zegers-Hochschild et al., 2017), atingindo a nivel global, cerca de 15%

dos casais em idade reprodutiva (Sun et al., 2019).

O termo infertilidade pode ser dividido em 2 conceitos: infertiidade primaria, e
infertilidade secundéaria. A infertilidade primaria feminina é descrita, quando uma mulher
nunca alcangou uma gravidez clinica e preenche os critérios associados a definicao de
infertilidade. O termo de infertilidade secundaria feminina aplica-se a uma mulher
incapaz de estabelecer uma gravidez clinica, tendo ja existido uma gravidez (com nado
vivo ou ndo) prévia. A mesma categorizacao é aplicavel ao sexo masculino, referente a

sua participagdo no inicio de uma gravidez (Zegers-Hochschild et al., 2017).

Outros conceitos importantes na area de PMA, séo a fecundabilidade e fecundidade. A
fecundabilidade € definida como a capacidade de se atingir uma gravidez num ciclo
menstrual. Na espécie humana, a taxa de fecundabilidade é de apenas 25% em casais
jovens em idade reprodutiva, no inicio de tentativa de concecado (Barbieri, 2014). A
fecundidade é a capacidade de alcancar uma gravidez, que resulta no nascimento de
um nado vivo, baseado em tentativas de concecdo durante um ciclo menstrual. A
fecundabilidade é um bom indicativo da eficacia dos tratamentos de infertilidade. Um
casal infértil que possui uma fecundabilidade estimada em 4%, caso recorra a técnicas
de PMA, essa taxa pode aumentar. Se recorrer a técnicas de tratamento como uma
inseminacéo intrauterina com estimulac@o ovarica, a taxa sobe para cerca de 8%. Se
recorrer a técnicas mais sofisticadas como a uma FIV (Fertiliza¢do in vitro) ou a ICSI
(Injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide), a taxa aumentard para cerca de 30%
(Barbieri, 2014).
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2.2 Diagnastico da Infertilidade

Um casal deve recorrer a ajuda médica ap6s um 1 ano de relacbes sexuais
desprotegidas, com auséncia de concec¢do. Contudo, devido ao decréscimo acentuado
da fertilidade feminina a partir dos 35 anos de idade, é aconselhavel que a partir dessa
idade, a avaliacao da infertilidade seja iniciada apds 6 meses de tentativas de concecao,
e em mulheres com mais de 40 anos de idade, apds 3 meses. No caso de mulheres ja
diagnosticadas, previamente, com algum fator de infertilidade, deve iniciar-se de

imediato o estudo e possivel tratamento (Datta et al., 2016).

E de extrema importancia a presenca de ambos os elementos do casal na primeira
consulta de infertiidade, ja que os dois desempenham, igualmente, um papel
fundamental na parentalidade. O sucesso de uma gravidez implica uma série de eventos
fisiolégicos, tanto femininos, como masculinos, que inclui a ovulagéo, producédo de
gametas competentes, 0 percurso dos espermatozoides e 0 seu encontro com o gameta
feminino, e a implantacdo do embrido no endométrio, e o seu desenvolvimento. Quando
se verifica alguma falha durante este complexo processo, pode-se verificar um quadro

de infertilidade.

O objetivo da anamnese inicial € a identificacéo dos fatores de risco ou patologias que
podem ser explicativos do estado de infertilidade (serd abordado no capitulo 2.3). Na
primeira consulta, é abordada a duracéo da infertilidade (quanto mais longo o periodo
de tentativas, menor sera o prognéstico), se algum dos elementos ou ambos tiveram
paternidades anteriores, tratamentos de infertilidade anteriores, a frequéncia e
periocidade das relagdes sexuais. E também avaliado o historial médico completo, onde
séo abordadas questdes relacionadas com doencgas e cirurgias prévias, principalmente
na zona abdominal ou pélvica, alergias, medicacdo, doencas sexualmente
transmissiveis, entre outras. Outro tema questionado durante a consulta, sdo os habitos
de estilo de vida e o risco ocupacional, como o consumo de &lcool, drogas, exposi¢do a

stress e a ambientes toxicos (Brugh & Lipshultz, 2004; McLaren, 2012).

Durante a avaliacdo da fertilidade do casal é possivel a identificacdo de condicbes
reversiveis ou trataveis, que poderdo permitir uma concecdo natural. Por outro lado,
existem determinadas condigbes de infertilidade que apenas s&o ultrapassaveis
recorrendo a tratamentos de PMA. Por ultimo, existem condi¢Bes que a utilizacao de
esperma e/ou ovOcitos préprios é ndo é possivel, sendo a Unica solu¢ao recorrer a um

banco de dadores ou adocao (Sharlip et al., 2002).
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2.2.1 Avaliagéo do Fator Feminino

Na avaliagdo de um possivel fator de infertilidade associado ao elemento feminino €
importante incluir na histéria reprodutiva, a idade da menarca, a regularidade e
periocidade do ciclo menstrual, percecdo da ovulacdo e os métodos de contracecao
anteriormente utilizados (Committee on Gynecologic Practice & ASRM, 2019). Na
primeira consulta €, normalmente, realizada uma ecografia ginecoldgica transvaginal.
Este exame permite a obtencdo de informacdes basicas sobre o Utero, ovarios e,

também, sobre as trompas de Falépio.

Os teste de avaliacdo complementar da fertilidade feminina centram-se na avaliacdo da
reserva ovérica, na funcao ovulatéria e nas anomalias estruturais do sistema reprodutor.
A avaliacdo da reserva ovarica, isto é, do numero de foliculos disponiveis, pode ser
conseguida pela determinacéo da FSH e estradiol entre 0 2° e 5° dia do ciclo menstrual,
ou pela contagem de foliculos antrais através de uma ecografia transvaginal (Barbieri,
2014; Committee on Gynecologic Practice & ASRM, 2019). Um outro marcador da
reserva ovérica é a determinacao dos niveis de AMH (Hormona Anti-Mdilleriana). A AMH
€ uma hormona produzida pelas células da granulosa dos foliculos pré-antrais. Os
valores de AMH sdo mantidos relativamente estaveis ao longo de todo o ciclo menstrual.
Desta forma, a AMH pode ser avaliada em qualquer altura do ciclo (Roux et al., 2012;
Committee on Gynecologic Practice & ASRM, 2019). Para avalia¢do da cavidade uterina
e paténcia das trompas de Falépio, pode ser realizada uma histerossalpingografia
(HSG). Esta técnica consiste na introdugdo de um contraste pelo canal cervical, que
permite visualizar a passagem do fluido pela cavidade uterina e trompas. Caso o liquido
ndo progrida, é indicativo de uma obstrucéo tubar (Baramki, 2005; Roux et al., 2012).
Para além da HSG, também pode ser realizada uma histerossonossalpingografia, onde
0 conceito é igual, mas é realizada sob ecografia e ndo pela emisséo de raio-X (Maheux-
Lacroix et al., 2014). Para estudo da cavidade uterina pode ser realizada uma
histeroscopia, que consiste na introdu¢éo de um histeroscopio, que contém uma camara
para visualizacao da cavidade (Emanuel, 2013). A laparoscopia, outra técnica utilizada
para a avaliar a cavidade uterina, para além, de uma carater diagnostico possui um
carater terapéutico, quando necessario. Devido a indole invasiva e dispendiosa desta

técnica, a laparoscopia deve ser aplicada, apenas em Ultima necessidade.

Nos casos em que se desconfie de uma anomalia enddcrina, ao nivel do funcionamento
da tiroide ou producao de prolactina, pode ser pedido a determina¢&o dos niveis de TSH

(Hormona Estimulante da Tiroide) e prolactina (Roux et al., 2012)
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2.2.2 Avaliagéo do Fator Masculino

A histéria clinica masculina deve abordar o desenvolvimento masculino, como
malformacdes congénitas dos genitais, criptorquidismo, atraso da puberdade, presenca
de orquite. As funcdes erétil e ejaculatoria também deverdo ser abordadas durante a

avaliagao da infertilidade (Roux et al., 2012).

O espermograma é o exame de eleicdo para o diagndstico da infertilidade masculina, e
serd abordado de forma mais pormenorizada na Secc¢édo 3.2 (Bayer & Alper, 2007). Caso
0 paciente possua parametros alterados, infertilidade idiopatica e persistente, este é
encaminhado para consulta de especialidade, para um estudo mais aprofundado
(Sharlip et al., 2002).

Durante a avaliagdo do fator masculino, pelo médico especialista, deve-se proceder a
realizacdo de um exame fisico geral, mas com especial importancia a genitalia, incluindo
0 pénis, palpagdo dos testiculos e observacdo do seu tamanho e consisténcia, a
presenca dos vasos deferentes, verificar o tamanho, textura, posi¢éo e orientagdo dos
epididimos, presenca de varicocelo, e por fim, realizar uma observacdo atenta sob as

caracteristicas sexuais secundarias (Sharlip et al., 2002; Roux et al., 2012).

Para além disso, também é aconselhavel a realizacdo de um novo espermograma, 2 a
4 semanas depois da primeira andlise, caso os parametros avaliados se encontrem
alterados. A repeticdo do exame é importante ja que ocorre uma variabilidade normal
nos parametros espermaticos, ao longo do tempo. A observacdo de um determinado
parametro anormal pode ser explicativa de um evento pontual, stressante, como por
exemplo um estado febril, que pode ter ocorrido 2 a 3 semanas antes da realizacao do
exame, que perturbou o normal funcionamento da espermatogénese (Bayer & Alper,
2007; World Health Organization, 2010). Para além da repeticdo do espermograma,
pode também ser aconselhavel a indicacdo para a realizagdo de outros testes de
avaliacdo complementares, nomeadamente a avaliacdo enddcrina, onde devem ser
verificados os valores de FSH e testosterona. Em casos mais especificos devem ser

também avaliados os niveis de LH e prolactina (Sharlip et al., 2002).

Por vezes, é aconselhavel a realizacdo de um estudo genético, principalmente se o
paciente ndo possuir espermatozoides no ejaculado ou possuir um namero muito
reduzido (McLaren, 2012). Podem ser realizados testes mais especificos para

identificacdo da causa de infertilidade, como a quantificacdo de leucécitos, testes de
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anticorpos anti-espermatozoides, testes de vitalidade, fragmentacdo de DNA, e estudo
de caridtipo (Sharlip et al., 2002).

2.3 Causas de infertilidade

Existem inimeros fatores que poder&o contribuir para a infertilidade de um individuo. A
origem explicativa da infertilidade é, normalmente, categorizada em né&o patolégica ou
patoldgica, feminina e ou masculina. Também pode estar relacionada com o estilo de

vida dos individuos, ou em alguns casos possuir um cariz idiopatico.

2.3.1 Fatores nao-patologicos

O fator mais premente que influencia a probabilidade de um casal conceber
naturalmente ou, mesmo recorrendo a técnicas de PMA, € a idade da mulher. Este
tornou-se um problema recorrente, ja que, nas Ultimas décadas, a idade média de
procriacdo, especialmente, nas sociedades ocidentais tem vindo a aumentar.
Paralelamente, a este aumento, a idade do primeiro filho nunca foi tdo tardia, como a
observada nos ultimos anos (Balasch & Gratac6s, 2012). Este adiamento na
maternidade esta, maioritariamente, associado a mudancas de estilos de vida, a fatores
socioldgicos, de progressédo na carreira e melhoria das habilitacdes académicas. O
problema que surge com o adiamento da maternidade é que a partir dos 25-30 anos de
idade, verifica-se uma diminuicdo gradual da quantidade e qualidade ovocitaria, assim
como da funcédo uterina (Committee on Gynecologic Practice of American College of
Obstetricians and Gynecologists & Practice Committee of American Society for
Reproductive Medicine, 2008). Com o avancar da idade, ha uma maior probabilidade da
ocorréncia de erros durante a meiose, levando a uma errada segregacdo dos
cromossomas. Como consequéncia 0s ovdcitos e futuros embrifes terdo maiores taxas
de anomalias cromossomicas, que explicam o aumento das taxas de abortamento
espontaneo em idades avangadas. Em mulheres com idade superior a 40 anos, a taxa
de incidéncia de aneuploidias € superior a 60% (Bayer, 2007). Paralelamente, a
recetividade do Utero também sofre uma diminuicdo, mais acentuadamente a partir dos
45 anos, onde sdo observadas menores taxas de implantacéo e gravidez e aumento da
taxa de abortamento em ciclos onde a mulher recorre a doacdo de ovocitos (boa
gualidade embrionaria) (Soares et al., 2005). Muitas mulheres ignoram as
consequéncias que 0s atrasos na procriacdo podem envolver, pois falsamente

acreditam que os avancos na area de PMA podem compensar o declinio da fertilidade
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associado a idade. Contudo, as taxas de sucesso recorrendo a tratamentos de PMA,

também diminuem com o avancar da idade (Balasch & Gratacds, 2012).

Relativamente, aos homens, a fertilidade masculina sofre um decréscimo a partir dos 40
de idade, mas ndo tdo acentuada, como no caso feminino. Segundo a literatura, €
possivel afirmar que com o aumento da idade, existe uma diminuicdo do volume,
motilidade e morfologia espermatica, provavelmente, porque parece existir uma
diminuic&@o dos niveis de testosterona, a partir dos 40 anos de idade. Verifica-se também
um aumento da fragmentacdo de DNA e maior incidéncia de anomalias cromossomicas
(Kuhnert & Nieschlag, 2004; Bayer, 2007; Eisenberg & Meldrum, 2017).

A periocidade e frequéncia das relagdes sexuais é outro fator a ter em atencdo. O
estabelecimento de uma gravidez depende de inUmeros fatores, dos quais se destaca
0 momento da relagdo sexual, que tem de coincidir com o momento da ovulagdo. A
identificagao da “janela de fertilidade” no ciclo menstrual, é essencial para que os casais
gue desejam engravidar, tenham conhecimento da altura ideal para terem relacfes
sexuais. Uma alternativa a identificacdo da janela fértil, & ter relagdes sexuais
frequentes, 2 a 3 vezes por semana, ao longo de todo o ciclo menstrual, de modo a

maximizar as hipo6teses de gravidez (Stanford et al., 2002; Bayer, 2007).

2.3.2 Fatores patolégicos

2.3.2.1 Fatores Femininos

As disfunc¢des ovulatdrias sdo a causa mais comum de infertilidade feminina, atingindo
cerca de 30% das mulheres inférteis. As disfungfes ovulatorias incluem um conjunto de
perturbagbes na funcdo ovarica, que podem provocar ciclos irregulares e anovulacao
(Hamilton-Fairley & Taylor, 2003). A anovulacdo tem diversas origens, como 0
hipogonadismo hipogonadotréfico (HH), hiperprolactinemia, sindrome do ovario
poliquistico (SOP), faléncia ovérica prematura, amenorreia hipotalamica. O HH é
caracterizado por uma falha no normal funcionamento da hipofise, que leva uma baixa
concentracdo de LH e FSH e, consequentemente, de estradiol. A origem desta patologia
pode ser devida ao exercicio fisico excessivo, IMC (indice de massa corporal) baixo, ou
devido a presenca de um tumor (Hamilton-Fairley & Taylor, 2003). A hiperprolactinemia
pode ter origem num adenoma da hipéfise ou devido a um bloqueio ou na producao ou
envio da dopamina e é caraterizada por niveis elevados de prolactina na corrente
sanguinea. Os niveis elevados de prolactina, inibem a producao de GnRH, que por sua
vez, inibe a producdo de LH e FSH que irdo atuar ao nivel do ovario, e por isso, ndo

ocorre recrutamento, desenvolvimento folicular e nem ovulacdo (Hamilton-Fairley &
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Taylor, 2003). A administracdo de agonistas da dopamina consiste no tratamento de
primeira linha (Unuane et al., 2011). O SOP € a causa mais comum de disfungéo
ovulatéria (Hamilton-Fairley & Taylor, 2003). A SOP é uma doenca enddcrina,
caracterizada por hiperandroginismo (excesso de androgénios) e pela presenca de um
elevado numero de foliculos pré-antrais. Contudo, este elevado nimero de foliculos ndo
responde de forma normal a FSH e o desenvolvimento de um foliculo dominante é
raramente conseguido. A obesidade é um fator de risco para o desenvolvimento deste
sindrome (Hamilton-Fairley & Taylor, 2003; Azziz et al., 2016). Os tratamentos podem
estar associados, a diminuicdo do peso, a administracdo de antagonistas de estrogénio
de modo a auxiliar a estimulagéo da ovulagdo. Também € possivel recorrer a fertilizagédo
in vitro, contudo é necessario ter em atencdo que ao estimular a ovulacdo, incorre um
maior risco de desenvolver sindrome de hiperestimulag&o ovarica (Unuane et al., 2011).
A faléncia ovérica prematura (FOP) é uma condicao irreversivel, onde os ovarios deixam
de funcionar antes da idade esperada de menopausa (<40 anos). Mulheres
diagnosticadas com esta patologia apresentam amenorreia, niveis elevados de FSH,
niveis de estrogénios diminuidos e AMH diminuida. As possiveis causas sdo: anomalias
genéticas, fatores hereditarios, fatores ambientais, distarbios imunologicos. A
quimioterapia na regiao pélvica é frequentemente seguida de FOP, jA que estes
tratamentos sdo gonadotdxicos. Nestas situacdes € aconselhavel a criopreservacao de
gametas ou de tecido ovarico (Rebar, 2009; Unuane et al., 2011). A amenorreia
hipotalamica é uma patologia que resulta de uma alteracao do padrao normal pulsante
de secre¢do de GnRH pelo hipotadlamo, resultando num mau funcionamento do eixo
hipotadlamo-hipofise-ovario que culmina na auséncia de ovulagdo e amenorreia. Esta
patologia pode ser provocada por causas funcionais, como exercicio fisico excessivo,
défice nutricional, por causas fisiologicas, como a amamentagéo, associada a doencas
psiquiatricas, como a anorexia ou bulimia, e por fim, associada a anomalias anatémicas

ou anomalias no eixo hipotalamico-hipdéfise (Unuane et al., 2011).

Cerca de 30% a 35% das causas de infertilidade feminina estdo associadas a fatores
tubo-peritoneais. A causa mais prevalente de alteracdes anatomicas tubarias é a
doenca inflamatéria pélvica (DIP), que pode afetar varios locais da trompa de Falopio,
A lesdo tubaria causada pela DIP provoca inflamacédo e, consequentemente, pode
provocar alteracdes tubarias como, obstrucdo tubaria e hidrossalpinge (dilatacdo das
trompas de Falépio em reacdo a uma infecdo) (Dun & Nezhat, 2012). Para além desta
patologia, outras causas podem influenciar a funcdo tubar, como malformacgdes

congénitas, endometriose, aborto séptico, cirurgia pélvica e doengas sexualmente
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transmissiveis (Kodaman et al., 2004). A endometriose € uma doenca inflamatoria
cronica, definida pela presenca de tecido endometrial ectépico, que provoca uma reagao
inflamatoria crénica e formacao de aderéncias. A endometriose tem uma prevaléncia de
6 a 10% da populacdo feminina mundial. Cerca de 25 a 50 % das mulheres inférteis sdo
diagnosticadas com endometriose (Bulletti et al., 2010; Giudice, 2010). Este tecido
endometrial fora do Utero, é igualmente sensivel as hormonas ovaricas, provocando
uma resposta inflamatoria. Esta resposta € acompanhada por angiogénese, aderéncias,
fibrose, cicatrizes e distorcdo anatomica provocando dor e por vezes, infertilidade, caso
este tecido esteja alocado numa regido do trato reprodutor feminino, que impeca a o
transporte de gametas e ou do embrido (Bulletti et al., 2010). O tratamento consiste em
terapia médica, com a administracdo hormonal ou cirirgica com a remogéo do tecido,
por laparoscopia ou ambas (Giudice, 2010). Outras possiveis causas incluidas no fator
tubar séo as cicatrizes resultantes de cirurgias abdominais e pélvica, e a presenca de
miomas nas trompas de Fal6pio, provocando um blogueio da mesmas (Dun & Nezhat,
2012).

O fator cervical representa apenas 5% das causas gue afetam a fertilidade feminina.
AlteragBes estruturais e de composi¢cdo do muco cervical podem impedir a passagem
dos espermatozoides pelo canal cervical até as trompas de Fal6pio. As caracteristicas
do muco sédo hormono-dependentes, e existe uma fase no ciclo ideal para a passagem
dos espermatozoides. No periodo anterior a ovulacdo, com a elevada quantidade de
estrogénios, 0 muco encontra-se fino e aquoso, o que facilita a passagem dos
espermatozoides pelo canal cervical. Pelo contrario, no inicio da fase folicular, com
niveis baixos de estrogénio e durante a fase lGtea, com a progesterona a neutralizar os
efeitos das concentragbes de estrogénio, 0 muco é espesso. Desta forma, se as
relacbes sexuais ocorrerem durante estas fases, 0os espermatozoides séo incapazes de
penetrar a malha de muco espesso, impossibilitando o sucesso da fecundacéo e
gravidez (Bayer & Alper, 2007).

A infertilidade feminina pode ser causada por um fator uterino. Este pode ter uma
origem congénita ou adquirida (Hatasaka, 2011). Durante o desenvolvimento
embrionario, ocorre o processo de diferenciacdo dos ductos e desenvolve-se 0s canais
de Muller, que dar&o origem as trompas de Faldpio, Utero e parte superior da vagina,
através de um conjunto complexo de transformagfes. Caso ocorra alguma falha durante
a diferenciacdo, culminara numa anomalia congénita (Hur et al., 2019). Relativamente,
ao fator uterino adquirido este pode ser causado pela presenca: de poélipos, fibroides

uterinos, adenomiose (Hur et al., 2019). Estas alteragbes podem provocar infertilidade,
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devido a formacdo de uma obstrucdo que impede a passagem dos espermatozoides,

ou a implantacdo, ou o desenvolvimento fetal.

Por fim, a condicdo genética desempenha, também, um papel importantissimo na
fertilidade feminina. Desde anomalias cromossdmicas numéricas, estruturais, mutacdes
genéticas, no DNA mitocondrial e as alteracGes epigenéticas podem interferir com o
normal funcionamento do sistema reprodutor feminino e provocar um estado de
infertilidade (The ESHRE Capri Workshop Group, 2008). As alteragdes cromossémicas
numeéricas mais comumente observadas sao o Sindrome de Turner (45, X0), que devido
ao subdesenvolvimento do ovario, resulta em amenorreia ou faléncia ovarica priméria
(Hamilton-Fairley & Taylor, 2003; Zorrilla & Yatsenko, 2013); e o sindrome de 47,XXX
(trissomia do X), que pode provocar insuficiéncia ovarica prematura e malformacgfes no
trato genital (Zorrilla & Yatsenko, 2013).

2.3.2.2 Fatores Masculinos

Aproximadamente, 20% da infertilidade masculina pode ser explicada por um fator
endocrino. Qualquer anomalia presente no eixo hipotalamo-hipéfise-testiculos possui
um impacto negativo da fertilidade masculina. O sindrome de Kallmann é caraterizado
por uma mutacdo genética que provoca uma deficiente secregcdo de GnRH. Estas
patologias podem ser tratadas através da uma terapia de substituicdo hormonal (Brugh
& Lipshultz, 2004). Também se pode verificar hiperprolactinemia no sexo masculino,
associado a tumores hipofisarios. A prolactina elevada vai perturbar a libertacdo de
GnRH, tendo impacto em todo o eixo hipotalamo-hipéfise-génada (Brugh & Lipshultz,
2004). Outra anomalia endécrina é a deficiente producdo de GnRH e
consequentemente, LH e FSH, patologia designada por hipogonadismo
hipogonadotréfico (HH). O HH adquirido pode ser causado pelo desenvolvimento de
tumores, infe¢bes, afetando a producdo de hormonas pela hipéfise ou hipotalamo
(Krausz, 2011).

Podem ocorrer varios tipos de alteracbes genéticas, como anomalias cromossomicas
numeéricas e estruturais, mutacdes ou delecdes de areas especificas de um cromossoma
que interferem na fertilidade masculina (Brugh & Lipshultz, 2004). O sindrome de
Klinefelter (47,XXY) € uma aneuploidia que provoca faléncia e atrofia testicular,
associado a concentragfes elevadas das hormonas gonodotroficas (Asero et al., 2014).
Homens com este sindrome s&0 azoospérmicos ou possuem uma oligozoospermia
severa (Brugh & Lipshultz, 2004). O cromossoma Y possui um papel importantissimo na

funcéo reprodutiva masculina. A regido SRY (sex-determining region Y) é a que leva a
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determinagdo testicular no inicio da embriogénese. A integridade na regido AZF
(azoospermic factor) localizada no brago longo do cromossoma Y é essencial para o
normal funcionamento da espermatogénese. Microdele¢Bes nestas regides estao
associadas a quadros de infertilidade, jA que estes genes codificam proteinas
relacionadas com a regulacdo da espermatogénese. Cerca de 4% dos homens com
oligozoospermia possuem microdelecBes na regido AZF, e esta incidéncia sobe para
18% no caso de homens azoospérmicos. Caso um individuo seja diagnosticado com
uma anomalia genética deve ser encaminhado para uma consulta de aconselhamento
genético antes de nova tentativa de uma gravidez (Brugh & Lipshultz, 2004; Krausz,
2011).

O uso de esteroides anabolizantes, como outro tipo de medicagéo, pode resultar em
oligozoospermia e em alguns casos, azoospermia, devido a supressao da producéo de
testosterona endégena (Bayer & Alper, 2007). A reversibilidade dos efeitos prejudiciais

estdo dependentes da dose e duragéo do uso dos esteroides (Brugh & Lipshultz, 2004).

O varicocelo é a causa mais comum de infertilidade masculina. O varicocelo é definido
como um refluxo venoso, que resulta numa dilatacdo das veias do corddo espermatico.
Este refluxo leva a um aumento da temperatura escrotal, que prejudica a normal fungéo
da espermatogénese e pode causar um aumento de produgéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), aumentando os niveis de stress oxidativo. O stress oxidativo também
possui um grande impacto nas células da linha germinativa, podendo induzir a apoptose.
O diagnéstico pode ser realizado por palpacdo da zona escrotal. O tratamento eleito é
a realizacdo de uma varicocelectomia, que melhora os parametros e funcdo
espermatica, e leva a outcomes positivos no atingir de uma gravidez (Jarow, 2001,
Jensen et al., 2017).

Uma obstrucdo no sistema de ductos do aparelho reprodutor masculino, pode
impedir/limitar a passagem dos espermatozoides e por isso diminuir a fertilidade do
individuo. Os pacientes podem sofrer de uma patologia denominada de auséncia
bilateral congénita dos vasos deferente (CBAVD), caraterizada por um desenvolvimento
inadequado dos vasos deferentes e auséncia de vesiculas seminais. Homens com
CBAVD possuem um baixo volume seminal, pH &cido e auséncia de espermatozoides
no ejaculado. Certos procedimentos cirdrgicos na regido pélvica ou inguinal podem
resultar numa lesdo e obstrucdo dos canais deferentes. Nestes casos 0s pacientes
podem ser submetidos a uma reconstrucao cirargica, permitindo a concecéo natural, ou
0s espermatozoides podem ser recolhidos diretamente dos testiculos ou epididimos
(Brugh & Lipshultz, 2004; Krausz, 2011).
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O criptorquidismo é uma condi¢ao na qual um testiculo ou o 2 testiculos ndo descem
totalmente para a posicao escrotal. Esta patologia pode ser solucionada através de uma
orquidopexia. Esta cirurgia deve ser realizada no primeiro ano de vida, de modo a
minimizar os efeitos que conferem infertilidade. Contudo, a funcado testicular pode
permanecer alterada, devido a deficiente maturacéo das células germinativas (Cendron
et al., 1989).

A infertilidade masculina pode ser causada por distarbios na ejaculagdo. O processo
de ejaculacdo estd dependente do controlo do sistema nervoso central e periférico.
Disturbios na ejaculacdo podem estra associados a causas neuroldgicas, condicbes
psicoldgicas ou a anomalias anatomicas. Les6es no sistema nervoso central, como a
lesdo da medula espinal podem impedir o0 processo ejaculatério. Neste caso, € possivel
recorrer a uma estimulacao vibratéria ou eletroejaculacéo para se obter uma amostra
espermatica. Alguns medicamentos também podem afetar o processo de ejaculacao,
como a toma de antidepressivos e antipsicoticos (Brugh & Lipshultz, 2004). A
ejaculacdo retrograda carateriza-se por uma anomalia anatomica no esfincter da
uretra, que obriga ao refluxo do sémen em direcéo a bexiga. A ejaculagdo retrograda
pode ser congénita ou adquirida, devido a uma condicdo médica, cirurgia ou leséo
traumatica (Aust & Lewis-Jones, 2004). O diagndstico é alertado, quando se verifica um
baixo volume espermatico, aliado a uma baixa concentracdo ou auséncia de
espermatozoides, ou quando o orgasmo ndo é acompanhado pela ejaculacdo. O
diagnostico é confirmado pela presenca de espermatozoides na urina pos-ejaculagéo
(Aust & Lewis-Jones, 2004; Jefferys et al., 2012). O tratamento pode ser realizado
através de medicacao ou cirurgia. De modo a, ultrapassar o problema de infertilidade,
também ¢é possivel recuperar o0s espermatozoides viaveis da urina, e apés
processamento da amostras a nivel laboratorial, realizar uma FIV ou ICSI (Jefferys et
al., 2012). Quando nao é possivel a recolha de espermatozoides viaveis para
tratamento, pode-se realizar a recuperacdo dos espermatozoides diretamente dos
testiculos, jA que nunca contactaram com as substancias toxicas presentes na urina
(Aust & Lewis-Jones, 2004).

Por vezes, verifica-se no esperma a presenca de anticorpos anti-espermatozoides,
maioritariamente, associados a homens que sofreram uma vasectomia ou infegbes. A
presenca de anticorpos anti-espermatozoides diminui o potencial de fertilidade do
individuo, ja que leva a formacdo de fendbmenos de aglutinacdo que vao impedir a
motilidade espermatica, limita a penetragdo dos espermatozoides pelo muco cervical, a

reacao acrossomica e a ligagcao a zona peltcida do ovécito (Brugh & Lipshultz, 2004).
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2.3.3 Estilos de Vida como Fator de Infertilidade

Atualmente, existe uma serie de fatores ambientais e comportamentais que possuem
um papel preponderante na fertilidade dos casais, com diferentes consequéncias no
desempenho reprodutivo. Nomeadamente, consumo de &lcool, tabaco, drogas, a

obesidade, exposi¢do continua a substancias toxicas e radiacoes.
e Obesidade:

A obesidade é uma doenca cada vez mais comum nas sociedades atuais. O excesso
de peso, para além de, estar relacionado com um aumento de risco de desenvolvimento
de determinadas doencgas cronicas, também afeta a saude reprodutiva dos individuos
(Nguyen et al., 2007), interferindo nos seus sistemas hormonais e metabdlicos. Casais
gue padecam desta condicdo médica, com dificuldade a engravidar sdo aconselhados
a perder peso, ja que alguns dos efeitos adversos poderao ser reversiveis (Nguyen et
al., 2007; Dondorp et al., 2010).

A obesidade feminina pode levar a um funcionamento deficiente do eixo hipotalamo-
hipdfise-ovario, diminuicdo da qualidade ovocitaria e menor recetividade do endométrio
(Talmor & Dunphy, 2015). A obesidade tem vindo a ser associada a uma maior
probabilidade de desenvolver a sindrome do ovério poliquistico (Dondorp et al., 2010;
Talmor & Dunphy, 2015). Para além das taxas de gestacao espontdnea de mulheres
obesas serem significativamente inferiores, as taxas de sucesso dos tratamentos de
infertilidade, recorrendo a técnicas de PMA, também diminuem nesta condi¢do. Quando
comparado mulheres com IMC normal, com mulheres obesas, é notério que, estas
Gltimas necessitam de uma maior dosagem de gonadotrofinas em ciclos de tratamento,
que a probabilidade de engravidar diminui e que ocorre um aumento das taxas de
abortamento (Dondorp et al., 2010). Quanto a obesidade masculina, embora nao tao
estudada quanto a feminina, € possivel afirmar que, quando presente, esta associada a
um desequilibrio hormonal, podendo ocorrer uma diminuigdo da concentracdo de
testosterona, levando a uma menor taxa de produgdo espermatica, aumento da
temperatura escrotal, associada a uma maior probabilidade de desenvolver uma

disfuncéo erétil (Dondorp et al., 2010).

e Habitos tabagicos

N Y

O consumo de tabaco estd associado a infertilidade, devido a vulnerabilidade da

gametogénese, quando exposta as substancias quimicas tdxicas presentes no tabaco.
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Estas parecem perturbar o normal funcionamento do fuso meiético, levando a um maior

risco da ocorréncia de anomalias cromossomicas (Dondorp et al., 2010).

Em mulheres fumadoras, € possivel assistir a uma reducdo da idade da menopausa,
entre 1 a 4 anos, relativamente as nao fumadoras. Os niveis de AMH sdao mais baixos
em mulheres fumadoras e a concentracdo de FSH mais elevada. Tais factos, sao
sugestivos de que, fumar acelera o esgotamento folicular ovéarico e é toxico para os
ovarios (Bayer & Alper, 2007; Practice Committee of the ASRM, 2018). Tudo indica que
mulheres fumadoras estdo associadas a maior predisposicdo de abortamentos
espontaneos, complicagbes placentérias, gravidez ectopica e morte neonatal precoce
(Dondorp et al., 2010; Practice Committee of the ASRM, 2018). Relativamente, as taxas
de sucesso em PMA, é estimado que mulheres fumadoras necessitam do dobro de
ciclos até alcancarem uma gravidez, em compara¢do com mulheres ndo fumadoras
(Dondorp et al., 2010). Para além disso, necessitam de uma maior dosagem de
gonadotrofinas para o sucesso da estimulacdo folicular (Practice Committee of the
ASRM, 2018). Relativamente, aos homens fumadores, a qualidade e concentragdo
espermatica sao inferiores. O seu consumo, esta, também, associado ao aumento da
fragmentagdo de DNA espermatico. Caso 0 consumo seja sessado, estima-se que 0s

efeitos podem ser revertidos apds um ano (Dondorp et al., 2010).
e Consumo de alcool

O elevado consumo de &lcool conduz a uma anovulagéo, uma diminuigdo da taxa de
implantacéo, disfungéo da fase lGtea e potencial desenvolvimento embrionario anémalo.
Estudos revelam que estes efeitos podem estar associados a altera¢cdes hormonais, ja
gue o consumo de &lcool leva a um aumento da concentragdo de estrogénios, que
consequentemente reduzem os niveis de FSH, suprimindo o desenvolvimento folicular
e ovulagcdo (Sharma et al., 2013). O alcool é conhecido por ser uma substancia
teratogénica, levando a um anormal desenvolvimento embrionario e fetal (Sharma et al.,
2013). O consumo de alcool afeta negativamente a fertilidade masculina, exercendo
efeitos adversos no metabolismo da testosterona, induzindo niveis abaixo do normal,
niveis de FSH e LH elevados, e consequentemente uma deficiente espermatogénese.
O volume do sémen, a concentracdo espermatica, e o numero de espermatozoides
morfologicamente normais sao significativamente menores (Sansone et al., 2018). Nos
homens, o consumo excessivo de alcool pode ainda levar a atrofia testicular e

diminuicé@o da libido (Sharma et al., 2013).

e Consumo de drogas



FCUP | 37
Abordagem as técnicas de Procriagdo Medicamente Assistida e aos resultados clinicos/laboratoriais de
sucessivas doacgdes femininas de gametas

O consumo de marijuana, no homem, esta associado a perturbacdes no eixo
hipotalamo-hipofise-gonada, na espermatogénese, na motilidade, e na reagéo
acrossomica (Plessis et al., 2015). O canabis também influencia a sadde reprodutiva, ja
que induz alteracBes nos parametros espermaticos, com reducdo da concentracao,
aumento de anomalias morfoldgicas dos espermatozoides, reducdo de motilidade e
viabilidade espermatica, e inibe a capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides
(Payne et al., 2019).

e Consumo de cafeina

Os estudos sobre consumo de cafeina associado a uma diminuigédo da fertilidade, sdo
ainda inconclusivos. Contudo, a sua ingestao excessiva parece provocar danos no DNA
dos espermatozoides e por isso pode afetar a fungédo reprodutiva masculina (Ricci et al.,
2017). Existem também estudos em que 0 consumo excessivo tem efeitos negativos na
fertilidade feminina, estando associado a um aumento do periodo de gestacdo e uma

maior probabilidade de abortamento espontéaneo e morte fetal (Sharma et al., 2013).
e Exposicdo a substancias toxicas e radiagdes

Durante a vida quotidiana, o ser humano esté exposto a inUmeras ameacgas a sua saude
reprodutiva. O meio laboral ou 0 meio envolvente podem expor o ser humano a agentes
toxicos, a metais pesados e pesticidas, que conduzem a uma diminuicdo da saude
reprodutiva e diminuigc&o da fertilidade. Homens que desempenhem funcdes em regides
agricolas, estufas, devido a exposicao a pesticidas, possuem uma maior incidéncia de
oligozoospermia. Homens que trabalhem na inddstria, podem estar expostos a metais
pesados e outros compostos téxicos, que podem estar associados a quadros de
astenozoospermia e teratozoospermia. Também a exposicado a radiacdo (raios-X e
raios-y) tem um efeito prejudicial nas células do corpo humano, nomeadamente, nas
células da linha germinativa e nas células de Leyding. Os efeitos nocivos causados sao
dependentes da dose e poderdo mesmo causar esterilidade permanente (Sharma et al.,
2013).

2.3.4 Infertilidade idiopética

Em cerca de 30% dos casais inférteis, ndo Ihes é diagnosticada uma causa aparente,
que expligue a origem da infertilidade, a denominada infertilidade idiopatica. Este
estado é caraterizado com uma aparente auséncia de alteracédo nos exames base, como
testes de ovulagéo, permeabilidade tubar, espermograma, entre outros. Para muitos

casais o diagnostico de infertilidade idiopéatica pode ser muito frustrante, ja que, este
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termo esta associado a dificuldade de indicagdo de um tratamento direcionado para a
resolucdo da infertilidade. O diagnéstico padrdo ndo faz uma avaliacdo completa das
possiveis causas de infertilidade. H& varios exames que ndo séo avaliados por rotina ou
porque ainda nao existem (Ray et al., 2012). A disponibilidade de recursos, a idade do
casal, assim como, o numero de anos de infertilidade, devem ser considerados para a
escolha do tratamento, que pode ser mais eficaz. A literatura atual sugere que se inicie
0s tratamentos com progressao na sua complexidade. Como tratamentos mais simples
e baratos é possivel recorrer a administracao de citrato de clomifeno, para inducéo da
ovulacdo, inseminacao intrauterina, mas os tratamentos com maior sucesso sdo a FIV
e aICSI (Ray et al., 2012). Através da realizagdo de uma FIV ou ICSI, certas formas de
infertilidade podem ser facilmente superadas, como disfungfes ovéricas, alteragbes na
fungéo tubar e cervical, e determinados fatores masculinos ndo detetaveis por um

espermograma (ESHRE Capri Workshop Group, 2017).
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3. Laboratorio de Andrologia

Neste capitulo serdo abordados os varios termos relacionados com os procedimentos
realizados num laboratério de andrologia, onde estdo incluidos os métodos de recolha
da amostra seminal, espermograma e métodos de processamento espermatico para
uso em técnicas de PMA, como a inseminacao intrauterina, a fertilizagéo in vitro e a

injecao intracitoplasmatica de espermatozoide.

3.1 Métodos de recolha da amostra seminal

A recolha da amostra seminal pode ter um cariz de diagnéstico ou ter como finalidade a
utilizacdo em ciclo de PMA. O método de eleicdo para a colheita da amostra seminal é
a masturbacao. A amostra devera ser colhida numa sala privada, proxima do laboratério
de andrologia, a temperatura ambiente, com o intuito de evitar flutuacbes de
temperatura. A colheita da amostra deve ser realizada para um recipiente, previamente
identificado, estéril de plastico, ndo téxico para os espermatozoides. O paciente devera
ser informado, oralmente ou por escrito, dos cuidados a ter no decorrer da colheita. E
essencial o registo do paciente, por parte da clinica, onde deve constar o nome do
individuo, o periodo de abstinéncia, a data, a hora, e o local de colheita. Aquando a
marcagdo do exame, o paciente deve ser informado do periodo de abstinéncia, que
deve cumprir. Este deve compreender entre no minimo 2 dias € no maximo 1 semana
(World Health Organization, 2010). E de extrema importancia o cumprimento do periodo
de abstinéncia, ja que periodos mais longos levam a uma diminuicdo da motilidade e
aumento da fragmentagédo de DNA, mas a um maior volume seminal e concentragédo
espermatica, enquanto que, periodos mais curtos resultam numa diminui¢éo de volume
e concentracdo espermatica. Contudo, periodos mais curtos estdo associados a melhor
motilidade e morfologia espermatica, assim como, uma menor presenca de
espermatozoides com DNA fragmentado (Brugh & Lipshultz, 2004; Majzoub et al., 2020;
Baskaran et al., 2021).

Caso ocorra perda de ejaculado durante a colheita, ou outras eventualidades incomuns,
estas devem ser transmitidas e registadas. A ejaculacdo masculina é constituida por 3
fases: a pré-ejaculatoria, que ndo contém espermatozoides e resulta das secre¢fes da
glandulas de Cowper; a primeira fragcdo ejaculatdria, com uma representatividade de 15
a 45% do total da ejaculagédo, constituindo a fragdo com maior quantidade de
espermatozoides e contém secrec¢des dos epididimos e prostéticas; a segunda fracao

ejaculatéria apresenta uma baixa concentracdo espermatica, contendo secrecdes



FCUP | 40
Abordagem as técnicas de Procriagdo Medicamente Assistida e aos resultados clinicos/laboratoriais de
sucessivas doacgdes femininas de gametas

principalmente oriundas das vesiculas seminais (Hebles et al., 2015). Desta forma,
perder a primeira fragdo do ejaculado pode ter um grande impacto nos resultados
durante a analise espermética e resultar numa falsa avaliagdo (World Health
Organization, 2010).

Em casos excecionais, a colheita podera ser realizada fora das instala¢des da clinica,
com 0 compromisso que a amostra deverd ser entregue ao laboratério num periodo
méximo de 1 hora, apés a ejaculacdo. Para além disso, a amostra deve ser mantida a
temperatura corporal, para ndo afetar a qualidade espermética. O paciente deve ser
alertado de todos os procedimentos a cumprir, sob a forma de um consentimento
informado (World Health Organization, 2010).

Quando néo é possivel realizar a colheita da amostra seminal via masturbacao, é
possivel realiza-la através da utilizagdo de um preservativo ndo toxico, sem
espermicidas, proprios para a recolha de esperma, via ato sexual. Nao podem ser
utilizados preservativos comuns de latex, jA que estes possuem na sua constituicao
substancias nocivas para 0os espermatozoides, que interferem com a sua motilidade. O
coito interrompido ndo pode ser usado como método de colheita, uma vez que, a
primeira fragcdo de sémen, onde existe uma elevada concentragédo de espermatozoides
pode ser perdida. Para além disso, existe o risco crescente de contaminagdo da amostra
espermatica com células e bactérias tipicas da flora vaginal, e a motilidade espermatica

podera ser afetada pelo pH acido vaginal (World Health Organization, 2010).

Em casos mais extremos, como no caso de pacientes com azoospermia, devido a
auséncia de espermatozoides no ejaculado, foram desenvolvidos métodos cirlirgicos
para recuperacdo de espermatozoides, diretamente, dos epididimos ou dos testiculos.
Os métodos de recolha via epididimos s@o designados por: MESA (Microsurgical
Epididimal Sperm Aspiration) e PESA (Percutaneous Epididimal Sperm Aspiration). A
MESA consiste na aspiracéo do fluido dos epididimos através de uma pequena inciséo
na parte superior da regido do epididimo, com o auxilio de um microscépio cirurgico.
Relativamente, a PESA, esta consiste na palpacdo da regido do epididimo, para
perfuracdo, percutaneamente, com uma agulha fina, seguido de aspiracao do contetdo
do epididimo. Este método pode alcancar vérios tubos, que pode danificar a estrutura,

ja que se trata de um procedimento feito “as cegas” (Shin & Turek, 2013).

Também podem ser recuperados espermatozoides a partir dos testiculos. Para tal,
existem 2 procedimentos cirurgicos, a TESA (Testicular Sperm Aspiration) e a TESE

(Testicular Sperm Extration). A TESA consiste na inser¢cdo de uma agulha em direcdo
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ao parénquima testicular, através da pele escrotal. E aplicada presséo negativa para
aspiracao do conteudo testicular (Shin & Turek, 2013; Bormann, 2014). A TESE é um
método de cirurgia aberta, por isso mais invasiva, que consiste na remocao de varias
porcdes, de varios locais, da polpa testicular. A procura de espermatozoides na polpa
testicular € um procedimento trabalhoso que pode demorar véarias horas, dependendo
do grau de producdo espermatica e pode mesmo ndo ser encontrado nenhum
espermatozoide (Bormann, 2014). Contudo, a TESE tem demostrado maiores taxas de
recuperacao espermatica que atécnica TESA (Shin & Turek, 2013). A TESE é a técnica
mais recorrente, principalmente em casos de azoospermia ndo obstrutiva (Hwang et al.,
2012). Também é comum a utilizacéo de TESE, quando o paciente é diagnosticado com
uma elevada taxa de fragmentacdo de DNA no ejaculado. A fragmentacdo de DNA é
formada durante a espermatogénese e durante o transporte dos espermatozoides ao
longo do trato reprodutivo masculino. Segundo a literatura, a taxa de fragmentacéo é
mais elevada no ejaculado, seguido do epididimo, e por fim nos testiculos, onde se
registam taxas inferior de fragmentacdo de DNA (Moskovtsev et al., 2010; Sakkas &
Alvarez, 2010).

3.2 O Espermograma

A andlise espermatica reflete a funcéo testicular da producdo de espermatozoides e
atividade das glandulas acessorias e permite avaliar a funcionalidade do sistema de
ductos do trato reprodutor masculino (Baskaran et al., 2021). O espermograma consiste
numa avaliacdo de parametros tanto macroscépicos, como microscépios, abordados na
seccdo seguinte. Os valores obtidos durante a andlise da amostra seminal sdo
comparados com os valores de referéncia, determinados pelo manual da WHO de
andlise e processamento espermatico, apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores minimos de referéncia dos pardmetros analisados durante a andlise espermatica. Legenda: MP —
Motilidade progressiva, MNP — Motilidade ndo progressiva. Aptado de World Health Organization (2010).

Parametro Valor minimo de referéncia
Volume >15mL
pH >7.2
Concentracdo espermatica > 15.10° epz/mL

Motilidade total (MP+MNP) > 40%
Motilidade Progressiva > 32%
Morfologia > 4%
Vitalidade > 58%

Leucdcitos <1.108
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O espermograma é utilizado como ferramenta de diagnéstico de infertilidade masculina,
mas também pode ser realizado para confirmacdo do sucesso de uma vasectomia,
permitindo a avaliacdo da presenca/auséncia de espermatozoides no ejaculado (World
Health Organization, 2010). O espermograma é o exame de eleicdo, ja que, para além
do seu poder diagnéstico, ndo é invasivo e é pouco dispendioso. Na Tabela 2, estdo
listados os possiveis diagnésticos resultantes da realizacdo de um espermograma.

Tabela 2. Terminologia relativa & analise e qualidade espermatica. No caso do individuo apresentar alteragdes em mais

que um dos parametros, entre a oligozoospermia, astenozoospermia e astenozoospermia, deve ser usada uma

nomenclatura combinada. No caso da combinacéo dos 3, o paciente € diagnosticado com oligoastenoteratozoospermia.

Terminologia Significado cientifico

Todos os parametros analisados encontram-se de acordo com
os valores de referéncia.

Normozoospermia

Aspermia Auséncia de ejaculado.
. . Concentracao espermatica inferior & do valor minimo de
Oligozoospermia a
referéncia.
. . Auséncia de espermatozoides a fresco, mas observados apés
Criptozoospermia . ~
centrifugacao.

Auséncia de espermatozoides no ejaculado e confirmada a
auséncia com a observacdo apoés centrifugagédo.
% motilidade progressiva inferior ao nivel minimo de

Azoospermia

Astenozoospermia

referéncia.
Teratozoospermia % morfologia inferior ao valor minimo de referéncia.
Hipospermia Volume de ejaculado inferior a 1,5 mL.
Hematospermia Presenca de sangue no ejaculado.
Leucocitospermia % leucécitos superior ao valor minimo de referéncia.
Necrozoospermia % vitalidade inferior ao valor minimo de referéncia.

3.2.1 Andalise macroscopica

Inicialmente, para a realizagdo do espermograma é realizada uma analise macroscopica
da amostra, com a avaliagdo dos seguintes parametros: liquefagcdo, aparéncia visual,
volume, viscosidade e pH. E essencial que a amostra seja analisada, no maximo 1 hora
apés a ejaculagdo, ja que periodos superiores podem levar & modificacdo dos
parametros da amostra, devido & desidratagdo, mudancas de temperatura e perdas de

CO. (World Health Organization, 2010).

3.2.1.1 Liquefagéo

Imediatamente, apés a ejaculacdo, a amostra seminal sofre o processo de coagulacao

devido a acao da vesiculase no fibrinogénio presentes no sémen. Em média, cerca de
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15 min apés a colheita, a amostra seminal completa a sua liquefacédo, a temperatura
ambiente assumindo uma consisténcia fluida, devido a presenca das protéases
prostaticas que desfazem o coagulo, inicialmente, formado. Embora raro, este periodo
pode estender-se até 1h. Caso, apds 1h, a liquefagcédo ainda ndo se encontre concluida,
deve ser registado. Em alguns casos, o sémen liquefeito pode conter alguns granulos
com um aspeto gelatinoso, que ndo sofreram liquefacdo, mas ndo exercem qualquer
impacto a nivel clinico (World Health Organization, 2010). Uma amostra seminal
aguada, isto é, com auséncia de coagulacdo, pode indicar auséncia do ducto
ejaculatério ou das vesiculas seminais. Pelo contrario, quando a liquefacdo é incompleta
e apresenta coagulos, pode indicar alguma anomalia nas enzimas produzidas pela

prostata (Silverberg & Turner, 2009).

3.2.1.2 Aparéncia visual

A aparéncia da amostra, € a primeira inspecao a ser realizada. Deve-se ter em atengao
a cor e opacidade. Uma amostra seminal considerada normal é caraterizada por uma
coloragdo cinza opalescente com uma aparéncia homogénea. Uma amostra com uma
coloracao translucida é indicativa de que a concentracdo espermatica € baixa ou nula.
A amostra podera ter uma cor acastanhada, devido a presenca de sangue no ejaculado.
Também é possivel que a amostra apresente uma cor amarelada, o que é indicativo de
ictericia ou devido a ingestdo de determinadas vitaminas ou drogas (World Health
Organization, 2010).

3.2.1.3 Volume

O volume da amostra seminal é, maioritariamente, resultante das secrecdes das
vesiculas seminais e priostata e em menor quantidade das glandulas bulbouretrais e
epididimos. O volume varia conforme os dias de abstinéncia sexual, isto €, quanto maior
for o periodo de abstinéncia, maior o volume. A medicao rigorosa do volume é essencial,
ja que permite calcular o numero total de espermatozoides, assim como, de células
redondas (World Health Organization, 2010). O volume da amostra seminal deve ser
medido com o auxilio de uma pipeta serolégica estéril graduada, com uma precisdo de
0,1 mL. Um baixo volume (<1,5 mL) pode ser indicativo de uma obstrucdo do ducto
ejaculatério, ou auséncia congénita bilateral dos canais deferentes, ejaculacéo
retrébgrada ou hipogonadismo hipogonadotrofico. O baixo volume também pode estar
associado a perda de uma porgéo seminal durante a colheita. Por outro lado, um volume
elevado (>5 mL) poderd ser indicativo de uma inflama¢édo nas glandulas acessorias
(World Health Organization, 2010; Baskaran et al., 2021).
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3.2.1.4 Viscosidade

A viscosidade é determinada através da observacdo do fio de esperma formado
através da aspiracdo da amostra com uma pipeta e posterior queda por gravidade. Uma
amostra considerada normal, forma pequenas gotas discretas ao cair da pipeta. No caso
de uma amostra com viscosidade aumentada, visualiza-se a formacado de um fio com
mais de 2 cm de comprimento. A viscosidade elevada também é identificada, quando
ha dificuldade em pipetar a amostra. E necessario ter em atencdo que, a elevada
viscosidade pode interferir com a determinacdo da motilidade espermatica. Esta
alteracdo é indicativa de uma disfuncdo ou infegcdo nas glandulas acessorias (World
Health Organization, 2010; Baskaran et al., 2021).

3.2.1.5 pH

O pH da amostra seminal reflete o balanco entre os valores de pH das secre¢bes
alcalinas das vesiculas seminais e das secre¢fes acidas da prostata. A medicéo do pH
€ realizada através do contacto de uma amostra de sémen numa tira de pH, e posterior
comparagédo da cor formada no papel com de cores de calibracdo para leitura do pH. Se
o pH for inferior a 7, associado a um baixo volume e concentracdo espermética é
sugestivo de obstrugcéo do ducto ejaculatério ou auséncia bilateral congénita dos canais
deferentes (World Health Organization, 2010). Por outro lado, um pH mais alcalino pode

estar associado a um atraso da analise (Baskaran et al., 2021).

3.2.2 Andlise microscopica

Depois de finalizada a andlise macroscoépica procede-se a analise microscopia, onde
uma pequena aliquota de 10 pL é colocada numa camara de Makler e é visualizada ao
microscopio 6tico com contraste de fase. Inicialmente deve-se realizar uma inspecao
geral, numa ampliagdo de 100x (lente objetiva 10x, com lente ocular 10x), para
visualizacdo da formacdo de cordbes mucosos, agregacdo ou aglutinacdo de
espermatozoides. De seguida, a preparacdo deve ser observada numa maior
ampliagdo, de 200x (objetiva de 20x e ocular de 10x), de modo a ser avaliada a

motilidade e concentracédo espermatica (World Health Organization, 2010).
3.2.2.1 Agregacéao e Aglutinacdo
Fenomenos de agregacdo sdo caraterizados pela aderéncia de espermatozoides a

cordBes de muco, a células ndo espermaticas ou a detritos. Este fendmeno nao deve

ser confundido, com os fendmenos de aglutinacdo. Estes sdo caraterizados pela
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aderéncia entre espermatozoides moéveis, cabeca a cabeca, cauda a cauda ou misto. E
de salientar que este fendbmeno dificulta a avaliacdo da motilidade, devido a limitacédo
de movimento e concentracdo espermatica. A aglutinacdo é sugestiva da presenca de
anticorpos anti-espermatozoides, sendo necessario mais exames para identificacao de
uma possivel causa imunologica (World Health Organization, 2010; Baskaran et al.,
2021).

3.2.2.2 Concentracao

A concentracdo espermética € definida como o nimero de espermatozoides por
unidade de volume. A concentracdo permite o diagndstico e ou prognostico de doengas
reprodutivas, e indicacdo para o tipo tratamento de PMA (Brito et al., 2016). Apesar de
apenas 1 espermatozoide fecundar o ovdcito, € necesséaria uma elevada concentracao,
de modo a que, os espermatozoides conseguiam ultrapassar a barreira de muco e
ascenderem até as trompas de Falépio. Para além disso, sdo necessarios varios
espermatozoides para quebrarem a camada de células em torno do ovécito através das
enzimas presentes no acrossoma, até que apenas um penetre no citoplasma do ovécito
(Sherwood, 2016). No caso de nao ser encontrado qualquer espermatozoide na
preparagdo, a amostra deve ser centrifugada e o pellet deve ser analisado, de modo a
verificar se existem espermatozoides no volume total da amostra. Caso nao seja
encontrado nenhum espermatozoide, a amostra é considerada azoospérmica. Para
calculo da concentragdo devem ser contabilizados todos os espermatozoides presentes

numa linha com 10 quadrados da camara de Makler.

A concentracdo espermética e o numero total de espermatozoides sdo conceitos
distintos. O numero total de espermatozoides é calculado multiplicando a concentracdo

espermatica pelo volume total da amostra (World Health Organization, 2010).

3.2.2.3 Motilidade

A motilidade espermatica é um indicador do potencial de fertilidade dos
espermatozoides, ja que, para o sucesso da fertilizagdo é necesséria a penetracdo do
muco cervical, transporte pelo trato genital feminino e penetracdo das células da corona
radiata e zona pellcida. Varios estudos demostram uma correlacdo clara entre a
percentagem de espermatozoides moveis e a taxa de fertilizacdo in vivo. Uma
percentagem superior a 40% é indicativa de um desenvolvimento normal do
espermatozoides durante a espermatogénese, do sucesso de maturacdo dos

espermatozoides nos epididimos, assim como, de uma normal constituicdo do plasma
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seminal. As causas de astenozoospermia estdo relacionadas com o funcionamento

anormal de um ou mais destes 3 passos inumerados (Nallella et al., 2006).

Para uma correta avaliacdo da motilidade, no minimo 200 espermatozoides deverao ser
contabilizados. Anteriormente, o parametro da motilidade espermatica era classificado
em 4 categorias: motilidade progressiva rapida, motilidade progressiva lenta, motilidade
nao progressiva e imével. Contudo, devido a dificuldade de diferenciacdo dos tipos de
motilidade pelos técnicos de laboratorio, a classificacdo passou apenas a ser dividida
em apenas 3 categorias: motilidade progressiva, motilidade ndo progressiva e imoveis.
O espermatozoide é categorizado como tendo uma motilidade progressiva, quando
apresenta um movimento ativo, quer de forma linear ou curvilineo, independentemente
da sua velocidade. Um espermatozoide com uma motilidade ndo progressiva, € um
espermatozoide com auséncia de progressdo, onde se observa apenas uma batida
flagelar em pequenos circulos. Quando se observa um espermatozoide sem qualquer

tipo de movimento, classifica-se como imdével (Roux et al., 2012).

3.2.2.4 Vitalidade

Caso o valor da motilidade progressiva espermatica seja inferior a 40%, é necessario
realizar um teste de vitalidade (Roux et al., 2012). A vitalidade espermatica reflete a
propor¢do de espermatozoides vivos atraves da avaliagdo da integridade da membrana
celular, permitindo diferenciar um espermatozoide imével vivo de um morto. Para a
avaliacdo da vitalidade estéo disponiveis 2 testes: a Coloracdo de Eosina-Nigrosina e o

teste da hipoosmolaridade (Baskaran et al., 2021).

O teste de Coloragéo de Eosina-Nigrosina baseia-se na capacidade de a membrana
celular impermeabilizar a entrada de corante (eosina) para o interior da célula, ou no
caso da membrana plasmatica se encontrar danificada (espermatozoides mortos),
ocorre a entrada de corante para dentro da célula. Para tal, uma aliquota de amostra
seminal € misturada com um igual volume da solu¢ao de Eosina-Nigrosina numa lamina.
Posteriormente, a preparagédo é observada ao microscopio 6tico numa ampliagdo de
200x. Os espermatozoides ndo viaveis irdo apresentar uma coloragdo rosa-claro ou
escuro, enquanto que, as células vivas apresentam uma coloracéo ligeiramente verde,
ou transparente. Um total de 200 espermatozoides devem ser contabilizados. A
utilizacdo da Nigrosina é facultativa e tem como funcao a facilitacdo da avaliacao
microscépia ao manchar o fundo com uma cor escura. A vitalidade esperméatica também
pode ser avaliada através da realizacao de um teste de hipoosmolaridade (HOS). Este

teste avalia ocorréncia de inchaco flagelar, quando os espermatozoides vivos séo
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incubados com uma solucdo hipoosmotica. Apenas as células viaveis, com uma
membrana semipermedvel intacta, isto €, com integridade funcional, sédo capazes de
inchar sob condi¢des hipoosmoticas. Para a realizacdo do teste de HOS, mistura-se
uma aliquota da amostra seminal com a solucdo osmotica. Apdés um periodo de
incubacao de 30 minutos, no caso de diagndstico, ou de 5 minutos, no caso da utilizacao
da amostra espermatica hum ciclo de PMA, observa-se a prepara¢cao ao microscopio
Gtico. Deve ser contabilizado um total de 200 espermatozoides. Os espermatozoides
viaveis sdo facilmente identifichAveis pelo enrolamento e inchaco da cauda. Os
espermatozoides nao viaveis ndo apresentardo qualquer modificacdo (Figura 10). A
grande vantagem do uso deste método, é que permite a utilizagdo dos espermatozoides

em tratamentos terapéuticos (World Health Organization, 2010; Baskaran et al., 2021).

(@
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Figura 10. Representacdo das alteracdes observaveis nos espermatozoides quando sdo incubados numa solugdo

hipoosmética. Legenda: a — nenhum alteragdo/morto, b-g — Varios tipos de alteracdes observaveis na cauda dos
espermatozoides. A regido com coloracéo cinzenta é indicativa de inchaco. Adaptado de World Health Organization
(2010).

3.2.2.5 Morfologia

Estudos revelaram que a morfologia espermatica e a concentragédo de espermatozoides
progressivos moveis sdo os fatores preditivos do sucesso de uma fertilizacao in vitro e
sao critérios para o suporte da decisao clinica sobre o tratamento de infertilidade a ser
proposto. Contudo, a morfologia como um indicador é muitas vezes desafiante, ja que
a classificacdo de espermatozoides pode variar, devido a existéncia de inameros
fatores, que inclui, diferentes técnicas usadas para preparacdo de esfregacos,
experiéncia entre os técnicos, diferentes critérios de classificacdo. A avaliacdo da
morfologia através de um microscépio 6tico € uma técnica bastante subjetiva. Desta
forma, torna-se dificil a comparacédo de resultados entre laboratérios (Franken et al.,
2000)

Num estudo de Dubey et al. (2008), onde foram realizados testes genéticos a embrides
obtidos durante um ciclo de PMA, concluiram que homens com uma morfologia

espermatica normal tinham uma maior probabilidade de obter embrides euploides, e
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taxas de implantagdo e gravidez clinica mais elevadas, do que os homens que
apresentavam um quadro de teratozoospermia. Tal facto, releva que a morfologia dos
espermatozoides desempenha um papel importante nos outcomes dos ciclos de PMA
(Dubey et al., 2008). Uma amostra espermatica com uma elevada percentagem de
espermatozoides anormais deve-se a erros durante a espermatogénese ou durante a
maturacdo espermatica nos epididimos. No caso de anomalias morfolégicas
especificas, como a globozoospermia, anomalias mdultiplas na regido da cauda,
espermatozoides acéfalos sdo indicativos de alguma anomalia genética (Danis &
Samplaski, 2019; Baskaran et al., 2021). A globozoospermia é caraterizada pela
presenca de uma elevada percentagem de espermatozoides com a cabec¢a redonda
desprovidos de acrossoma. Também podem ser observados espermatozoides

macrocéfalos, que estdo associados a presenca de aneuploidias, ndo sendo

recomendado o seu uso na técnica de ICSI (Danis & Samplaski, 2019).

Para a avaliagdo da morfologia espermatica, € necesséria a realizacao de um esfregaco,
formando um angulo de 45°. Dependendo da concentracdo espermatica é possivel
ajustar a quantidade de amostra pipetada, o angulo, assim como, a velocidade do
esfregaco. Um angulo pequeno e baixa velocidade permite uma maior quantidade de
espermatozoides por campo, enguanto que, uma maior velocidade e menor angulo
permite uma menor quantidade de espermatozoides por campo. O ideal é que se
visualizem 5 a 10 espermatozoides dispersos por campo, para facilitar a observagéo e
classificacdo dos mesmos (Menkveld et al., 1990). Depois de o esfregaco estar seco,
efetua-se a sua coloracéo. Estéo disponiveis varios métodos de coloragdo, mas os mais
frequentemente usados e recomendados sdo o Papanicolaou, Shorr e o Diff-quick
(Natali et al., 2013). Todos estes métodos resultam numa coloracgéo diferencial, onde a
cabeca do espermatozoide adquire uma coloracao azul-palido na regido do acrossoma
e azul-escuro na regido pdés-acrossomica, a peca intermédia pode apresentar uma
coloracdo avermelhada e a cauda adquire uma coloracdo azul ou avermelhada (Natali
et al., 2013).

ApOGs secagem a temperatura ambiente, a lamina € observada ao microscopio 6tico
numa ampliacdo de 1000x (objetiva de imerséo). Deve-se contabilizar o numero de
espermatozoides normais, 0 numero de espermatozoides com defeito da cabeca, da
peca intermédia, da cauda e contabilizar espermatozoides que possuam restos
citoplasméticos. Deve-se ter em conta que o mesmo espermatozoide pode ser
caracterizado pela presenca de mais que uma anomalia, mas deve ser contabilizado

apenas como 1 espermatozoide. Pelo menos 100 espermatozoides devem ser
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contados, mas, preferencialmente, deverdo ser avaliados 200 espermatozoides
(Menkveld et al., 1990). No final, é calculado o indice de teratozoospermia, que

determina o nimero médio de anomalias por espermatozoide anormal.

O critério usado para classificar um espermatozoide como

> normal é baseado na aparéncia dos espermatozoides

quando recuperados do trato reprodutor feminino,

especialmente no Gtero, trompas de Falopio e no muco

cervical pds-coital. Um espermatozoide categorizado como

Figura 11. Espermatozoide com uma normal, possui as seguintes caracteristicas (Figura 11): (i)

morfologia  considerada normal. Cabeca oval, de contornos suaves e lisa. A regidao do

Aptado  de  (World  Health zcrossoma deve ser bem definida, e deve compreender
Organization, 2010) , .

uma éarea de 40-70% da totalidade da cabeca. O

acrossoma deve ser desprovido de vacuolos de grandes dimensdes, e ndo mais que 2

peguenos vacuolos. A regido do nucleo ndo deve conter vacuolos; (ii) a pecga intermédia

deve ser delgada, regular e com um comprimento semelhante ao comprimento da

cabeca. O eixo principal da peca deve estar alinhado com o eixo principal da cabeca.

Restos citoplasmaticos apenas sdo considerados como anomalia, quando excedem um

terco do tamanho da cabeca espermatozoide; (iii) por fim, a cauda devera ser Unica,

com didametro uniforme ao longo de todo o seu comprimento, mais fina que a peca

intermédia, sem sinais de quebra flagelar, e com um comprimento cerca de 10 vezes 0

comprimento da cabega. Para um espermatozoide ser considerado normal tem que

cumprir todos estes critérios, caso contrario é considerado anormal.

Na figura 12, podem ser observados os varios tipos de anomalias espermaticas. A
contagem dos espermatozoides deve ser realizada com o auxilio de um contador
diferencial, definindo uma tecla para uma morfologia normal, e uma tecla para cada uma
das 4 categorias de anomalias morfologicas: cabeca, peca intermédia, cauda e restos

citoplasmaticos.

3.2.2.6 Presenca de células redondas
Aquando a determinacdo da morfologia espermatica podem ser observadas no mesmo
esfregaco células redondas, que podem ser células da linhagem germinativa ou
leucécitos. A observacgédo de leucdcitos no esfregaco € indicativa da presenca de alguma
infe¢cdo no trato genital masculino. Os leucdcitos podem ser diferenciados das células
da linhagem germinativa imaturas pela coloracdo (leucécitos com tom azulado e as

espermatides com uma coloragdo mais rosada), tamanho e forma nuclear (Figura 13).
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As células da linhagem germinativa possiveis de observar incluem espermatides,

espermatocitos e mais raramente espermatogoénias (World Health Organization, 2010).

Anomalias na cabega
| B , ' v

Redonda >2vaclolos <40% acrossoma Periforme >70% acrossoma

Anomalias na Pega Intermédia (PI) Restos Citoplasmaticos

. 9 '

Espessa  Insercdo lateral Curvada

Anomalias na cauda

L} )€
{ »

Cauda cortada Cauda enrolada Cauda curta Cauda dupla

Figura 12. Imagens representativas das anomalias espermaticas que podem ser avaliadas durante a andlise da
morfologia espermética. Estéo incluidas anomalias da cabega, peca intermédia, presenga de restos citoplasmaticos e da

cauda. Adaptado de (World Health Organization, 2010; Paoli et al., 2020).

Espermatécito Espern_qa!to~cno Espermatide Esper_m_a tlde em
em divisdo divisdo
Leucadcitos

Figura 13. Células redondas possiveis de serem observadas numa lamina de morfologia espermatica. As células
redondas podem ser células da linhagem germinativa (linha superior), onde inclui espermatécitos, espermatécitos em
divisdo, espermatides e espermatides em divisdo. As células redondas também podem ser leucécitos, onde na figura

estéo ilustrados macroéfagos (linha inferior). Adaptado de World Health Organization (2010)
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3.3 Processamento da amostra seminal para uso em técnicas
de PMA

3.3.1 Processamento de amostras seminais via ejaculado

O processamento da amostra seminal, antes da realizacdo de uma técnica de PMA,
apresenta uma enorme importancia para sucesso dos tratamentos, ja que o sémen
possui fatores que ndo permitem a capacitagdo espermatica (como o Zinco e
prostaglandinas) (World Health Organization, 2010; Volpes et al., 2016). O
processamento seminal tem como principais objetivos, a elimina¢do do plasma seminal,
células da linha germinativa, espermatozoides mortos, detritos e possiveis
contaminantes presentes na amostra, aliado a concentracdo e sele¢cdo dos
espermatozoides mdveis progressivos, morfologicamente normais (World Health
Organization, 2010; Santos et al., 2016). Todavia, € necessario ter em conta que, estes
parametros ndo séo indicativos da sua viabilidade, apenas auxiliam na escolha dos

espermatozoides com melhor motilidade (Volpes et al., 2016).

Existem varias técnicas de processamento de esperma, e a sua escolha é dependente
da qualidade e guantidade de espermatozoides presentes na amostra (World Health
Organization, 2010). A técnica de swim-up direto € normalmente utilizada, quando a
amostra espermatica possui parametros normais, ja que € caraterizada por possuir um
baixo rendimento (World Health Organization, 2010; Bormann, 2014). Ja no caso de
homens diagnosticados com oligozoospermia, teratozoospermia ou astenozoospermia,
€ recomendada a utilizacao da técnica de gradientes de densidade descontinuos (World
Health Organization, 2010). Os meios de cultura de espermatozoides utilizados durante
0 processamento da amostra, incluem diversos componentes importantes para a
viabilidade espermatica. Os meios contém soro de albumina humana (HAS), que atua
como antioxidante, e contém proteinas importantes para evitar a aderéncia de
espermatozoides a superficie. O meio também contém i6es de bicarbonato, necessarios
para a estimulacdo da motilidade e capacitacao espermatica. Normalmente, a glicose é
0 substrato metabdlico utilizado para preparacdo espermatica (Bourne et al., 2009).
Adicionalmente, o meio de cultura contém antibiético (como a gentamicina) que evita o

crescimento microbiano (StSepetova et al., 2020).

Na técnica de swim-up a selecdo espermética € baseada na motilidade e na capacidade
de os espermatozoides nadarem para fora do plasma seminal, em direcdo ao meio de

cultura. Esta técnica € caraterizada pela sua simplicidade e pelo facto de ndo requer
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equipamento sofisticado, nem técnicos especializados (Bormann, 2014). O
processamento da amostra seminal através de gradientes de densidade
descontinuos € o método mais, frequentemente, utilizado nos laboratérios de PMA
(World Health Organization, 2010; Bormann, 2014). O método de gradientes de
densidade descontinuos, tem como base o principio de que, os espermatozoides moveis
e morfologicamente normais, 0s espermatozoides mortos e outros detritos, possuem
diferentes densidades (Bormann, 2014). O processamento por gradientes consiste na
centrifugacdo da amostra seminal, sobre gradientes de densidade descontinuos, uma
camada superior com uma densidade de 40% (v/v), e a camada inferior com uma
densidade de 80% (v/v) de particulas de silica coloidal revestidas com silicio. Estas
camadas tém a capacidade de separar as células pela sua densidade. Para além da
densidade, os espermatozoides méveis nadam ativamente através das camadas na
direcdo da forca de centrifugacéo, e formam um pellet no fundo do tubo. Os restantes
tipos celulares ficam retidos nas interfases (World Health Organization, 2010; Bormann,
2014). Este método permite a selecdo dos melhores espermatozoides, com boa
motilidade e morfologia, livres de detritos, leucdcitos, células ndo germinativas e células
degeneradas (World Health Organization, 2010). O uso desta técnica esta associado a
selecdo de espermatozoides de boa qualidade, e elevadas taxas de gravidez, superiores
as obtidas apenas pela técnica de swim-up (World Health Organization, 2010). A
utilizacao de ambos os métodos, isto &, realizar a preparagéo espermatica, inicialmente,
com gradientes descontinuos, seguida da técnica de swim-up, estd associada a um
maior rendimento relativamente a concentracdo de espermatozoides de melhor
gualidade (Bourne et al., 2009). Nos laboratérios de PMA, € comum a utilizacdo diaria

do método combinado de gradientes e swim-up.

3.3.1.1 Procedimento da técnica de swim-up

Para a realizacdo da técnica de swim-up, adiciona-se a amostra seminal, um volume
igual de meio de cultura. Procede-se a centrifugacdo durante 10 min, a uma forca de
1300 rpm. Apés centrifugagdo, retira-se o sobrenadante cuidadosamente, n&o
interferindo com o pellet. Conforme o volume de pellet formado e os parametros iniciais,
adiciona-se uma maior ou menor quantidade meio de cultura, para que a preparacao
espermatica nao figue demasiado diluida ou muito concentrada. O tubo é colocado com
uma inclinagédo de 45°, de modo a aumentar a area de superficie do meio de cultura, a
temperatura ambiente. A amostra fica nestas condic¢des entre 30 min a 1 h (World Health
Organization, 2010; Bormann, 2014). No final, retira-se uma pequena aliquota da fracédo

superior da amostra para determinagdo da concentracdo e motilidade espermatica. No
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final, o sobrenadante deve conter uma elevada fracdo de espermatozoides altamente

moveis.
3.3.1.2 Procedimento da técnica de gradientes de densidade descontinuos

Para preparacao dos gradientes, deve-se preparar 2 tubos de ensaio identificados, com
1 a2 mL de meio de gradiente de densidade a 40% (v/v) num tubo, e 1 a 2 mL de meio
de gradiente de densidade de 80% (v/v) no outro tubo (World Health Organization,
2010). Quando a amostra espermatica apresenta um baixo volume, coloca-se apenas
0.5 mL de cada solucdo. Cuidadosamente, para evitar misturas de fases, transfere-se o
gradiente de menor densidade (40%) para o tubo que contém o gradiente de maior
densidade (80%). Depois de bem misturada a amostra seminal, colocar 1-2 mL da
amostra sobre os gradientes preparados e centrifuga-se durante 20 min a 1800 rpm. De
seguida, retira-se 0 sobrenadante e ressuspende-se o sedimento em 1 mL de meio de
cultura, e proceder-se a sua centrifugacéo por 10 min, a 1300 rpm. Esta centrifugacéo
tem como objetivo a eliminacdo do meio de gradientes de densidade. O sobrenadante
€ novamente rejeitado. De seguida, € adicionado, novamente meio de cultura. O volume
adicionado esta dependente do pellet formado, assim como, os parametros iniciais de
concentracdo e motilidade. Retira-se uma pequena aliquota para avaliagdo da

concentracéo e motilidade (World Health Organization, 2010).
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4.Casos clinicos e indicacao para técnicas de
PMA

Neste capitulo serdo apresentados varios casos clinicos para demonstracdo da
aplicabilidade das vérias técnicas realizadas num laboratério de PMA. Em cada caso
clinico serd apresentada uma tabela com os dados clinicos e laboratoriais relevantes
para o diagnostico e indicacao de tratamento de PMA, de ambos, ou apenas um dos
elementos do casal. De seguida, serd realizado um enquadramento tedérico sobre a
técnica, assim como a explicagdo da metodologia utilizada. Os casos clinicos estéo

separados em tratamentos de primeira e segunda linha.

4.1 Tratamentos de 12 linha

Nos tratamentos de primeira linha estdo incluidos os procedimentos de inducdo da
ovulagédo com programagcéo de relagdes sexuais e a inseminagéo intrauterina. A indugéo
da ovulagéo implica a indugcdo da maturacéo folicular e posterior desencadeamento da
ovulacgao. Este tipo de tratamento é indicado em mulheres que nao ovulam (anovulagéo)
ou gque ovulam irregularmente (oligoovulacdo), de modo a induzir ciclos menstruais
regulares (M. Fauser, 2014). Ao monitorizar ecograficamente o desenvolvimento
folicular e induzir a ovulagédo, é possivel a programacdo das relagbes sexuais no

momento da ovulacao, e assim aumentar, a probabilidade de gravidez.

4.1.1 Caso clinico 1 — Inseminacéo Intrauterina

Tabela 3. Informac&o clinica e laboratorial do casal do caso clinico 1, indicado para inseminagédo intrauterina. Legenda:

V — Volume; C — concentracdo; MP — mdéveis progressivos; MNP — moveis ndo progressivos; | — iméveis; FN — formas
normais.

Mulher Homem

33 anos, ciclos regulares. 38 anos, saudavel.

Submetida a conizagéo laser por Cin3 Espermograma: V=22 mL; pH=8.1;

C=52.10%mL; MP=68%; MNP=13%;
1=19%; FN=7%

Infertilidade secundaria com 4 anos de evolucao
Indicacéo para inseminacao por fator cervical
Protocolo de estimulagéo:
Dose total de estimulagéo: 900 Ul FSH
Dias de estimulagéo: 12
Espessura endometrial: 8.9 mm
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4.1.1.1 Enquadramento teérico

A inseminacao intrauterina (11IU) € um tratamento de infertilidade de 12 linha, de baixa
complexidade, indolor, pouco invasivo e dispendioso, comparativamente, a técnicas
como a FIV (Fertilizacdo in vitro) e a ICSI (Injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide). Na llU, os espermatozoides depois de processados laboratorialmente,
sdo colocados no interior da cavidade uterina, para ficarem mais proximos do ovdcito,
aumentando a probabilidade de fecundacgé&o. A IlU é indicada para uma vasta gama de
diagndsticos clinicos, como, o fator cervical, endometriose ligeira, fator masculino
leve/moderado, disfungéo ovulatéria (associada a um protocolo de estimulacéo ovarica),
a presenca de doencas virais (por exemplo, HIV (Virus da imunodeficiéncia humana)),
problemas ejaculatdrios ou coitais, e em casos de infertilidade idiopatica (Duran et al.,
2002; Kandavel & Cheong, 2018). A IIU esta também indicada, quando ha necessidade
de utilizacdo de esperma de dador em casais heterossexuais (por exemplo, parceiro
com azoospermia), em casais de mulheres, ou em mulheres sem parceiro (Kandavel &
Cheong, 2018). Para determinados diagnoésticos € contraindicado a utilizagéo da 11U,
como € o caso de mulheres com atresia cervical, obstrugdo tubar bilateral, cervicite,
endometrite, endometriose grave, ou no caso da presenc¢a de um fator masculino grave,
como a oligozoospermia severa (ESHRE Capri Workshop Group, 2009; Kandavel &
Cheong, 2018).

Este tratamento de 12 linha pode ser realizado em ciclo natural ou em ciclo estimulado.
Quando a técnica de llU é realizada em ciclo estimulado, as taxas de sucesso sdo
superiores quando comparadas com IlU em ciclo natural (Duran et al., 2002; Bayer et
al., 2007). A administracdo hormonal (progesterona) para suporte da fase litea e
consequente obtencdo de um endométrio mais recetivo a implantacdo, conduz

igualmente a um aumento das taxas de sucesso obtidas (Kandavel & Cheong, 2018).

Apesar dos avancos na preparacdo espermatica, e dos protocolos de estimulagéo
ovarica controlada, as taxas de sucesso da IlU sdo relativamente baixas (8.5% IIU-
intraconjugal, 12% llU-dadores), quando comparadas com as taxas de sucesso da FIV
e ICSI, 20.8% e 18.5%, respetivamente (Wyns et al., 2020). Segundo a literatura, varios
sdo os fatores que influenciam as taxas de gravidez apdés um ciclo de IIU,
nomeadamente: (1) a idade feminina e masculina; (l) duracéo e o tipo de infertilidade;
(N concentracdo e motilidade de espermatozoides no swim-up (Miller et al., 2002;
Merviel et al., 2010; Demir et al., 2011); (IV) numero de foliculos maduros; (V)
concentracdo de estrogénios (E2) no dia da administracdo da hCG; (VI) momento da

realizacdo da técnica; (VII) tipo de cateter utilizado durante a técnica de inseminacao
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(Merviel et al., 2010). A idade feminina € o fator mais marcante no resultado da IlU. A
partir dos 40 anos, ocorre uma diminuicdo acentuada das taxas de sucesso,
possivelmente relacionadas com o a diminuicdo da qualidade ovocitaria, ndo sendo por

isso, recomendada a 11U nesta faixa etéaria (Cohlen et al., 2018).

4.1.1.2 Procedimento da Inseminacéo Intrauterina

O tratamento comeca com a administracdo de gonadotrofinas para a estimulacdo
ovarica e desencadeamento da ovulacdo. O objetivo da indugdo da ovulagdo é o
desenvolvimento unifolicular ou bifolicular, de modo a minimizar o risco de gestacao
multipla, sendo que o desenvolvimento folicular € monitorizado ecograficamente. Cerca
de 32 a 36 horas ap0ds a administracao da hCG é agendada a realizacao da técnica IlU,
propriamente dita (ESHRE Capri Workshop Group, 2017). A hCG € administrada

quando o(s) foliculo(s) atingirem a dimensdo maxima de > 20-21 mm.

No dia da realizagédo da técnica, no caso de um ciclo intraconjugal, o parceiro faz uma
colheita de esperma, sendo posteriormente determinado o volume e avaliados os
parametros de concentracdo, motilidade. O processamento da amostra é realizado
através da técnica de gradiente de densidade descontinuos combinada com a técnica
de swim-up (descrito na Secc¢éo 3.3.1). No caso de um ciclo com utilizacdo de gametas
de dador ou proprio criopreservado, procede-se a descongelacdo das palhetas (10

minutos a temperatura ambiente), e é devidamente processado.

Antes da realizacdo da IlU propriamente dita, a identidade da paciente é confirmada. A
suspensao espermatica, € aspirada com o auxilio de uma seringa de 1 mL, acoplada a
um cateter de inseminagdo, que sera entregue ao meédico ginecologista, para a
realizacdo da inseminac¢do. O médico ginecologista procede, previamente, a introdugéo
de um espéculo, para que o canal cervical seja visivel e permita a lavagem do muco
com uma compressa. De seguida, o0 médico introduz o cateter na cavidade intrauterina,
pelo canal cervical, e liberta lenta e cuidadosamente, a suspensdo espermatica. A
paciente deve cumprir um repouso de 10 a 15 min, de modo a minimizar a perda de uma

grande percentagem de conteudo espermatico (Cohlen et al., 2018).

Durante 14 dias ap0s a inseminacao, a paciente deve realizar um tratamento de suporte
a fase litea, com a administracdo diaria de progesterona. A determinacdo do B-hCG
deve ser realizada 15 dias ap6s o procedimento. Caso teste de gravidez positivo, deve-

se manter a administracdo de progesterona até as 12 semanas de gestacao.
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O ciclo de IlU deve ser cancelado quando ndo s&o obtidos foliculos maduros, ou o
endométrio ndo se encontra com 0 espessamento necessario, ou quando sdo
observados, ecograficamente, mais de 3 foliculos maduros em desenvolvimento, o que

confere um maior risco de uma gestagédo multipla.

4.2 Tratamentos de 22 linha

A fertilizacdo in vitro e a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide sédo duas
técnicas de PMA categorizadas como tratamentos de 22 linha. Estas técnicas
consideradas mais invasivas, implicam o estabelecimento de um protocolo de
hiperestimulacdo controlada dos ovarios, com a colheita de ovdcitos através de uma
puncdo folicular, realizagdo da técnica de juncdo de gametas, desenvolvimento

embrionario e transferéncia embrionéria e/ou criopreservagao.

Todo o processo de manipulacdo de ovdcitos e embribes deve ser realizado sob
condi¢Bes Otimas de temperatura e osmolaridade. A temperatura das superficies de
trabalho deve estar estavel (a 37°C) e o pH mantido constante (~7.3). As placas de
cultura de ovdécitos ou com embrides, sdo preparadas com meio submerso em 6leo
mineral, para evitar a evapora¢cdo do meio e, assim, minimizar as flutuagbes de pH,
osmolaridade e temperatura. Para manutencao da temperatura, todos 0s equipamentos
deveréo ter uma superficie/platina termostatizada a 37+0.5 °C, e as incubadoras onde
sdo mantidos os ovdcitos, devem ser mantidas a mesma temperatura e gaseadas com
6% de CO: e 5% de O (Granot & Dekel 2008). Flutuagcfes de temperatura durante a
manipulacdo dos gametas, provocam danos nos ovocitos, ja que poderdo levar a uma
desorganizacao do sistema de microtubulos, que pode influenciar a normal segregacéo

dos cromossomas, resultando em embrides aneuploides (Granot & Dekel 2008).

4.2.1 Protocolos de hiperestimulacdo controlada dos ovarios

A hiperestimulagdo controlada dos ovarios tem como principal objetivo o
desenvolvimento de multiplos foliculos para utilizagcdo em ciclos de PMA, e assim
aumentar a probabilidade da formagdo de blastocistos e transferéncia
embrionaria/criopreservacao (Vaughan et al., 2017). Ao contrario, de um ciclo natural,
onde apenas ocorre o desenvolvimento de 1 foliculo dominante, através da
administracdo hormonal é possivel o desenvolvimento multifolicular (B. C. Fauser & Van
Heusden, 1997). Para tal, € necessario manter os niveis de FSH acima do limiar
requerido para o recrutamento folicular e sua maturacdo. A administracdo de FSH é

combinada com o uso de um protocolo de estimulacdo de GnRH agonista ou
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antagonista, de modo a, desencadear a supressao dos niveis de LH e impedir a
ovulacdo prematura (Fatemi et al.,, 2012; Lambalk et al., 2017). A hCG tem como
principal objetivo a maturacao final dos ovécitos e a pungéo folicular € marcada para 35-
37h apos (Alper, 2012).

Existem diversos protocolo de hiperestimulacdo controlado dos ovérios, contudo os

mais comumente utilizados sdo descritos abaixo:
e Protocolo curto com antagonistas

Num protocolo curto com antagonista, a estimulacdo controlada dos ovérios é
conseguida através da administracdo de doses diarias de gonadotrofinas, normalmente,
com inicio na fase folicular, e com a administracdo de antagonista da GnRh para
dessensibilizacao da hipéfise, quando 1 ou mais foliculos atingem o diametro = 13 mm.
O desenvolvimento folicular € monitorizado através de ecografias transvaginais
sucessivas. Conseguindo um numero de 2 a 3 foliculos dominantes, com dimensdes
adequadas (= 17-18 mm) é administrada a hormona hCG, de forma a desencadear a
maturacao folicular final. A puncao folicular é realizada 35 a 36 h ap6s a tomada da

hCG. O trigger pode ser desencadeado com um agonista GnRH em situagéo de OHSS.
e Protocolos com agonistas

Os agonistas da GnRH tém desempenhado um papel importante na reducdo da
incidéncia do pico precoce de LH blogqueando, reversivelmente, a secre¢ao pituitaria de

gonadotrofinas.
e Protocolo curto agonista

O ciclo de estimulagdo curto com agonista tem inicio na fase folicular precoce com
administracao de agonista de GnRH e no dia seguinte o inicio da estimulagéo ovarica
com recurso a gonadotrofinas. Quando os foliculos atingem um maior didmetro (= 18

mm) é desencadeada a ovulag&do com trigger hCG.
e Protocolo longo agonista

O ciclo de estimulacéo longo com agonista tem inicio na fase lUtea e, necessita de duas
a trés semanas para a dessensibilizacdo da hipofise e completa supressao pituitaria,
que ocorre devido & "down-regulation”. E nesta fase que se inicia a estimulacdo com
gonadotrofinas. O uso do andlogo da GnRH com a gonadotrofina proporciona a

maturacao folicular e ovocitéria.
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4.2.2 Puncao folicular

A puncao folicular é realizada sob sedacdo e sob controlo ecografico, e tem como
objetivo a aspiracdo dos foliculos com o auxilio de uma agulha acoplada ao guia de
puncdo que se encontra junto da sonda. O liquido folicular é aspirado por pressao
negativa e o conteudo observado em laboratério. Os tubos com liquido folicular,
previamente preparados com meio tamponado, sdo imediatamente encaminhados para
o laboratério (mantidos a 37 °C), através de uma janela de conexdao com a sala de
colheita de ovocitos. Numa camara de fluxo laminar vertical, o embriologista analisa o
contetdo do tubo numa placa de Petri, sob a ajuda de um estereomicroscépio, huma
superficie aquecida, onde se realiza uma pesquisa exaustiva de complexos cumulus-
ovocito (COC) (Elder & Dale, 2011; Bormann, 2014). De notar que, o liquido folicular
pode conter coagulos de sangue que devem ser cuidadosamente analisados,
dissecados com agulhas, de modo a verificar a presenca de COC (Elder & Dale, 2011).
Durante a observacao do liquido folicular, e consequentemente, dos ovécitos, é possivel
realizar uma primeira avaliagcdo da maturacdo ovocitaria através da observacdo do
aspeto morfolégico dos ovdcitos. Quando a massa celular do cimulos e corona radiata
se encontram expandidas, com um aspeto “nuvem”, de tom claro e brilhante, é indicativo
da presenca de um ovécito maduro (Figura 14, A). Por outro lado, os ovAcitos imaturos,
normalmente recuperados de pequenos foliculos, possuem células do camulos néo
expandidas, compactas, o que confere uma tonalidade escura (Figura 14, B) (Elder &
Dale, 2011). Por vezes, no interior das células do cumulos, pode ser observada a

presenca de pequenos codgulos de sangue, tal artefacto € indicativo de um pobre

desenvolvimento, qualidade e competéncia ovocitaria (Ebner et al., 2008).

E Em ciclos naturais a maturacdo

ovocitaria ocorre, paralelamente,
ao desenvolvimento e expansao
das células do cumulos e corona

radiata. Todavia, em ciclos

Figura 14. Foliculos em diferentes estados de maturacéo. A — Foliculo estimulados, este processo
aparentemente maduro, com as células do cumulos expandidas; B - sincrono pode ser perturbado,
Foliculo, aparentemente, imaturo, com células do cumulus escuras e . . . L.

. . _ devido a sensibilidade distinta dos
densas. Imagens propriedade da clinica Procriar — Centro de

Obstetricia e Medicina da Reprodug&o do Porto. ovécitos e da massa cumulos-
corona radiata as hormonas. Assim, durante a recuperagdo ovocitaria, podem ser

observados foliculos com um ovdcito maduro, mas ainda com células compactas e nédo
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brilhantes, ou ovdcitos imaturos com células do camulos expandidas (Rienzi et al.,
2012).

4.2.3 Caso clinico 2 — Fertilizacdo In Vitro

Tabela 4. Informagéo clinica e laboratorial do casal do caso clinico 2, indicado para fertilizagdo in vitro. Legenda: V —
Volume; C — Concentragéo; MP — Méveis Progressivos; MNP — Méveis Nao Progressivos; | — Iméveis; FN — Formas
Normais; HSG — Histerossalpingografia; IlU — Inseminagé&o intrauterina; Ul — unidade internacionais; PN — Pronucleo; BL

— Blastocisto; OHSS — Sindrome de hiperestimulagdo ovarica.

Mulher Homem

24 anos, ciclos regulares. 33 anos, saudavel.

HSG - permeabilidade tubar bilateral, | Espermograma: V=2.2 mL; pH=8.1;

cotte positivo bilateralmente. C=92.10%mL; MP=72%; MNP=11%;
1=17%; FN=6%.

Infertilidade secundaria com 2 anos de evolugao
Realizados 2 ciclos de 1lU intraconjugal sem sucesso
Proposto 3° ciclo de IlU, contudo casal desejou avancgar para ciclo FIV
Protocolo de estimulagéo: Curto com antagonista
Dose total de estimulag&o: 1350 Ul rFSH
Dias de estimulacao: 9
N° ovdcitos recuperados e colocados em FIV: 15
N° ovacitos fecundados (2PN): 10
N° ovécitos fecundados (3PN): 2
N° ovdcitos MlI: 3
N° embrides criopreservados ao D5: 5 (2x BL 4AA; 2x BL 4AB; BL 4BB)
N° embrifes criopreservados ao D6: 2 (2x BL 4BB)
Ciclo de freeze all por risco de OHSS.

4.2.3.1 Enquadramento teérico

A FIV (Fertilizagdo in vitro) consiste numa aproximagédo in vitro, do que acontece
naturalmente no processo de fertilizagdo, in vivo. Os complexos cumulos-ovocito
recolhidos durante a puncéo folicular sdo incubados com uma preparagéo espermatica,
onde os espermatozoides vdo ao encontro do ovOcito, e penetram as suas varias
camadas até alcangcarem o oolema do ovocito. Desde o nascimento de Louise Brown
em 1978, mais de 5 milhdes de bebés nasceram recorrendo a técnica de FIV

convencional (Wyns et al., 2020).

Inicialmente, a FIV era indicada para a resolucdo de problemas de infertilidade
relacionados com o fator tubar. Atualmente, para além do fator tubar, esta técnica é

considerada como tratamento para inimeros fatores de infertilidade, como a infertilidade
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idiopética, endometriose, presenca de um fator masculino nao grave, disfuncao ovérica,
entre outras (Ben-Ami et al., 2012; Meyer, 2020). A FIV também é indicada para casos
sucessivos de insucesso em IIU (Meyer, 2020). Em alguns casos a realizagdo de uma
FIV é contraindicada, nomeadamente, quando sdo utilizados ovocitos desvitrificados,
dado que, a criopreservacao conduz a um endurecimento da zona pellcida, impedindo
a entrada dos espermatozoides (Meyer, 2020). Outra situacdo, € quando o ciclo é
indicado para a realizacdo de PGT (Teste Genético Pré-implantacdo). Caso se
realizasse FIV, incorria-se num maior risco de contaminacdo das células biopsiadas, ja
gue alguns espermatozoides podem ficar ligados a zona pelacida (Meyer, 2020). A FIV
ndo é aconselhada perante um quadro clinico de altera¢des significativas na qualidade
espermatica, assim como, de sucessivas falhas de conceg¢do noutras tentativas
recorrendo a FIV (Meyer, 2020).

As taxas de sucesso da FIV sao dependentes de varios fatores, como: a idade materna,
ja que a qualidade ovocitaria diminui com o avancar da idade (van Loendersloot et al.,
2010); a duracgdo da infertilidade, ja que, ocorre uma correlagdo inversa com as taxas
de sucesso de FIV (van Loendersloot et al.,, 2010; Meyer, 2020); os valores de FSH
basal, isto €, quanto maior a concentragdo de FSH, menor é a probabilidade de gravidez
(Sabatini et al., 2008); o numero de ovdcitos recolhidos por ciclo, isto €, guanto maior o
namero de ovécitos recolhidos, maior é a probabilidade de gravidez (van Loendersloot
et al., 2010). Em relacdo ao fator idade, num estudo de Nelson and Lawlor (2011),
demostraram que, na faixa etaria dos 35 aos 37 anos de idade a probabilidade da mulher
conseguir uma gravidez com nado-vivo era de 77%, enquanto que para idades

compreendidas entre 0 43 e 44 anos, a probabilidade decaia para apenas 10%.

4.2.3.2 Procedimento da realizacédo de uma FIV

Quando ha indicacdo para um tratamento de FIV, o protocolo inicia-se com uma
hiperestimulac@o controlada dos ovérios, conforme o descrito na Seccéo 4.2.1, para o
desenvolvimento de mdltiplos foliculos. Em raros casos, o tratamento pode ser realizado

em ciclo natural.

Cerca de 36 h apés a administracdo de hCG, é realizada a puncao folicular e pesquisa
de foliculos, conforme o descrito na Seccdo 4.2.2. A amostra espermatica deve ser
colhida no dia da realizacao da técnica, e processada, preferencialmente, pelas técnicas
de gradientes descontinuos, seguida de swim-up (Seccado 3.3.1). A técnica também
pode ser realizada com esperma proprio congelado, ou de dador, devendo o0 mesmo ser

descongelado e processado no dia da punc¢do. Aproximadamente, 4h apés a puncédo
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folicular, coloca-se uma aliquota da preparacdo espermatica em gotas de meio de
cultura de uma placa, previamente, preparada e pré-aquecida a + 37°C, 6% CO2, 5%
O2. O volume colocado est4 dependente da concentracao espermatica e percentagem
de espermatozoides méveis. Ao microscopio 6ético invertido, devem ser visualizados 15
a 20 espermatozoides por campo, em cada gota, numa ampliacdo de 200x. A placa com
0s espermatozoides é, novamente, incubada a 37°C, 6% CO2, 5% O, para equilibrar.
Depois de um periodo de 30 min, deve-se verificar novamente as gotas, para avaliar se
a motilidade espermatica é superior a 20%. Os COC sdo transferidos para as gotas com
0s espermatozoides. Devem ser colocados no maximo 3 ovocitos por gota. A placa é
incubada a £ 37°C, 6% CO; e 5% O,. Cerca de 16-18 hpi (horas p0s inseminacao), os
ovécitos sdo desnudados com uma pipeta de pequeno calibre, para avaliar o sucesso
da fecundagé&o. Os ovocitos desnudados devem ser visualizados ao microscopio 6tico
invertido para a verificacdo da presenca de 2 pronucleos e 2 globulos polares. A
avaliacdo do sucesso da fecundacéo, assim como o desenvolvimento embrionario, séo

abordados de forma mais detalhada na Secc¢éo 4.3.4.

4.2.4 Caso 3 (A) — Injecéo intracitoplasmatica de espermatozoide

Tabela 5. Informag&o clinica e laboratorial do casal do caso clinico 3 (A), indicado para a realizacéo da técnica de injegéo
intracitoplasmatica de espermatozoide. Legenda: V — Volume; C — Concentragdo; MP — Moveis Progressivos; MNP —
Méveis Nao Progressivos; | — Iméveis; FN — Formas Normais; ng — nanogramas; Ul — unidades internacionais; PN —

Prondcleos; D — Dia; BL — Blastocisto.

Mulher Homem

41 anos 38 anos, saudavel.

Ciclos curtos Espermograma: V= 4.2 mL; pH=7.9;
Exame ginecolégico normal C=11.10%/mL; MP=39%: MNP=12%:;
Ovarios com 2-3 foliculos antrais cada. | 1=49%; FN=2%.

AMH=1.2 ng

Infertilidade secundaria com 4 anos de evolucao
Indicacao para ciclo ICSI por fator misto (baixa reserva ovarica + fator masculino)
Protocolo de estimulagéo: Curto com antagonista
Dose total de estimulacdo: 3600 Ul rFSH
Dias de estimulagao: 12
N° ovQcitos recuperados: 6
N° ovécitos maduros: 6
N° ovécitos fecundados (2PN): 4
N° blastocistos: 3
N° embrides transferidos a fresco ao D5: 2 (BL 3AB, BL 3BB)
N° embrifes criopreservados ao D6: 1 (BL 3BB)
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4.2.4.1 Enquadramento tedrico

A ICSI consiste na microinje¢cdo de um Unico espermatozoide no oolema do ovacito,
ultrapassando a camada da zona pellucida. Esta técnica foi introduzida no inicio dos
anos 90 e revolucionou a area de PMA, sendo rapidamente integrada nos laboratérios,
a nivel mundial (Rubino et al., 2015). A sua intensa aplicabilidade deve-se,
essencialmente, ao cumulativo aumento de eficicia ao longo dos anos, através de uma
técnica altamente padronizada (Rubino et al., 2015). O EIM (The European IVF-
monitoring Consortium) reportou que, em 2016, a ICSI foi a técnica de PMA mais
utilizada a nivel europeu, englobando 44.4% de todos os ciclos realizados (Wyns et al.,
2020). A ICSI permite ultrapassar a presencga de um fator masculino severo, como baixa
concentracédo, motilidade ou morfologia (Mansour, 1998; G. Palermo et al., 2009; French
et al., 2010). Esta técnica € eficaz mesmo com a utilizacdo de espermatozoides
imaturos, quando recolhidos cirurgicamente via testiculo ou epididimo (G. D. Palermo et
al., 1995; G. Palermo et al., 2009). Desta forma, a técnica de ICSI mostra-se indicada
para ultrapassar varias barreiras que provocam infertilidade, contornando a maturacao
do esperma no epididimo, reacdo acrossémica, ligacdo do espermatozoide a zona

pellcida e fusdo do nucleo com o oolema do ovécito (G. Palermo et al., 2009).

A realizagdo da ICSI é indicada para inumeros diagnosticos de infertilidade, mas esta
sobretudo associada a casos com um fator masculino grave. A técnica de ICSI é
indicada: (1) em quadros clinicos de oligozoospermia, astenozoospermia e
teratozoospermia, ou na combinagédo destas alteracdes; (2) aquando da utilizacdo de
métodos cirurgicos (MESA, PESA, TESA e TESE) para arecolha de espermatozoides;
(3) em casos de disfuncdo ejaculatoria, como a ejaculagcédo retrégrada, onde os
espermatozoides podem ser recuperados via urina; (4) para casais que obtiveram uma
taxa de fecundacédo praticamente nula, quando recorreram a técnica de FIV, ja que, tal
situacdo € indicativa de alguma perturbacédo na ligacao dos 2 gametas; (5) quando
existem fatores imunolégicos associados, como a presenca de anticorpos anti-
espermatozoides no plasma seminal; (6) na utilizacdo de ovdcitos criopreservados,
devido ao endurecimento da ZP; (7) para casos, indicativos de teste genético de pré-
implantacdo (Mansour, 1998; Dale & Elder, 2010d).

A realizacdo da ICSI compreende vérias etapas: a mulher é submetida a um protocolo
de estimulacdo, seguida de uma puncdao folicular para colheita dos ovocitos (descritos
nas Seccoes 4.2.1 e 4.2.2, respetivamente). De seguida, procede-se a desnudacéo

ovocitéria e avaliacdo da maturidade e morfologia dos ovdcitos. Também € possivel a
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desvitrificacdo de ovdcitos para utilizagdo em ciclo. Depois de um periodo de incubagéo
de 4 horas ap6s puncéo folicular (ovocitos a fresco) ou 2 horas apds desvitrificacdo
(ovécitos criopreservados), procede-se a realizagdo da técnica propriamente dita, com

a microinjecdo do espermatozoide no ovaocito.

4.2.4.2 Desnudacao ovocitaria

A realizacdo da ICSI implica uma desnudacdo ovocitéria, que consiste na remocao
enzimatica e mecanica das células do cimulos oophorus e corona radiata, de forma a
visualizar o estado de maturacdo do ovdcito, assim como, a identificar potenciais
anomalias intra e extracitoplasméticas. Para além disso, a remoc¢do das células em
redor do ovOcito é importante, dado que, as mesmas podem dificultar a manipulagéo
das micropipetas durante a técnica. A desnudacao ovocitéria é realizada cerca de 3
horas apds a puncéo folicular, sendo que, este hiato de tempo permite a recuperacao

dos ovaocitos apos puncdo folicular (Pujol et al., 2018).

A desnudacao inicia-se com a agdo enzimatica pela hialuronidase, uma vez que, a
matriz extracelular do cumulos oophorus é constituida essencialmente por acido
hialurénico. Desta forma, a enzima auxilia a digestdo das ligagGes celulares, para
facilitar a libertagdo do ovocito (Bormann, 2014). Os ovOcitos séo pipetados
sucessivamente em gotas de hialuronidase, durante aproximadamente 1 minuto. Este
periodo ndo deve ser excedido, visto que pode resultar em danos para o ovdcito. De
seguida, os ovocitos sao transferidos, sucessivamente, entre gotas de meio de cultura,
com a ajuda de uma pipeta de pequeno calibre, realizando assim a desnudacéo
mecanica. Terminada a desnudacdo ovocitaria, torna-se possivel a observacdo do
ovaocito, permitindo a avaliar a maturagdo nuclear dos ovdcitos, assim como, a sua

morfologia. Esta avaliacdo deve ser realizada ao microscopio 6tico invertido, a 37 °C.

4.2.4.3 Avaliacdo da maturagao ovocitaria

Um ovécito maduro encontra-se em metafase Il e é caracterizado pela presenga do 1°
glébulo polar (GP) no espaco perivitelino (Figura 15, C). Em média, 85% dos ovdcitos
recuperados apdés hiperestimulacdo ovocitéria, encontram-se em metéfase Il (Rienzi et
al., 2012). Apenas os ovocitos que se encontram neste estado de maturacdo sdo
utilizados na ICSI, ja que, apenas estes atingiram o estado haploide (Bormann, 2014).
Ap6s desnudacdo, pode-se encontrar ovécitos no estado de préfase | (2n), com a

visualizacdo de uma vesicula germinal (VG), isto €, um ndcleo intracitoplasmatico

resultante da primeira divisdo mei6tica, onde os cromossomas homologos emparelham
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(Figura 15, A) (Rienzi et al., 2012). Também é possivel observar ovocitos em metafase
I, que se encontram numa fase intermediaria entre a profase | e a metéfase Il, ndo
possuindo por isso, VG ou GP (Figura 15, B) (Ebner et al., 2006; Rienzi et al., 2012).

Um tema ainda em debate é a utilizagdo da maturacao in vitro (IVM) dos ovocitos ainda
imaturos. Os ovécitos em metafase |, em vez de serem eliminados, podem ser mantidos
em cultura por um periodo maior. Caso, durante este periodo, os ovocitos sofram
maturacdo, podem ser microinjetados. Todavia, estd comprovado que, 0s ovOcitos
maturados in vitro tem um potencial de desenvolvimento inferior, quando comparados,
com ovacitos maturados in vivo (Rubino et al., 2015). Os ovocitos maturados in vitro,
comparativamente, aos ovocitos maturados in vivo possuem taxas de fecundacgédo
inferiores (Balakier et al., 2004; Strassburger et al., 2010) e possuem uma maior taxa de
aneuploidia (Strassburger et al., 2010). A IVM é, essencialmente, colocada em questéo,
quando séo recolhidos um numero reduzido de ovocitos em metafase I, de modo a
aumentar o numero de embrides disponiveis, para assegurar a transferéncia

embrionaria (Rubino et al., 2015).

Figura 15. Representacéo das possiveis fases de maturacédo observaveis apds a desnudagéo ovocitaria. A — Ovoécito
com vesicula germinal, em préfase |, imaturo; B — Ovécito em metéafase |, imaturo; C — Ovécito em metéfase 1, maduro.
Ampliagdo 200x. Imagens propriedade da clinica Procriar — Centro de Obstetricia e Medicina da Reproducéo do Porto,
Lda.

4.2.4.4 Avaliacdo da morfologia ovocitaria

O estado de maturacao ovocitaria, por si s6, ndo é determinante da qualidade ovocitaria.
Também é necessério ter em conta o aspeto morfolégico do ovécito. Cerca de 60 a 70%
dos ovocitos recuperados, resultantes de uma estimula¢éo ovarica apresentam alguma
alteracdo morfologica, que pode afetar o desenvolvimento embrionario (Balaban &
Urman, 2006; Rienzi et al., 2012; Saiz et al., 2018). Determinadas alteracdes
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morfolégicas podem revelar um défice de competéncia de
desenvolvimento, capacidade de fecundacdo e de
implantacdo embrionaria. A qualidade ovocitaria nédo é
apenas definida pela informacdo contida no genoma
nuclear e mitocondrial, mas também ¢é influenciada pelo

microambiente do ovario e foliculo, que podem sofrer

alteracBes na transcricdo e traducédo, principalmente, num

Figura 16. Ovécito
morfologicamente normal. Adaptado Ciclo estimulado (Rienzi et al.,, 2011). As variacdes
de Rienzi et al. (2012)

morfologicas podem ser resultantes da idade da mulher, de
fatores genéticos, ou devido a fatores extrinsecos, como os protocolos de estimulagéo
e condigbes de cultura. Um ovdcito de boa qualidade, em metafase Il, devera possuir
uma estrutura esférica, um citoplasma claro e uniforme, sem inclusdes citoplasmaticas,
com baixa/auséncia de granulosidade, um espaco perivitelino pequeno, uma zona
pelicida incolor e uniforme, com um glébulo polar integro de dimensdes apropriadas,
como representado na Figura 16 (Balaban & Urman, 2006; Alpha SiRM & ESHRE SIGE,
2011).

Um aspeto a ser considerado, em termos morfologicos, é o tamanho do ovocito. Apesar
de raramente, é possivel observar a presenca de ovocitos gigantes. Estes sdo
facilmente detetaveis pelas suas grandes dimensdes (~200 uym de diametro,
comparativamente a ~120 ym) e resulta, da auséncia de citocinese durante a divisdo
meidtica, ou devido a fusdo de 2 oogonias. Deste modo, estes gametas possuem uma
identidade genética diploide ou tetraploide, e ndo devem ser microinjetados, ja que o
zigoto resultante pode ser capaz de clivar e dar origem a um blastocisto, que nao é

compativel com a vida (Balakier et al., 2002; Ebner et al., 2006).

Os ovOcitos podem apresentar alteragces morfoldgicas intracitoplasmaticas e/ou

alteracdes morfologicas extracitoplasmaticas, que serdo abordadas na proxima secgao.

4.2.4.4.1 Alteracdes Morfoldgicas Intracitoplasmaticas
Apesar de ser expectavel que o ovécito possua um citoplasma homogéneo, €
necessario ter em conta que um citoplasma heterogéneo pode apenas representar uma
variabilidade ovocitaria e ndo um dismorfismo (Alpha SIRM & ESHRE SIGE, 2011).

Contudo, sao varias as alteracdes passiveis de serem observadas.

¢ Granulosidade do citoplasma:

A granulosidade do citoplasma € uma alteracdo, frequentemente observada, e é

caraterizada pela presenca de uma massa escura com granulos, frequentemente,
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encontrada na zona central do ovécito (Figura 17, A). Apesar de ndo existir consenso,
a granulosidade central esta associada a um potencial de implantacdo mais baixo e a

um aumento das taxas de abortamento (Rienzi et al., 2011; Saiz et al., 2018).

e Vacuolos:

A formacao de vacuolos de pequenas dimensdes (5 a 10 um) ndo esta associada a
nenhuma consequéncia negativa nos outcomes de desenvolvimento embrionério e
clinico (Figura 17, B). Todavia, vacuolos de maiores dimensfes (> 14 um) estdo
relacionados a taxas de fertilizacdo inferiores. Para além disso, ovocitos com
vacuolizacao persistente, no periodo apds singamia, pode interferir com os posteriores
planos de divisdo embrionaria, resultando numa inferior taxa de blastocistos formados
(Alpha SIRM & ESHRE SIGE, 2011; Saiz et al., 2018).

o Agregados de reticulo endoplasmatico liso tubular (AREL):
Os agregados de reticulo endoplasmatico liso, sdo uma acumulacdo de bolsas de
reticulo endoplasmatico liso, que tem uma forma circular ou eliptica, com aspeto liso
rodeada por um aro (Figura 17, C). Esta desaconselhada a utilizacdo de ovécitos com
AREL, uma vez que, esta alteracdo esta associada a um desenvolvimento embrionario
mais deficiente, uma baixa taxa de formacdo de blastocistos e ainda, a complicacbes
obstétricas (Alpha SIRM & ESHRE SIGE, 2011; Saiz et al., 2018). Contudo, ja foram
relatados nados vivos sem malformacgdes resultantes de ovocitos com AREL, e por isso,
alguns autores defendem que estes ovOcitos podem ser microinjetados e se resultarem

num embrido de boa qualidade, podem ser transferidos (Saiz et al., 2018).

¢ Inclusdes citoplasméticas:
Relativamente, a inclusdes citoplasmaticas, como corpos refratérios, inclusdes lipidicas,
corpos necroticos, ndo existe um consenso na bibliografia sobre o seu impacto nas taxas
de fertilizacdo e desenvolvimento embrionario (Figura 17, D) (Saiz et al., 2018).

Segundo Ebner et al. (2006), corpos refrateis parecem néo ter impacto na taxa de

fertilizag&o, assim como na qualidade embrionaria.

y / 2 ) ®
7 d \

Figura 17. Exemplos de alteragcdes morfolégicas intracitoplasmaticas de ovécitos. A — Ovdcito com centro granuloso; B
— Ovécito com vacuolo; C — Ovdcito com agregado de reticulo endoplasmético liso; D — Ovécito com corpo necrético.
Adaptado de Rienzi et al. (2012).



FCUP | 68
Abordagem as técnicas de Procriagdo Medicamente Assistida e aos resultados clinicos/laboratoriais de
sucessivas doacgdes femininas de gametas

4.2.4.4.2 Alteracbes Morfolégicas Extracitoplasméticas

e Zona Pelucida:
AlteracOes da aparéncia da zona pellcida (ZP), podem ser causadas por perturbacdes
na secrecao de glicoproteinas (Rienzi et al., 2012). Uma ZP escura ou espessa (Figura
18, A), ndo tem sido correlacionada com nenhum resultado clinico, em ovdcitos
submetidos a ICSI. Um ovdcito com ZP nédo regular (ovoide) pode interferir com a
clivagem do embrido e provocar um desenvolvimento mais lento até a fase de
blastocisto (Figura 18, B) (Rienzi et al., 2012).

e Espaco Perivitelino:
O espago entre a ZP e o oolema denomina-se de espacgo perivitelino (EPV). Esta
estrutura deve ser analisada, quanto a presenca de detritos e quanto ao seu tamanho.
Alguns estudos indicam que a presenca de detritos no EPV, pode estar relacionada com
uma administracdo excessiva de gonadotrofinas, durante o ciclo de estimulagéo ovarica,
contudo sdo precisas evidéncias cientificas mais solidas para comprovar tal relagdo
(Hassan-Ali et al., 1998; Saiz et al., 2018). A presenca deste tipo de dismorfismo parece
ndo afetar as taxas de fertilizacdo, clivagem, qualidade embrionaria, assim como, 0s
outcomes clinicos (Balaban & Urman, 2006). Um EPV aumentado (Figura 18, C) parece
néo afetar a qualidade embrionéaria, mas esta associada a taxas de fertilizagdo menores,

assim como um mau desenvolvimento embrionario (Bormann, 2014; Saiz et al., 2018).

e 1°Gl6bulo polar:

Segundo o consensos de Istambul, ndo é aconselhavel a injecdo de ovAcitos com o 1°
GP aumentado, pois € indicativo de perturba¢des no fuso meiotico, com resultado numa
mé distribuicdo de cromossomas e consequentemente, podera aumentar o risco de
aneuploidia embrionaria (Figura 18, D) (Alpha SiRM & ESHRE SIGE, 2011; Bormann,
2014; Saiz et al., 2018). Relativamente, a fragmentagdo do 1° GP, n&o foi encontrada
nenhuma relacdo significativa com as taxas de implantagdo e gravidez (Ciotti et al.,
2004; Bormann, 2014).

Figura 18. Exemplos de alteragdes morfologicas intracitoplasmaticas de ovoécitos. A — Ovécito com zona pellcida
espessa; B — Ovdcito com forma oval; C — Ovécito com espago perivitelino aumentado; D — Ovécito com glébulo polar
aumentado. Adaptado de Rienzi et al. (2012).



FCUP | 69
Abordagem as técnicas de Procriagdo Medicamente Assistida e aos resultados clinicos/laboratoriais de
sucessivas doacgdes femininas de gametas

4.2.4.5 Procedimento técnico da ICSI

A técnica de ICSI é realizada num microscépio 6tico invertido, que deve ter na sua
constituicdo objetivas x10, x20 e x40, com uma Otica de contraste Hoffman, que permite
a visualizacao das células em placas de plastico (Dale & Elder, 2010d). Para além disso,
' 0 microscépio deve estar equipado com uma platina
termostatizada, calibrada para os 37°C e equipado com um
sistema de micromanipulacdo, 2 micromanipuladores, que
permitem o fino controlo tridimensional dos gametas e 2
microinjetores, associados as respetivas micropipetas de

vidro, a de injecédo e de sustentacdo (ou holding) (Mansour,

1998). A micropipeta de injecdo permite aspiragdo de
Fi 19. PI lizaca . . - ~ . . N
'gura 19. Placa para a realizagdo o gh0rmatozoides, imobilizacdo e posterior microinjecdo no
da técnica de injecéo

intracitoplasmatica de OvOCito. A micropipeta de sustentacdo permite segurar e
espermatozoide. Legenda: a - jmobilizar o ovécito (Dale & Elder, 2010d). As 2 micropipetas

gotas alongadas de PVP; b — gotas . ~
possuem na sua extremidade uma angulacdo de 30° ou 35°

de meio tamponado. Imagens
propriedade da clinica Procriar — (de acordo, com as micropipetas utilizadas), que lhes
Centro de Obstetricia e Medicinada  harmite ficarem paralelas & placa e facilitar a sua

Reprodugéo do Porto. .
manipulacdo (Dale & Elder, 2010d).

Para realizacédo da técnica propriamente dita, deve-se preparar uma placa com gotas
de meio tamponado e 2 gotas alongadas de PVP (Polivinilpirrolidona) submersas, de
imediato, numa camada de 6leo mineral, como mostra a Figura 19. As gotas devem
ocupar uma posicdo central, e evitar as faces laterais da placa, que impossibilita a
manipulacdo das micropipetas. O PVP é um meio de elevada viscosidade, que tem
como objetivo facilitar a manipulagdo dos espermatozoides, pois lentifica o seu
movimento (Mansour, 1998). Devido ao potencial de toxicidade do PVP no oolema, é
recomendavel que se injete o espermatozoide com o menor volume possivel de PVP.
Para além disso, deve-se minimizar o tempo de exposi¢cao dos espermatozoides ao

PVP, ja que pode danificar a sua membrana citoplasmética (Dale & Elder, 2010d).

De seguida, colocam-se as pipetas de sustentacdo e de injecdo e ajusta-se a posicao e
focagem das mesmas. Posteriormente, procede-se a transferéncia de uma aliquota da
suspensédo de espermatozoides, previamente, processada para a primeira gota de PVP.
O volume retirado da suspensdo espermatica esta dependente da concentracdo
presente na amostra. Uma concentracdo muito elevada de espermatozoides pode

dificultar a selecéo e imobilizagdo dos mesmos. Deve-se visualizar a gota de PVP ao
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microscépio, para garantir a concentracdo suficiente de espermatozoides para a
realizagc&o da técnica. De seguida, transfere-se os ovécitos para o meio tamponado. Ao
microscopio, segue-se a selecao e imobilizacdo de espermatozoides morfologicamente
normais e de boa motilidade na gota de PVP, numa ampliacdo de 200x (Figura 20, A).
Deve-se dar preferéncia aos espermatozoides encontrados na borda da gota. Os
espermatozoides selecionados sédo aspirados através da pipeta de injecéo e colocados
na segunda gota de PVP, onde se procede a imobilizacdo do espermatozoide. A
imobilizacdo é conseguida através da pressdo mecanica da pipeta de ICSI, a formar um
angulo de 90° com a cauda do espermatozoide, contra a placa de ICSI (Figura 20 (B)).
A quebra da cauda, ira destabilizar a membrana celular, e favorecer a libertagéo de
fatores soluveis que induzem a ativagdo do ovocito (Yanagida et al., 2001; Bormann,
2014). Os espermatozoides imobilizados sdo aspirados para a pipeta de injecdo pela
cauda. De seguida, posiciona-se a micropipeta de inje¢do sob a gota que contém os
ovocitos. Quando visualizados os ovdcitos, pode-se descer a pipeta de sustentacao e
posiciona-la perto do gameta feminino. Utilizando as duas pipetas, posiciona-se
cuidadosamente, o ovocito com o GP as 11 ou 7 horas, e aspira-se, suavemente, o
ovOcito com a pipeta holding (Figura 20, C). A posicdo do GP é essencial para ndo
danificar o fuso meiotico (Blake et al., 2000; Anifandis et al., 2010). De seguida,
posiciona-se as 3 horas, no mesmo plano, a pipeta de injecao perto do ovécito. Move-
se 0 espermatozoide para a ponta da pipeta de injecéo, libertando o PVP para o meio.
Injeta-se a micropipeta de injecao através da ZP (Figura 20, D). O ovdcito pode criar
alguma resisténcia a entrada da micropipeta. Deve-se garantir o rompimento da
membrana do ovdcito, através da aspiracdo da membrana, criando presséo negativa. O
rompimento € visualizado pela subida subita e repentina, de oolema para dentro da
pipeta. De seguida, injeta-se, lentamente, 0 espermatozoide no oolema do ovécito e
retira-se suavemente a pipeta. Deve-se observar a area de rutura, onde a membrana
deve formar uma espécie de funil, para o interior (Figura 20, E). Este procedimento é
repetido, até todos os ovocitos serem microinjetados. Uma vez concluida a técnica de
ICSI, os ovécitos sdo lavados em meio de cultura e transferem-se para uma placa de
EmbryoScope para cultura. A placa é colocada, imediatamente, na incubadora

EmbryoScope, que possui uma atmosfera de 37°C, 6% de CO. e 5% de O..
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Figura 20. Passos implicados na realizagdo da técnica de ICSI (Injecéo Intracitoplasmatica de Espermatozoide). A —
Selegdo do espermatozoide com melhor morfologia com o auxilio da micropipeta de injecédo; B- Imobilizagdo do
espermatozoide; C — Posicionamento do glébulo polar no ovécito as 7h; D — Microinjecdo do espermatozoide no oolema
do ovdcito com a micropipeta de inje¢éo posicionada as 3 h. E — Remocgao da micropipeta, e formagéo de um pequeno
funil no ovécito. Imagens propriedade da clinica Procriar — Centro de Obstetricia e Medicina da Reproducéo do Porto.

4.2.4.6 Avaliacdo do desenvolvimento embrionario

O consensos de Istambul definiu os tempos ideais para observagdo dos estados
caracteristicos de desenvolvimento embrionério (Alpha SiRM & ESHRE SIGE, 2011)
(Tabela 6). A avaliagho do desenvolvimento embriondrio, com parametros
morfocinéticos, pode ser acompanhada através da tecnologia Timelapse, integrado na
incubadora EmbryoScope (Meseguer et al., 2011). O uso desta tecnologia, devido a
incorporagdo de uma camara no interior da incubadora, permite uma monotorizagao
continua, através da captacdo de imagens dos embrides, num intervalo de tempo pré-
definido (Kovacs, 2014). Com a recolha continua de imagens dos embrides, é possivel
acompanhar o seu desenvolvimento, verificar a cinética de clivagem e visualizar a
morfologia embrionaria, ao longo do periodo de incubacéo, ndo sendo necessario retirar
0s embrides da incubadora, para serem observados ao microscépio 6tico invertido
(Meseguer et al., 2011). Desta forma, evita-se a exposicéo a luz ambiente, variacédo de
temperatura e osmolaridade. A cultura embrionaria continua € conseguida pela
utilizacdo de meios de cultura Unicos (e nao sequenciais). Os meios de cultura Unicos
fornecem todos os nutrientes necessérios para as varias fases de desenvolvimento

embrionario (Reed et al., 2009).
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Tabela 6. Tempos de observacéo esperados das varias fases de desenvolvimento, desde a fecundagéo até ao dia 5 de
desenvolvimento embrionario. Legenda: hpi — horas poés-inseminacdo, ICSI — Injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide, IVF — Fertilizag&o in vitro. Tabela adaptada de Alpha SiRM and ESHRE SIGE (2011).

Estado expectavel de

Tipo de observacéao Tempo (hpi) desenvolvimento
Fecundacéo 171 Pronucleos
E expectavel que 50%
Singamia 2311 dos embribes se
encontrem em singamia
Verificacdo de clivagem 26 + 1 apos ICSI Estado de clivagem com
precoce 28 £ 1 apos FIV 2 células
Dia 2 de Estado de clivagem com
. 44+ 1 <
desenvolvimento 4 células
Dia 3 de Estado de clivagem com
. 68+1 !
desenvolvimento 8 células
Dia 4 _de 92+2 Estado de morula
desenvolvimento
Dia 5 de 116 £ 2 Estado de blastocisto

desenvolvimento

4.2.4.6.1 Avaliacdo da fecundagéo
Apos arealizacdo de uma FIV ou ICSI, é necessario acompanhar o desenvolvimento de
cada embrido. O sucesso da fertilizacdo € observado entre 16-18 hpi, através da
guantificacéo dos pronucleos (PN), e dos glébulos polares (GP). Idealmente, um ovécito
fecundado possui 2 GP de tamanho semelhante, e 2 PN justapostos, de tamanhos
semelhantes e bem definidos, com uma localizagdo central. Ambos devem ter um
namero equivalente de corpos precursores de nucléolos (CPN) e, preferencialmente, os
CPN devem estar na regiao de justaposicdo das membranas dos PN (Figura 21, A)
(Alpha SiRM & ESHRE SIGE, 2011; Papale et al., 2012). Quando os GP se encontram
muito distantes, é sugestivo de um desenvolvimento embrionario mais fraco. A avaliacao
da posicdo, tamanho e numero dos CPN, é sugestivo de bom desenvolvimento
embrionario e implantacdo. Cada pronucleo deve ter 5 a 7 CPN, de tamanho
semelhante, alinhados na regido de juncdo dos dois PN (Papale et al., 2012). Quando
ovocitos fecundados apresentam algum desvio ao padrdo ideal, estdo associados a
embrides de baixa qualidade ao D3, menor taxa de formac¢éo de blastocisto e menores
taxas de implantacédo (Scott, 2009). Para além disso, embriées com CPN polarizados
estdo relacionados com taxas de aneuploidia inferiores, quando comparados com CPN

com uma distribuicdo anormal (Coskun et al., 2003).

Em alguns casos é possivel observar a formagédo de 3PN (Figura 21, C) ou mais. No

caso da realizacdo de uma FIV, pode ter ocorrido a penetracdo de 2 espermatozoides
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no citoplasma do ovacito, devido a uma falha presente no bloqueio & polispermia. Em
alguns casos a presenca de multiplos PN, pode resultar de falhas na citocinese ou pela
penetracdo de um espermatozoide binucleado, em ciclos de ICSI. Apenas 1% dos
ovécitos injetados séao triploides (3PN), e séo resultado da ndo extrusdo do 2° glébulo
polar (Papale et al., 2012). A presenca de apenas 1 PN (Figura 21, B), pode ser
indicativo de um erro durante a formacéo dos PNs ou durante a sua fusdo, e apesar
destes zigotos poderem ser diploides, estdo associados a maiores taxas de aneuploidia.
A combinacdo 1PN, com 2GP, esta associada a ativacao partenogénica (Papale et al.,
2012). Desta forma, sempre que se observa nhum zigoto uma combinacdo distinta de
2GP, com 2PN, o embrido deve ser eliminado, ja que incorre numa maior probabilidade
de obter um embrido aneuploide. Relativamente, ao posicionamento dos PN, caso estes
se encontrem numa posi¢ao periférica, pode resultar numa mé clivagem e paragem do

desenvolvimento embrionario (Papale et al., 2012).

Figura 21. Avaliacdo da fecundagéo, pela contagem de pronicleos presentes no zigoto. A — Zigoto com 2 prontcleos
simétricos, com uma posicao central e 2 glébulos polares (16 hora apés insemina¢éo). B — Zigoto com 1 prondcleo e 2
glébulos polares (22 hora apds inseminagéo); C — Zigoto com 3 pronucleos (16.2 horas apds inseminagdo). Todos os
ovacitos foram inseminados pela técnica de ICSI. Imagens propriedade da clinica Procriar — Centro de Obstetricia e

Medicina da Reproducéo do Porto.

A presenca de um halo citoplasmatico constitui um bom preditor do padrdo de estado
de clivagem, formacéo de blastocistos, e boas taxas de implantacdo (Ebner et al., 2003;
Ezoe et al., 2020).

4.2.4.6.2 Avaliacdo do embrido em estado de clivagem
O estado de clivagem ocorre a partir do momento em que se verifica a primeira divisdo
mitotica (2 blastdbmeros) até a fase de inicio de compactacao, com a formacao de morula
(8 a 16 blastomeros). A clivagem precoce deve ser avaliada, e mostra-se como um
importante preditor da formacdo de blastocistos e de implantacdo embrionaria. Uma
clivagem precoce caracteriza-se pela presenca de 2 blastémeros as 26+1 hpi (Figura

22, A). Num estudo de Van Montfoort et al. (2004), onde foram comparados embrides
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com clivagem precoce e embrides com clivagem tardia, verificaram-se taxas de
gravidez, significativamente, superiores no grupo de clivagem precoce. Para além disso,
as taxas de formacao de blastocistos foram superiores e as de abortamento inferiores
em comparacdo com grupo de clivagem tardia (Van Montfoort et al., 2004). O nimero
de blastbmeros € o parametro mais importante, quando avaliado um embrido em estado
de clivagem. Este deve ser avaliado as + 44 hpi em D2 e as + 66 hpi em D3. O nimero
ideal de blastémeros nesta fase de desenvolvimento, é 4 células (Figura 22, B) e 8
células (Figura 22, C), a D2 e em D3, respetivamente (Saiz et al., 2018). Um aspeto da
morfocinética do embrido importante é o tempo de clivagem do embrido. Um embrido
de boa qualidade deve apresentar divisbes sincronizadas e apresentar a cinética de
clivagem apropriada (Alpha SiRM & ESHRE SIGE, 2011; Prados et al., 2012). Embrides
com taxas de divisdo muito lenta ou muito rapida, pode ser indicativo de defeitos
metabdlicos e/ou cromossémicos. Nestes casos, 0s embrides apresentam taxas de
implantacao inferiores e de aneuploidia superiores, quando comparados com embrides
com taxa de divisdo normal (Saiz et al., 2018). A clivagem direta de 1 para 3 células
também tem sido reportada como um fator de mau prognostico, indicando uma pobre

gualidade ovocitaria, associada a uma baixa taxa de implantagéo (Rubio et al., 2012).

Figura 22. Embrido em fase de clivagem. A — Embrido com 2 células de tamanho semelhante; B — Embrido com 4 células
com tamanho semelhante; C — Embrido com 8 células de tamanho semelhante. Imagens propriedade da clinica Procriar

— Centro de Obstetricia e Medicina da Reprodugéo do Porto.

Para além do numero de blastomeros e da sua taxa de clivagem, outros parametros
devem ser avaliados, nomeadamente, o tamanho e multinucleacédo dos blastomeros, a
taxa de fragmentacéo, a presenga de vacuolos, entre outros. Para avaliacdo do tamanho
dos blastémeros formados, é usado o termo “estado-especifico” para embrides em fase
de clivagem, que possuam o tamanho adequado para o seu estado de desenvolvimento.
Pelo contrario, o termo “estado ndo-especifico” refere-se a um embrido com blastdmeros
de tamanho inadequado, para 0 nimero de blastomeros presentes. Embrides em

“estado especifico” sdo embrides que, possuem 2, 4, 8, 16 blastbmeros com tamanho
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semelhante (divisdo sincronizada), ou embribes que se encontrem em estado
intermédio (3, 5, 6,7, 9, 10 células) com blastémeros de tamanhos distintos entre eles,
ja que nao se verificou uma divisao sincronizada (Saiz et al., 2018). A diferenca entre
“estado especifico” e “estado ndo-especifico” pode ser melhor compreendida analisando
a Figura 23. Quando uma célula se divide em duas, com um diametro diferente , pode
resultar numa anormal distribuicdo de moléculas citoplasmaéticas, proteinas e mRNAs
que pode estar relacionado com maiores taxas de multinucleacéo e aneuploidia (Prados
et al., 2012).

A multinucleacao dos blastobmeros entende-se pela presenca de mais do que um nucleo
por blastomero e é indicativo da presenca de anomalias cromossémicas e, por isso, uma
maior taxa de abortamento, ndo sendo aconselhavel a sua transferéncia. Quando
apenas é observado um nucleo por blastbmero é considerado um bom prognéstico
(Alpha SIRM & ESHRE SIGE, 2011; Prados et al., 2012; Saiz et al., 2018).

Blastomeros de iguais dimensdes Blastémeros de diferentes dimensdes
Embrido de 3
células
Embrido de 4
células
Embrido de 5 ..
células “
Embrido de 6 "
células "
Embrido de 7 ."’
células ~ l
Embrido de 8
células

Figura 23. Modelo explicativo do significado de embrido em “estado especifico”, e em “estado ndo-especifico”. Os
blastomeros (circulos) assinalados a verde-escuro sdo os embrides em “estado especifico”, isto €, as células encontram-
se com dimensdes adequadas para o nimero de células presentes. Os blastémeros assinalados a verde-claro, formam
um embrido em "estado nao-especifico”, isto &, as células ndo apresentam o tamanho adequado, dado ao nimero de
blastémeros. Adaptado de Prados et al. (2012).

s

A fragmentacdo celular é entendida como um conjunto de estruturas sem nucleo

formada por citoplasma de origem blastomérica, delimitadas por uma membrana celular.
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s

A fragmentacdo celular é essencialmente distinguida dos blastomeros, pelas suas
menores dimensdes (Alpha SIRM & ESHRE SIGE, 2011; Saiz et al., 2018). Segundo o
consensos de Istambul (Alpha SIRM & ESHRE SIGE, 2011) podem ser distinguidas 3
categorias relativamente ao grau de fragmentacéo: <10% (fraca), 10-25% (moderada) e
>25% (severa) (Alpha SiRM & ESHRE SIGE, 2011). Elevada fragmentacdo pode
comprometer a formacdo de um blastocisto e interferir com a distribuicdo das células
durante a diferenciacdo, o que compromete o normal desenvolvimento do embrido
(Prados et al., 2012). Quando a fragmentacédo do embrido é amplamente distribuida, o
embrido incorre numa maior probabilidade de possuir anomalias cromossomicas,
guando comparado com embrides com fragmentacao localizada num determinado local
(Saiz et al., 2018). Embrides com uma taxa de fragmentacao superior a 50%, ndo devem
ser criopreservados ou transferidos, jA que estdo associados a baixas taxas de
implantacdo (Saiz et al., 2018).

Tabela 7. Classificagéo embrionaria de embrides em estado de clivagem, segundo o ASEBIR. Legenda: N° - Namero;

“—” — do dia 2 para o dia 3; SS — Estado especifico; NSS — Estado ndo especifico; bn — binucleagdo. Adaptado de Saiz
et al. (2018).

- %
Clas§|f| Dia N° células fragmen | Simetria | Multinucleacéo Outros
-cagao ~
-tacéo
A Dia 2 4 <10% SS Sem Normal
Dia 3 8
<50%
pequenos
Dia 2 5 >10-25% SS Sem vacuolos,
B ZP
anormal
. 5—7-10
Dia3 | 4,79 10
2,4,8 <50%
Dia 2 2,3,6 <25-25% | células 1 célula bn grandes
c NSS vacuolos
== 1 ou 2 células
Dia 3 6 — 8-10 bn
6,11,12
Dia 2 3(NSS), >6 >35% 3 células Outc_)s tipos Qe >59%
D i NNS multinucleacéo vacuolos
Dia 3 35 +1 C(_alula
que no Dia 2

O impacto da vacuolizagdo embrionéria estd dependente do tamanho e nimero dos
vacuolos. Enquanto que, pequenos vacuolos (<5 pum de didmetro) ndo parecem

provocar qualquer impacto negativo no desenvolvimento embrionéario (Alpha SIRM &
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ESHRE SIGE, 2011), uma vacuolizacdo extensa pode ser prejudicial para o

desenvolvimento embrionario (Prados et al., 2012).

Tendo em conta os pardmetros anteriormente abordados, a ASEBIR (Asociacion para
el Estudio de la Biologia de la Reproduccién) definiu uma tabela de classificacdo para
embribes em estado de clivagem. Os embribes podem ser classificados em A, B, C e D,
conforme o seu potencial de implantacéo, onde a classificacdo A é atribuida a embribes
com maior probabilidade de implantagdo (Tabela 7). A classificacdo de D3 esta

dependente da classificacdo em D2.

4.2.4.6.3 Avaliagdo do embrido em estado de morula
Em D4, cerca das 92+2 hpi, é esperado que o embrido se encontre em estado de morula,
formada por uma massa compacta de células de 16 a 32 blastomeros (Alpha SiRM &
ESHRE SIGE, 2011, Prados et al., 2012). Os parametros essenciais para classificacao
de um embrido em estado de mérula é a adesdo e a compactacao celular. A adeséo
celular é o primeiro processo de compactacao celular (Figura 24, A). Na fase de adeséo
€ ainda possivel distinguir a maioria dos blastobmeros, mas as suas células possuem
membranas adjacentes (Saiz et al., 2018). A compactacdo deve-se a fortes jungdes
entre 0s blastomeros, que impede que as células sejam diferenciadas (Figura 24, B). O
inicio da compactacgéo é sinal da ativacdo do genoma embrionario, as células deixam
de ser totipotentes, para se poderem diferenciar em células especializadas (Prados et
al., 2012). O ideal é que a compactacao inclua todos os blastémeros. Contudo, é
possivel que em determinados embrifes, alguns blastomeros sejam excluidos do
processo de compactacdo, o que € indicativo de uma menor taxa de implantacédo
(Prados et al., 2012). A classificacdo do estado de morula, segundo o ASEBIR, esta
dependente da classificacdo do embrido a D3, do estado de adesdo, compactacao e

cavitacdo (Saiz et al., 2018), como é possivel observar na Tabela 8.

Figura 24. Fases do estado de moérula a D4. A — Embrido em estado de mérula, com adesédo; B — Embrido em estado de
morula, totalmente compactado; C — Embrido em estado de mérula a iniciar o processo de cavitacdo. Imagens
propriedade da clinica Procriar — Centro de Obstetricia e Medicina da Reprodugéo do Porto.
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Tabela 8. Classificacdo de embrides em estado de moérula, segundo o ASEBIR. Adaptado de Saiz et al. (2018).

Classificacdo D3 Aspetos morfoldgicos de D4 Classificacdo D4
Cavitacao inicial A
Total compactacao, > 8 células
A Compactacéo parcial (1-2 células excluidas) B
Compactacéo parcial (>2 células excluidas) c
Sem compactacdo
Cavitacao inicial
Total compactacgéo, > 8 células B
B Compactacédo parcial (1-2 células excluidas)
Compactacao parcial (>2 células excluidas) c
Sem compactacdo
Cavitacéo inicial C
c Total compactacgéo, > 8 células
Compactacao parcial D
Sem compactacédo (>8 células)
> 35% fragmentagéo
D Vacuolizacéo difusa D
< 50% compactacao

4.2.4.6.4 Avaliacdo do embrido em estado de blastocisto
O estado de blastocisto deve ser visualizado, idealmente, entre as 115 e 117 hpi em D5,
ou quando o embrido tem um desenvolvimento mais tardio a D6, entre as 136 e 140 hpi.
Segundo a literatura, apenas 40 a 60% dos ovdcitos fecundados chegam a esta fase de

desenvolvimento (Saiz et al., 2018).

Ainda em fase de moérula o embrido inicia o processo de cavitagdo, com o aumento
crescente de producdo de liquido (Hardarson et al.,, 2012). A observacao de um
blastocélio expandido, corresponde a maturacao do trofoblasto e esta relacionada com
uma boa taxa de implantacdo (Saiz et al., 2018). A zona pellcida vai sofrendo um
processo de afinamento, devido a constante expanséo do blastocélio (Saiz et al., 2018).
A medida que o embrido expande, vai sendo possivel a diferenciac&o da trofoectoderme
e da massa celular interna (MCI). Idealmente, a trofoectoderme deve ser formada por
um epitélio homogéneo, formado por células elipticas e de tamanho regular (Figura 25,
A). A trofoectoderme é um elemento fundamental do blastocisto, ja que, dard origem a
placenta e as estruturas extraembrionarias. Uma trofoectoderme de boa qualidade esta
associada a elevadas taxas de implantacdo. A MCI deve ser uma massa celular
compacta, de forma oval (Figura 25, A). Esta estrutura dara origem ao feto, propriamente
dito (Hardarson et al., 2012; Saiz et al., 2018).

A ASEBIR prop6s uma tabela de classificagdo de embrides em fase de blastocisto,

baseada no grau de expanséo, caracteristicas morfolégicas da trofoectoderme e MCI,
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em D5 e D6, como é possivel verificar na Tabela 9 e 10, respetivamente. A classificacdo
final do embrido, incide sobretudo no aspeto da trofoectoderme (Saiz et al., 2018). A
MCI é classificada como: “A”, quando apresenta um volume adequado e totalmente
compacta (Figura 25 (A)); “B”, quando tem o tamanho adequado, mas ligeiramente
dispersa; “C”, quando possui um tamanho muito reduzido; “D”, quando esta a degenerar.
Em relacdo a trofoectoderme, esta é classificada como: “A”, quando possui muitas
células, com uma forma eliptica, homogénea e coesiva ((Figura 25 (A)); “B”, quando é
homogénea, mas possui poucas células; “C”, quando possui poucas células; “D”,
quando esta a passar por um processo de degeneracdo. Durante a expansdo do
blastocisto € comum que, por vezes este colapse. Quando tal acontece no momento da
avaliacdo, deve-se aguardar 1 a 2 h, para nova avaliagdo e permitir reexpansao do
blastocisto (Alpha SiRM & ESHRE SIGE, 2011). Os embribes podem ainda ser
classificados por um sistema numérico de 1 a 6, relativamente, ao seu grau de expansao

(Figura 25), conforme o indicado na Tabela 11.

Tabela 9. Classificagdo de embrides em estado de blastocisto ao Dia 5, segundo o ASEBIR. Legenda: MCI — Massa

celular interna; TE — Trofoectoderme. Adaptado de Saiz et al. (2018).

Dia 4 Dia 5
Grau de expanséo MCI TE Classificacéo

A A

B B

A C C

D D

A A

B B B

De expanséo inicial até C C

Mérula Compacta ecloséo D D

A A

B B

C C C

D D

A, B, Cou

D D D

Blastocisto inicial ou a cavitar C

Mérula ndo Mérula D
compacta
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Tabela 10. Classificagcdo de embriGes em estado de blastocisto ao Dia 6, segundo o ASEBIR. Legenda: MCI — Massa

celular interna; TE — Trofoectoderme. Adaptado de Saiz et al. (2018).

' Dia 6
Dia 5 —
Grau de expanséo MCI TE Classificagéo
A
B B
A
C C
D D
A
B B
o ] B
De expanséo inicial até C C
Blastocisto inicial ou a eclosdo D D
cavitar
A
B B
C
C C
D D
A, B,Cou
D D
D
Blastocisto inicial ou a cavitar D
Mérula ndo compacta Morula Excluido

A classificagdo embrionéria ao longo do seu desenvolvimento, mostra-se de extrema

importancia para auxiliar a decisdo de qual embrido deve ser transferido ou que

embrides devem ser vitrificados.

Tabela 11. Classificagdo do grau de expanséo do blastocisto. Legenda: ZP — Zona pellcido. Adaptado de Alpha SiRM
and ESHRE SIGE (2011).

Grau l
Grau 2
Grau 3
Grau 4
Grau 5
Grau 6

Blastocélio ocupa metade do volume total do embrido.
Blastocélio a ocupa metade do volume do embrido.
Blastocélio ocupa o volume total do embrido.
Blastocélio maior que o tamanho inicial do blastocisto, e ZP mais fina.
Blastocisto de grandes dimensdes a eclodir por uma regido da ZP.

Blastocisto completamente eclodido.
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Figura 25. Embrido em fase de blastocisto, D5. A — Blastocisto 4 AA; B — Blastocisto 5 AB; C — Blastocisto a eclodir,
libertando-se da zona pellcida. Imagens propriedade da clinica Procriar — Centro de Obstetricia e Medicina da
Reprodugéo do Porto.

4.2.5 Caso 3 (B) — Transferéncia embrionaria a fresco

Este caso clinico é a continuagéo do referido no ciclo ICSI (Caso 3 (A), Seccéo 4.2.4).
Dadas as otimas condi¢fes de recetividade uterina (endométrio com uma espessura de
9.3 mm), doseamento de progesterona de 0.60 ng, e formacéo de blastocistos, decidiu-
se avancar para a transferéncia embrionaria a fresco de 2 blastocistos (BL 3AB, BL

3BB), ao D5 de desenvolvimento embrionario.

4.2.5.1 Enquadramento tedérico

A transferéncia embrionaria (TE) € considerada um método simples, mas de extrema
importancia, j& que constitui a Ultima etapa de um tratamento de PMA. Esta técnica
consiste no carregamento do embrido para um cateter de transferéncia, pelo
embriologista, seguido da transferéncia do embrido para a cavidade uterina, pelo médico
ginecologista. As taxas de implantacédo sao influenciadas, principalmente, pela idade
materna, protocolo de estimulagdo ovarica, a recetividade uterina, qualidade dos

gametas e embrides e a eficacia da técnica de TE (Cetin et al., 2010).

Varios séo os fatores que afetam o sucesso da técnica de TE. Estes fatores podem ser
divididos em fatores laboratoriais e clinicos. Relativamente, aos fatores laboratoriais,
destacam-se o0s seguintes: (1) o intervalo de tempo entre o carregamento do embrido
no cateter e a TE, parece ter um papel fulcral nas taxas de implantacéo e gravidez. Num
estudo de Matorras et al. (2004), concluiram que tempos superiores a 120 s afetavam,
negativamente, as taxas de implantacdo. O intervalo de tempo entre o carregamento e
a TE deve ser o menor possivel, para diminuir a exposi¢cao do embrido a mudanca de

temperatura, pH e incidéncia de luz (Matorras et al., 2004); (2) a escolha do cateter
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também influencia a eficdcia do método. Foi demostrado que cateteres mais suaves e
flexiveis levam a taxas de gravidez superiores, do que a utilizacdo de cateteres mais
rigidos e firmes (Abou-Setta et al., 2005; Buckett, 2006); (3) o volume e presenca de
bolhas de ar. Volumes superiores a 60 pL aumentam a probabilidade de expulsdo do
embrido da cavidade uterina. Volumes reduzidos (<10uL) em combinacdo com bolhas
de ar, também estdo associados a menores taxas de implantacdo, uma vez que, pode
resultar numa insuficiente envolvéncia do embrido pelo meio (Ebner et al., 2001); (4)
condicbes de cultura embrionaria subdtimas, como variacbes de temperatura, pH,
percentagem de O na cultura, entre outros parametro fisicos e quimicos, possuem um
papel fundamental no potencial de implantacédo (Wale & Gardner, 2016). As variacoes
destes fatores podem afetar o0 normal metabolismo do embrido e perturbar a expresséo

e transcri¢cdo genética (Wale & Gardner, 2016).

Em relacdo aos fatores clinicos, destacam-se os seguintes: (1) é recomendavel a
realizacdo da TE ecoguiada de forma a auxiliar a inser¢do do cateter na cavidade
uterina, e verificar em que posicao é colocado o embrido, evitando o contacto do cateter
com o fundo uterino, j& que pode provocar contragfes uterinas (Mains & Van Voorhis,
2010); (2) a presenca de contragdes uterinas diminui as taxas de implantagéo e gravidez
clinica (Fanchin et al., 1998); (3) a facilidade com que a transferéncia embrionaria ocorre
também influencia as taxas de sucesso. Transferéncias embrionarias consideradas
dificeis, isto é, que tém uma durabilidade superior & normal, que sdo desconfortaveis
para a mulher, e que envolvem o uso de instrumentos adicionais, como pin¢a de pozzi
ou histerometro, podem comprometer o potencial de implanta¢éo (Mains & Van Voorhis,
2010). A dificuldade da transferéncia esta, também, associada a presenca de sangue
no cateter, que quando presente esta relacionado com taxas inferiores de gravidez
(Goudas et al., 1998); (4) a presenca de muco no canal cervical pode obstruir a ponta
do cateter impedindo a saida do embrido, ou no momento da extracdo do cateter o
embrido aderir a0 muco presente ao redor do cateter e ndo permanecer na cavidade
uterina (Mains & Van Voorhis, 2010). Por esse motivo, é aconselhavel remover o muco
com o auxilio de uma gaze embebida em meio de transferéncia; (5) a profundidade a
gue o embrido é colocado na cavidade uterina. O embrido deve ser colocado entre 15 a

20 mm do fundo uterino (Coroleu et al., 2002).

No que diz respeito, a fase de desenvolvimento a que o embrido deve ser transferido é
um tema ainda em debate. Inicialmente, devido aos sistemas rudimentares de cultura
embrionaria, os embrides eram transferidos em fase de clivagem (D2/D3). Atualmente,

com os sistemas de cultura otimizados, e a possibilidade de cultura até a fase de
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blastocisto, ocorre uma grande dicotomia entre varios autores, e as opiniées dividem-se
em transferéncia realizada em fase de clivagem (D2/D3) ou de blastocisto (D5/D6)
(Kaser et al.,, 2014). Alguns estudos demonstram que, as taxas de implantacdo e
gravidez sdo semelhantes quando a transferéncia embrionaria ocorre ao D3, ou ao D5
de desenvolvimento embrionario (Huisman et al., 2000). Contudo, outros estudos
demonstraram o contréario, defendendo que a cultura até a fase de blastocisto confere
mdultiplas vantagens, ja que permite: (i) a identificacdo dos embrides que tiveram a
capacidade de ativacdo gendmica, que se verifica, normalmente, pelo D3 de
desenvolvimento. Na auséncia de ativacdo do genoma, a probabilidade da
sobrevivéncia e implantacdo do embrido é baixa (Maheshwari et al., 2016); (i) melhor
sincronizacdo temporal entre a fase de desenvolvimento embrionério e a recetividade
uterina no momento da transferéncia, ja que, naturalmente, é em fase de blastocisto que
o embrido chega a cavidade uterina (Kaser et al., 2014; Maheshwari et al., 2016); (iii)
possibilidade de selecdo de embrides com melhor capacidade de desenvolvimento e
maior capacidade de implantacdo, dada a maior informacéo que estes embrides revelam
(Huisman et al., 2000; Reh et al., 2010; Kaser et al., 2014); (iv) por fim, devido & melhor
capacidade de selecao, permite uma diminuicdo de embrides transferidos (Reh et al.,
2010), que por sua vez, (v) diminui as taxas de gravidez multipla (Reh et al., 2010). O
dia da transferéncia embrionaria vai depender do nimero de ovécitos fecundados, da
morfologia embrionéaria e da idade da paciente. Caso a paciente possua um namero
reduzido de ovécitos fecundados (+ 4) é ponderada a transferéncia a D3. Apesar das
inUmeras vantagens da TE na fase de blastocisto, também existem algumas
desvantagens, como a diminuicdo ou auséncia de embribes para a realizagdo da
transferéncia, por paragem no desenvolvimento ou degeneracdo, 0 que aumenta o

numero de transferéncias canceladas, por auséncia de embrido (Kaser et al., 2014).

Em relacdo ao nimero de embrides transferidos, deve-se privilegiar a transferéncia de
apenas 1 embrido, com vista a evitar a gravidez mdltipla. Contudo, o nimero de
embrides a serem transferidos, deve depender da qualidade e estado de
desenvolvimento do embrido, idade materna e resposta ovocitaria (Santos et al., 2016).
No caso de mulheres com idade inferior a 35 anos, e casos de embrifes resultantes de
uma doacgdo de ovdcitos, apenas 1 embrido deve ser transferido (CNPMA, 2021). Os
embries supranumerarios podem ser criopreservados, doados, ou descartados
conforme a qualidade embrionaria e o desejo do casal/beneficiaria expresso em sede

de consentimento informado (Santos et al., 2016).
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Os critérios de selecao do(s) embrido(des) sédo baseados tanto na morfologia, como na
cinética de clivagem. O embrido com parametros ideais de cinética e morfologia
(descritos na Secc¢éo 4.3.4), séo eleitos para a transferéncia. Caso a clinica ndo esteja
equipada com o sistema Timelapse o critério de sele¢cdo € baseado apenas na

classificacdo estatica do embrido.

4.2.5.2 Procedimento da transferéncia embrionaria a fresco

by

No dia da transferéncia embriondria a fresco procede-se a avaliacdo do
desenvolvimento dos embriées formados. O embrido com as melhores caracteristicas
morfocinéticas serd selecionado para a transferéncia. O embrido selecionado é
transferido da placa de cultura para uma placa com meio de transferéncia, submersa
em Oleo mineral. A placa € novamente incubada a 37°C, 6% de CO, e de 5% O, cerca
de 15 min. Os embribes supranumerarios podem ser vitrificados, descartados ou

mantidos em cultura no maximo até ao D6.

A paciente é encaminhada para a sala de TE, e colocada em posi¢éo ginecoldgica e a
médica procede a introducdo do espéculo para exposi¢éo do colo uterino. De seguida,
é realizada a lavagem do muco presente na cavidade, com uma compressa. Com o
auxilio da ecografia abdominal, procede-se a introducéo do cateter de transferéncia
externo através do canal cervical. Assim que a médica informa que introduziu com
sucesso 0 cateter externo, o embriologista pode avancar com o carregamento do
embrido, ao estereomicroscopio. Inicialmente, o cateter € limpo em meio de culturae 1
mL de ar é aspirado com a seringa acoplada ao cateter interno. Esta pequena faixa de
ar vai permitir a expulséo de todo o liquido presente no cateter. De seguida, é aspirado
uma pequena quantidade de meio de cultura, seguido da aspiracdo do embrido. O
cateter € novamente lavado em meio de cultura, para limpar os vestigios de 6leo, e
entregue na sala de TE, de imediato. O médico ginecologista insere o cateter interno no
interior do cateter externo, e descarrega cuidadosamente o conteldo presente no
cateter. Na imagem de ecografia é possivel observar a saida do liquido. O cateter é
removido, lenta e cuidadosamente. Apos a transferéncia, propriamente dita, o cateter
deve ser analisado ao estereomicroscoépio, realizando sucessivas lavagens em meio de
transferéncia, para verificacdo da presenca ou auséncia de embrido retido. Pode ocorrer
a retengdo do embrido no cateter de transferéncia, quando se verifica alguma dificuldade
durante a técnica, ou quando o cateter fica com muco ou sangue. A paciente permanece
em repouso por um periodo de 10 a 15 min. O teste de gravidez deve ser realizado 15

dias ap6s a transferéncia.
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4.2.6 Caso 3 (C) — Criopreservacao de embrides e sua transferéncia

O embrido supranumerario resultante do ciclo de ICSI (Caso 3, seccdo 4.2.5) foi

criopreservado, para futura transferéncia.

4.2.6.1 Enquadramento tedrico

A primeira gravidez resultante de um embrido criopreservado foi datada em 1983
(Trounson & Mohr, 1983), sendo que o primeiro nado vivo reportada a 1984 (Zeilmaker
et al., 1984). Desde entéo, os protocolos de criopreservacdo tém vindo a ser otimizados
e a criopreservacao de embrides assume-se como uma técnica eficaz, e € amplamente,
utilizada a nivel mundial. A nivel europeu a proporcao de ciclos com transferéncia de
embrides criopreservados tem vindo a aumentar em relagédo aos ciclos com embrides
transferidos a fresco. Em 2014, a transferéncia de embribes -criopreservados
representava em relacdo a transferéncia a fresco, 37.8% dos casos, em 2015, e no
ultimo relatério, em 2016, representava 44.1% dos ciclos (Wyns et al., 2020).

Inicialmente, o método de eleigdo para criopreservagdo de embrides era a congelagéo
lenta, contudo apesar de amplamente utilizada em inUmeros centros de PMA, esta
técnica foi paulatinamente abandonada dado nado evitar totalmente a formacdo de
cristais de gelo. Assim, surgiu a vitrificacdo, que previne a formacgéo destes cristais de
gelo, com uso de elevadas concentracdes de crioprotetor, associadas a taxas de
arrefecimento, também, muito elevadas (Rodriguez-Wallberg et al., 2019), uma vez que,
o crioprotetor contém propriedades téxicas para as células vivas, e o volume e o tempo
de exposicao das células aos crioprotetores deve ser baixo (Rodriguez-Wallberg et al.,
2019). A vitrificagdo tem mostrado taxas de sucesso significativamente superiores,
guando comparadas com a técnica de congelacédo lenta. Varios estudos apontam para
taxas de sobrevivéncia embrionaria apos desvitrificacdo (Loutradi et al., 2008;
Kolibianakis et al., 2009; M. Valojerdi et al., 2009), implantagéo e gravidez clinica (M.
Valojerdi et al., 2009; AbdelHafez et al., 2010), superiores, em embrides resultantes da
técnica de vitrificagdo, relativamente, a embrides resultantes da técnica de congelagéo

lenta.

A criopreservagcdo de embribes tem como grande vantagem o0 armazenamento de
embrifes supranumerarios de qualidade que resultam de ciclos de PMA. A possibilidade
de armazenamento, por sua vez, possibilitou um leque de vantagens: a diminuicéo de
embrides transferidos por ciclo, e consequentemente, uma diminuicdo das taxas de

gravidez multipla; reducao da necessidade da repeticdo de ciclos de estimulacao; e
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aumento das taxas cumulativas de gravidez (Evans et al., 2014; Argyle et al., 2016). A
criopreservacdo de embrides também permitiu a realizacao da bidpsia embrionaria em

fase de blastocisto (Sciorio & Esteves, 2020).

A aplicacdo da metodologia “freeze all” tem vindo a sofrer um aumento gradual pelos
varios laboratérios de PMA e consiste na criopreservacdo de todos os embrides
resultantes de um ciclo de tratamento de FIV/ICSI, diferindo a realizacdo da
transferéncia. Tal conquista deve-se as técnicas de vitrificacdo cada vez mais
otimizadas. Para além disso, 0 que se destaca nesta abordagem, € que as taxas de
gravidez apos transferéncia de embrides desvitrificados estdo cada vez mais proximas,
das taxas de ciclos a com TE a fresco, e em alguns estudos, as taxas chegam mesmo
a ser superiores (Stormlund et al., 2020). O aumento das taxas de gravidez em ciclos
com embriGes criopreservados deve-se, essencialmente, a uma preparagdo endometrial
mais dirigida. Os protocolos de estimulacdo hormonal realizados em ciclos de PMA,
parecem interferir na preparacdo endometrial e posterior implantagdo. Os niveis de
estrogénios e de progesterona no decorrer de um tratamento de estimulagao ovocitaria,
estdo associados a um aceleramento do desenvolvimento endometrial podendo ter
como consequéncia uma diminui¢cdo da recetividade uterina, e desta forma a diminuigédo
da taxa de implantacdo (Roque et al., 2013; Stormlund et al., 2020). Assim, é essencial
dosear os niveis de progesterona, no momento da puncao folicular, como auxilio a
decisdo de uma transferéncia a fresco ou diferida. O método freeze all, também, assume
um papel importante na prevencdo da sindrome de hiperestimulacdo ovarica (OHSS).
O que parece impulsionar o desenvolvimento desta condi¢céo é a hCG administrada para
desencadear a maturacdo ovocitaria final. Caso, ap0s transferéncia embrionaria a
fresco, resultasse uma gravidez, a hCG libertada pelas células do trofoblasto do embrido

iriam prolongar e agravar os sintomas desta sindrome (Evans et al., 2014).

Uma das consequéncias da técnica de criopreservacdo embrionaria € um
endurecimento da zona pellcida, o que pode impedir 0 processo natural de ecloséo.
Este processo é essencial para o sucesso da implantagéo. Varios estudos indicam que
a realizacdo de uma abertura na zona pellcida do embrido criopreservado, logo apos a
desvitrificagdo, facilita a eclosdo do embrido e, por isso, aumenta as taxas de
implantacdo e gravidez clinica (Gabrielsen et al., 2004; Balaban et al., 2006; M. R.
Valojerdi et al., 2008). Por vezes, 2 h apés a realizacao da referida abertura, é possivel
observar o inicio do processo de eclosdo, como mostra a Figura 26 (C). Desta forma, a

técnica de “assisted hatching” (eclosdo assistida) tornou-se uma técnica muito
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importante quando manipulados embrides criopreservados que sédo depois transferidos
(Figura 26).

Figura 26. Imagens de um embrido vitrificado para transferéncia embrionaria. A — Embrido de qualidade 4AA, apos
desvitrificacéio; B — Embrido apés eclosdo assistida com a emiss&o e raios laser, logo apds a desvitrificacdo. E possivel
observar que o embrido colapsou; C — Embrido momentos antes da transferéncia embrionaria (2/3 horas apdés
desvitrificagéo), é possivel observar o inicio do processo de eclosdo. Ampliacdo daimagem A, B e C de 200x. As imagens

sdo propriedade da clinica Procriar — Centro de Obstetricia e Medicina da Reprodugéo do Porto.

4.2.6.2 Procedimento da vitrificacdo embrionaria

Para a vitrificagdo embrionaria segue-se a metodologia proposta por Kitazato. Os meios
utilizados, ES (solucéo de equilibrio) e o VS (solugéo de vitrificagcdo) sao colocados a
equilibrar & temperatura ambiente, durante 1 hora. Primeiramente, deve-se identificar
as palhetas com o nome da paciente, codigo interno, nimero e qualidade dos embrides
vitrificados e data da vitrificag@o. Os pogos da placa de vitrificagdo sdo preenchidos com
0s meios ES e VS, como mostra a Figura 27, (1). De seguida, o embrido é transferido
da placa de cultura, para o primeiro po¢co com ES, como ilustrado na Figura 27, (2), para
equilibrio. O passo final da vitrificacéo, consiste na transferéncia do embrido para o meio
VS, com o menor volume de meio ES, onde sdo realizadas sucessivas pipetagens
(como ilustrado na Figura 27, (2) para envolvéncia total do embrido com o meio de
vitrificag@o. Este processo ndo devera ultrapassar 1 minuto. De seguida, o embrido é
transferido com o minimo de meio possivel e colocado na palheta. Por Gltimo, a palheta
€ mergulhada e agitada vigorosamente, em azoto liquido. A palheta é armazenada num

contentor de azoto liquido, a -196 °C.
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Figura 27. Esquema da metodologia de Kitazato para vitrificagdo embrionéria. Adaptado de Kitazato (2019).

4.2.6.3 Procedimento de desvitrificacdo e transferéncia embrionaria

Para a desvitrificacdo embrionaria segue-se a metodologia de Kitazato. Primeiramente,
€ necessario colocar durante 1 hora o meio TS (meio de desvitrificacdo) a equilibrar
numa incubadora a 37°C, e os restantes meios a temperatura ambiente. O embrido deve
manter-se sempre mergulhado em azoto liquido. A metodologia seguida é ilustrada da
Figura 28. No final, do procedimento de desvitrificagdo, propriamente dito, o0 embrido é
visualizado ao microscopio Otico invertido, para verificacdo da sua viabilidade e de
seguida é realizado uma abertura na zona pellcida através da emissao de um feixe de
raios lasers. Por fim, a placa é colocada a incubar a 37°C, 6% CO2, 5% O, durante um
periodo minimo de 2 h e maximo de 4 h até a transferéncia, para permitir que o embrido
recupere completamente e inicie 0 processo de expansao e eclosédo. O carregamento
do embrido e procedimento de transferéncia é realizado de igual modo a transferéncia

embrionaria a fresco, conforme o descrito na Secgéo 4.4.1.

63min éEmin é]min

TS (Cazooic/nin
Imin, 37°C y

Figura 28. Esquema da metodologia de Kitazato para desvitrificacdo embrionéria. TS — Solucéo de desvitrificagéo; DS —

Solugéo de diluicdo; WS — Solucéo de lavagem. Adaptado de Kitazato (2019).
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4.2.7 Caso 4 - Vitrificagéo e desvitrificacdo de ovocitos

Tabela 12. Informacéo clinica e laboratorial do casal do caso clinico 4, indicado para vitrificagédo ovocitaria.

Mulher

28 anos de idade
Oncofertilidade (Tumorectomia mama por cancro da mama invasor)
Necessidade de ciclos de quimioterapia
Indicacao para preservacao da fertilidade
Protocolo de estimulagéo: Curto com antagonista
Dose total de estimulagéo: 2250 Ul FSH
Dias de estimulacéo: 10
N° ovQcitos recuperados: 15
N° ovocitos maduros: 9
N° ovdcitos vitrificados: 9

4.2.7.1 Enquadramento teérico

A criopreservacdo de ovdcitos foi considerada por largos anos, como uma técnica
experimental, onde as taxas de sobrevivéncia se mostravam muito baixas o que ndo
assegurava 0 uso na rotina diaria de um laboratério de PMA. Nos ultimos anos, foram
desenvolvidos protocolos de criopreservagdo, suficientemente eficazes para a
criopreservagdo de gametas femininos (Borini & Coticchio, 2008). O principal desafio da
criopreservacgao de ovocitos, é assegurar a sua sobrevivéncia apos a descongelagéo. O
tamanho e a forma do ovdcito, a sua fragilidade, no que respeita ao fuso miético, sdo os

dois dos grandes desafios ao sucesso da criopreservacdo (Kuwayama, 2008).

Os ovdcitos podem ser criopreservados por congelacao lenta ou vitrificacdo, embora
esta Ultima, € o método rotineiramente utilizado e o mais eficaz. Os protocolos de
vitrificagdo s&o caraterizados pelas elevadas concentragcdes de crioprotetor, assim
como, elevadas taxas de arrefecimento. Estas 2 caracteristicas sdo fundamentais para
evitar a formacado de cristais de gelo, o grande problema que se depara aquando a
congelacdo pelo método de criopreservacdo lenta (Vajta & Kuwayama, 2006). A
formacao de cristais de gelo € incompativel com a viabilidade celular, j& que provoca
danos fisicos e estruturais irreversiveis no ovécito, muito relacionados com a qualidade
do proprio ovocito (Borini & Coticchio, 2008). Na vitrificacdo a velocidade de
arrefecimento é extremamente alta (taxa de arrefecimento >2.000°C/min (Chian et al.,
2014)), tornando as células num estado vitreo, evitando a formacao de cristais de gelo.
Comparativamente, a técnica de congelacdo lenta (taxa de arrefecimento de 0,3-

2°C/min), a vitrificacdo € mais simples, e com taxas de eficacia muito superiores. Desta
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forma, o método de criopreservacao lenta, tem vindo a ser substituido pelo método de

vitrificac&o, a nivel global (Vajta & Kuwayama, 2006).

Num estudo, onde foram comparados os resultados de ciclos obtidos com ovécitos a
fresco e vitrificados de dadoras do mesmo coorte de ovécitos, 0os autores nao
encontraram diferencas significativas entre os 2 grupos, relativamente, as taxas de
fecundacéo, de qualidade embrionéria, implantacéo e de nados vivos. Solé et al. (2013),
concluiram que a vitrificacdo dos ovocitos ndo afeta a sua funcionalidade, nem a
capacidade do ovocito fecundado desenvolver-se num embrido e resultar numa
gravidez. Outros estudos corroboraram estes resultados (Cobo et al., 2008; Trokoudes
et al., 2011).

A consolidacéo das taxas de sucesso resultantes da utilizagdo de ovacitos vitrificados,
permitiram, de forma segura, a utilizacdo da vitrificagcdo, para inUmeras utilizagées,
nomeadamente: (1) na preservacdo da fertilidade, em mulheres submetidas a
quimioterapia, radioterapia, ou outros tratamentos gonadotdxicos (Noyes et al., 2010;
Cobo et al., 2016); (2) na preservacao da fertilidade, por motivos sociais, isto €, a mulher
projeta o seu desejo de maternidade para uma idade mais tardia (Stoop et al., 2011,
Garcia-Velasco et al., 2013); (3) pacientes que pade¢am de outras doengas que possam
comprometer a sua fertilidade, como a endometriose, o risco de faléncia ovérica precoce
(Cobo et al., 2016; Cobo et al., 2020); (4) na criacdo de bancos de ovdcitos (Trokoudes
et al., 2011); (5) para acumulacdo de ovécitos, em pacientes com baixa reserva ovarica
(Chian et al., 2014).

4.2.7.2 Procedimento da técnica de vitrificagdo ovocitaria

A vitrificacdo de ovdcitos, implica uma primeira fase de estimulagdo oocitaria, com
posterior punc¢éo folicular tal como descrito na Secgéo 4.2.1, 4.2.2. Apos 2 h em cultura
a 37°C, 6% CO,, 5% O, os ovécitos devem ser desnudados, sendo que apenas 0s
encontrados em estado de metéafase Il séo vitrificados de imediato. Para tal, segue-se a
metodologia de Kitazato. Os meios utilizados devem ser equilibrados a temperatura
ambiente durante 1 hora. Primeiramente, as palhetas de vitrificacdo sdo identificadas
com o nome da paciente, codigo interno atribuido, data e nUmero de ovacitos presentes
na palheta. O procedimento de vitrificagdo ovocitaria segue o descrito no protocolo de
Kitazato (Figura 29). Inicialmente, os ovdcitos sao colocados em 20 pL de solugéo
basica (BS), onde, posteriormente, sdo embebidos numa solucdo de equilibrio (ES),
faseadamente, como ilustrado na Figura 29, (1). Aos 9 min, os ovdcitos sao transferidos

para o po¢co com VS, onde sofrem sucessivas pipetagens, como exemplificado na Figura
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29, (2). Os ovdcitos sao carregados numa palheta de vitrificagdo, com o minimo volume
possivel. No maximo sao congelados 3 ovdcitos por palheta. A palheta com os ovacitos,

€ de imediato submersa em azoto liquido, e armazenada em tanques de azoto (- 196°C).

Step3

Figura 29. Esquema da metodologia de vitrificagdo ovocitaria, segundo a Kitazato. Adaptado de Kitazato (2019).

4.2.7.3 Procedimento para desvitrificagdo de ovocitos

Para a desvitrificag@o dos ovocitos é seguido o protocolo de Kitazato, igual ao descrito
para a desvitrificagdo de embrides, na sec¢do 4.5.3. ApoOs o processo de desvitrificagdo
estar concluido, os ovécitos sao transferidos para meio de cultura apropriado, onde sao
devidamente lavados, através de sucessivas pipetagens. De seguida, os ovdcitos séo
incubados durante 2 horas, a 37°C, 6% CO», 5% O,, até ao momento da ICSI,

propriamente dita.

4.2.8 Caso 5 — Criopreservacao espermatica

Tabela 13. Informagé&o clinica e laboratorial do casal do caso clinico 5, indicado para criopreservacéo espermatica.
Legenda: V — Volume; C — concentracédo; MP — méveis progressivos; MNP — méveis ndo progressivos; | —imdveis; FN —

formas normais.

Homem

44 anos de idade, camionista

Espermograma: V=2.1 mL; pH=7.9; C=168.10%mL; MP=82%; MNP=6%; |=12%;
FN=5%

Indicacdo para criopreservacdo de espermatozoides por auséncia do pais no dia da
puncéo folicular
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4.2.8.1 Enquadramento tedrico

Comparativamente a criopreservacao de ovocitos e embrides, a criopreservacdo de
espermatozoides € muito mais simples, devido a relativa abundancia de amostra e ao
tamanho reduzido da célula espermatica (Bormann, 2014). Esta Ultima caracteristica é
de extrema relevancia, ja que, células com uma menor dimenséo sdo menos suscetiveis
a criacdo de cristais de gelo, que provocam danos irreversiveis as células (Rodriguez-
Wallberg et al., 2019). De modo a evitar a formacéo de cristais de gelo, sdo adicionados
a amostra crioprotetores. O crioprotetor mais frequentemente utilizado é a base de
glicerol (Bormann, 2014). Os crioprotetores para além de diminuirem o stress osmético,
também, funcionam como fonte de energia, e evitam contaminac¢des bacterianas pela
inclusédo de um antibiotico na solug&o (Anger et al., 2003). Contudo, a criopreservacao
pode afetar a funcdo celular dos espermatozoides, que inclui a integridade do
acrossoma, alteragdes cromossomicas, funcdo mitocondrial, perda da integridade da
membrana citoplasmética, e pode resultar numa diminuigcéo da viabilidade espermatica,
motilidade e capacidade fertilizante (O'Connell et al., 2002; Nijs et al., 2009).
Normalmente, apenas cerca de 50% dos espermatozoides com motilidade progressiva

sobrevive ao processo de descongelagdo (World Health Organization, 2010).

Num estudo comparativo de Borges et al. (2007), foram analisadas as taxas de
fecundagéo, implantacdo e de gravidez em casais que recorreram a ICSI com uso de
esperma de ejaculado a fresco, comparativamente, com o uso de esperma de ejaculado
criopreservado e concluiram que, apesar das taxas de fecundacdo serem inferiores no
grupo com esperma criopreservado, as taxas de implantagdo e gravidez eram
equiparaveis (Borges et al., 2007). Para além disso, o uso de esperma criopreservado
oriundo de técnicas cirdrgicas de recolha espermatica a partir dos testiculos ou
epididimos também demostram boas taxas de sucesso, quando aliado a técnica de ICSI
(Nagy et al., 1995). Desta forma, é possivel concluir que o uso de esperma

criopreservado é viavel nos centros de PMA.

Assim, a criopreservacao de sémen/espermatozoides possibilita: (i) a preservacdo da
fertilidade de homens que enfrentam a possibilidade de infertilidade ap6s procedimento
(vasectomia) ou exposicao a substancias gonadotoxicas (decorrentes de tratamentos
de quimioterapia/radioterapia); (i) armazenamento de sémen/espermatozoides para
utilizacdo em tratamento de infertilidade, caso o homem seja incapaz da colheita

espermatica no dia da realizagdo da técnica de PMA,; (iii) evitar a realizagdo de uma
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segunda cirurgia de recolha espermatica; (iv) a formacdo de bancos de dadores de

gametas masculinos (World Health Organization, 2010; Martins et al., 2019).

A formacéo de um banco de dadores tornou-se uma préatica em alguns centros de PMA,
para solucionar: casos de casais onde o homem apresenta um quadro de infertilidade
grave; falhas recorrentes em ciclos de tratamento sem aparente causa ovocitaria; a
prevencédo da transmisséo de doencas hereditarias via paterna; mulheres sem parceiro
masculino; e casais de mulheres (Koustas et al., 2020). Os pré-requisitos para ser dador
de esperma em Portugal incluem, idade compreendida entre os 18 e os 45 anos,
auséncia de doencas sexualmente transmissiveis, e ndo ser portador de doencas
hereditarias (CNPMA, 2021). Preenchendo estes requisitos, um homem pode ser
candidato a dador de esperma. Para tal, precisa de realizar um espermograma, para
avaliacdo dos parametros espermaticos. Caso seja validado o resultado do
espermograma, o candidato € encaminhado para uma consulta médica e psicoldgica e
€ sujeito a analises sanguineas, marcadores virais e estudo genético. Caso o candidato
seja aprovado para doacdo de esperma, inicia o ciclo de doagbes, e 0 esperma €
criopreservado conforme o descrito na Secgéo 4.7.1. As palhetas de esperma passam,
obrigatoriamente, por um periodo de quarentena de 6 meses (apos a Ultima colheita).
No final deste periodo, o dador € novamente chamado, para realizacdo de novas
andlises sanguineas, para confirmacdo de negatividade de marcadores de doencas
virais. ApOs o periodo de quarentena, pode ser iniciada a utilizacdo das palhetas de
esperma em ciclos de doagéo de PMA (CNPMA, 2021).

4.2.8.2 Procedimento de criopreservacao de esperma

A amostra espermatica deve ser recolhida via masturbacado, no dia da realizacéo da
criopreservacao espermatica. Antes de se realizar a criopreservagao da amostra, e apos
liguefacdo, é necessario realizar uma avaliacdo dos parametros espermaticos. De
seguida, a amostra é processada. A técnica de gradientes descontinuos &,
preferencialmente, utilizada para que apenas espermatozoides moéveis e com a maior
capacidade fertilizante sejam criopreservados (conforme o descrito na Secg¢éo 3.3.1). O
volume de meio de cultura adicionado no final, esta dependente da qualidade da
amostra inicial, tendo em conta os parametros de concentragdo e motilidade, para
permitir o carregamento do nimero de palhetas desejaveis (com auséncia de grande
diluicho da amostra). Pode, igualmente, utilizar-se a técnica de swim-up para
processamento de amostra, quando as caracteristicas das mesmas sao

consideravelmente superiores aos valores de referéncia.



FCUP | 94
Abordagem as técnicas de Procriagdo Medicamente Assistida e aos resultados clinicos/laboratoriais de
sucessivas doacgdes femininas de gametas

De acordo com o protocolo de criopreservagdo utilizado, deve ser adicionado
crioprotetor numa proporgédo 1:1, isto é, ao volume da amostra deve ser adicionado igual
volume de crioprotetor, com o auxilio de uma seringa graduada. Devido ao efeito
potencialmente tdéxico do crioprotetor e para evitar o stress osmdtico, este deve ser
adicionado gota-a-gota, com agitacdo, durante um periodo de 10 min, a temperatura
ambiente, para permitir a envolvéncia de toda amostra com o crioprotetor. Para o
armazenamento da amostra sao utilizadas palhetas de plastico de 0.5 mL. As palhetas
devem estar identificadas com o nome do beneficiario (no caso de criopreservacao de
espermatozoides préprios) ou codigo atribuido (caso se trate de um dador de esperma)
e data e metodologia de criopreservacdo. Apos o periodo de agitacéo, as palhetas séo
carregadas com a solugdo de esperma, mais crioprotetor. As palhetas podem ser
carregadas com o auxilio de um adaptador que encaixa na ponta da palheta e a amostra
€ aspirada com uma seringa. Depois de carregada, procede-se a selagem da palheta
nas extremidades através de um sistema de calor. Depois de todas as palhetas
carregadas, deve-se realizar uma inspecdo da qualidade da amostra apés
processamento, e os parametros de motilidade e concentracdo devem ser registados.
De seguida, as palhetas devem ser colocadas a 5+3°C durante cerca de 10 min,
seguidos de 15 min em vapor de azoto. Apds estes periodos, as palhetas séo
mergulhadas em azoto liquido e armazenadas em contentores de azoto a -196 °C. O
numero de palhetas criopreservadas, assim como, o seu local de armazenamento,
devem ser registados. E aconselhavel carregar uma palheta adicional, com um pequeno
volume de solucdo, para permitir a realizacdo de uma prova de descongelagéo, para

averiguar a resposta dos espermatozoides ao processo de criopreservacao.

A descongelacdo espermatica € um processo simples, e rapido. Apenas implica a
manutencédo da palheta a temperatura ambiente, durante 10 min. ApGs descongelacao
total da amostra, a mesma deve ser processada de acordo com a metodologia inicial de
criopreservacdo. Antes da utilizacdo da amostra espermatica, deve-se realizar uma
nova avaliacdo dos parametros espermaticos e proceder-se a remocao do crioprotetor

com adicdo de meio de cultura e posterior centrifugacéo.
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4.2.9 Caso 6 — Biopsia Embrionaria

Tabela 14. Informacéo clinica e laboratorial do casal do caso clinico 6, indicado para biépsia embrionaria. Legenda: V —
Volume; C — concentracdo; MP — mdveis progressivos; MNP — mdéveis ndo progressivos; | — imdveis; FN — formas

normais. ng — nanogramas; Ul — unidades internacionais; PN — Pronucleos; D — Dia; BL — Blastocisto.

Mulher Homem

41 anos, ciclos regulares

AMH=1.8 ng

Ovario direito com 7 foliculos antrais e
direito com 2

36 anos, saudavel
Espermograma: V=
C=66.105/mL;
1=44%; FN=5%

MP=55%;

1.8 mL; pH=7.8;
MNP=11%;

Infertilidade primaria com 6 meses de evolugéo
Indicacao para ciclo ICSI com rastreio de aneuploidias por fator idade
1° protocolo de estimulacdo (acumulagéo de ovocitos)
Protocolo de estimulag&o: Curto com antagonista
Dose total de estimulag&o: 1700 Ul rFSH + 3000 Ul HMG
Dias de estimulagéo: 11
N° ovdcitos recuperados: 4
N° ovocitos maduros e vitrificados: 3
2° protocolo de estimulagéo (com utilizagcao ovocitaria a fresco)
Protocolo de estimulag&o: Curto com agonista
Dose total de estimulacéo: 4500 Ul rFSH
Dias de estimulagéo: 10
N° ovdcitos recuperados: 10
N° ovécitos maduros: 6
N° ovdcitos injetados: 9 (3 ovécitos desvitrificados + 6 ovocitos recuperados a fresco)
N° ovdcitos fecundados (2PN): 7
N° embrifes biopsiados a D5: 4 (2xBL 5AB, BL 5BB, BL 5BC)
N° embriBes criopreservados ao D5: 4
Resultado de rastreio de aneuploidias: 1 embrido euploide

4.2.9.1 Enquadramento teérico

Segundo a mais recente revisdo “Glossario Internacional sobre Infertilidade e Cuidados
de Fertilidade” (Zegers-Hochschild et al., 2017) os termos, Diagndstico Genético Pré-
implantacao (DGPI) e Rastreio Genético Pré-implantacéo foram substituidos pelo termo
Teste Genético Pré-implantacéo (PGT). O PGT é definido como um teste realizado para
analisar o material genético de ovdcitos (glébulos polares) ou embrides (em fase de
clivagem ou blastocisto) para determinagdo de anomalias genéticas ou HLA-typing. O
PGT inclui os seguintes exames: PGT-A, um PGT para despiste de aneuploidias; PGT-
M, um PGT para rastreio de doencas monogénicos; e PGT-SR, para despiste de

rearranjos estruturais cromossoémicos, como também de anomalias cromossomicas
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numéricas (Zegers-Hochschild et al., 2017; ESHRE PGT Consortium et al., 2020). O
grande objetivo da realizagdo de um teste genético, € a identificacdo do embrido,

cromossoma/geneticamente normal para ser transferido (Bormann, 2014).

Em Portugal, o CNPMA reconhece varias situacdes que sado passiveis da realizacao de
PGT-A, devido ao risco associado de algum dos elementos do casal, ou ambos,
apresentarem uma probabilidade elevada de transmissdo a descendéncia de alguma
anomalia genética, muitas vezes associada ao insucesso reprodutivo. A realiza¢do do
diagnoéstico genético é indicada: quando a mulher possui uma idade = 39 anos; quando
se verifica abortamentos clinicos recorrentes (=22) de causa desconhecida; quando 3 ou
mais transferéncias embrionarias culminam no insucesso da implantacao embrionéria
apoés a realizacdo de uma FIV ou ICSI; quando uma gestacdo anterior resultou num

embrido com alguma anomalia cromossémica (CNPMA, 2019).

Para a concretizagdo de PGT € necessaria a realizacdo de uma bidpsia embrionaria,
por parte do laboratério de PMA. As células recolhidas da trofoectoderme durante a
bi6psia, sdo posteriormente enviadas para um laboratdrio de genética, onde serao

analisadas.

A biépsia embrionéaria consiste em 2 etapas principais: a criagdo de uma abertura na
zona pellcida e remocao de glébulos polares (no caso de ovécitos) ou de células
embrionarias, que podem ser blastébmeros ou células da trofoectoderme (ESHRE PGT
Consortium et al., 2020). A abertura da zona pellcida é conseguida pela emisséo de
feixes de laser na zona pellcida. Esta técnica permite uma elevada preciséo e rapidez.
O tamanho da abertura devera ser de dimensodes reduzidas, de modo a evitar a saida
de células ou eclosao do blastocisto (ESHRE PGT Consortium et al., 2020). Quando um
ciclo é indicado para a realizacdo de PGT, é mandatério recorrer a técnica de ICSI, ja
gue, esta minimiza tanto o risco de contaminacdo materna, a partir de células residuais
do cumulos oophorus, como também o risco de contaminacdo paterna de
espermatozoides excedentarios ligados a ZP, resultado de uma FIV (ESHRE PGT
Consortium et al., 2020).

A biopsia de um ou dois GP é apenas realizada, quando se pretende investigar a
presenca de mutacdes genéticas de origem materna, ou quando a lei do pais ndo
permita a biopsia de embrides, ou por questdes éticas do casal. Dado que, os GP sao
apenas sobreprodutos da meiose, que nada interferem com o desenvolvimento do
embrido, a sua remocao nao confere limitacdes para o desenvolvimento embrionario.

Contudo, a adogédo deste tipo de bidpsia, confere varias desvantagens. O ndimero de
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ovocitos biopsiados pode ser elevado, quando comparado com o nimero de possiveis
embrides que se irdo desenvolver, o que pode implicar uma elevada carga de trabalho
a nivel laboratorial e custos para o casal. Por outro lado, o GP pode possuir
fragmentacao ou degenerar, o que leva a uma reduzida quantidade de material genético
disponivel para andlise. A grande desvantagem, € que apenas obtemos informacdes da
origem materna, ndo havendo qualquer informacao sobre a parte paterna, ou outros
erros que possam acontecer durante o desenvolvimento embrionario (Bormann, 2014;
ESHRE PGT Consortium et al., 2020).

A biopsia em fase de clivagem é realizada ao 3° dia de desenvolvimento embrionario.
Esta consiste na remoc¢éo de apenas 1 blastomero. Nesta fase de desenvolvimento os
blastbmeros possuem uma entidade totipotente, portanto cada blastémero tem um
potencial de contribuicdo tanto para a MCI, como para a trofoectoderme. Neste caso,
como vantagem em relacdo a biépsia aos GPs, a biopsia em fase de clivagem permite
a detecdo de erros meiéticos provenientes tanto via paterna, como via materna (ESHRE
PGT Consortium et al., 2020).

A biopsia em fase de blastocisto é o método de biopsia mais vantajoso e por isso,
mais frequentemente, utilizado nos centros de PMA, onde a legislacdo do pais a permite.
A biopsia em fase de blastocisto tem como grande vantagem a possibilidade de recolha
de mudltiplas células da trofoectoderme, sem que se danifigue as células da massa
celular interna, importantes para o desenvolvimento fetal. Desta forma, € também
possivel a recolha de um maior conteddo de material genético, o que facilita a leitura e
torna os resultados mais fiaveis (Bormann, 2014; ESHRE PGT Consortium et al., 2020).
O maior numero de células em fase de blastocisto est4 associado a um nivel de
mosaicismo inferior nas células, o que torna os resultados mais fidveis. A biopsia
embrionaria em D5/D6 esta associada a varios potenciais desafios. A bidpsia para ser
realizada em fase de blastocisto, implica uma cultura prolongada. Segundo a literatura,
apenas cerca de metade dos ovécitos fecundados culmina no estado de blastocisto. O
que reduz o niumero de embrides a serem biopsiados (ESHRE PGT Consortium et al.,
2020).

Os resultados da biopsia apenas estardo disponiveis alguns dias/semanas apoés a
realizacao da técnica, o que implica, obrigatoriamente, a criopreservacao dos embrides
biopsiados. Devido aos avancos observados na area de criopreservacdo embrionaria,
associada a elevadas taxas de gravidez, a criopreservacdo de embrides ndo é
considerada um aspeto limitativo da técnica (Bormann, 2014; ESHRE PGT Consortium
et al., 2020).
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4.2.9.2 Procedimento de bi6épsia embrionéria em fase de blastocisto

A biépsia embrionaria pode ser realizada ao D5 ou D6, dependendo do estado de
desenvolvimento do embrido. Para a realizagdo da técnica o embrido deve estar em
fase de blastocisto, com a MCI visivel e bem definida, trofoectoderme definida e
homogénea, com células elipticas, e o0 embrido deve estar expandido e,
preferencialmente, semi-eclodido. A bidpsia embrionéria, para além de, ser realizada
em blastocistos a fresco, também pode ser realizada em embries previamente
criopreservados. Neste caso, a biopsia deve ser realizada no momento de reexpansao
do blastocisto (ESHRE PGT Consortium et al., 2020).

Para que ocorra a semi-eclosdo é necesséario que ao D3, se realize uma pequena
abertura na ZP, com o auxilio de feixes de laser. Ao D5 os embrides sdo avaliados, e
caso tenham as caracteristicas anteriormente referidas, séo transferidos para uma placa
de biopsia. Caso contrario, ficam em meio de cultura até ao D6. O microscopio 6tico
invertido é, previamente, preparado com uma pipeta sustentacdo e uma pipeta de
biépsia. Como demonstrado na Figura 30, o embrido em fase de blastocisto € fixado na
pipeta holding, com a zona de eclosao posicionada as 3h (Bormann, 2014). Se possivel
a massa celular interna deve estar posicionada entre as 7 e as 11 horas, para que
esteja totalmente visivel, de modo a evitar a aspiracdo da mesma (ESHRE PGT
Consortium et al., 2020). Com o auxilio da pipeta de bidpsia, as células que se
encontram na zona de eclosédo sdo suavemente aspiradas. Deve-se esticar as células
da trofoectoderme, através de uma forgca mecénica, enquanto, simultaneamente, se
aplicam pulsos de laser (0 menor numero possivel) para auxiliar na desagregacéo das
juncBes celulares. O laser deve ser aplicado nos pontos de juncdo entre as células
(Figura 30, A). As células biopsiadas sédo transferidas para um pequeno tubo com meio
cedido pelo laboratério de genética (técnica designada de “tubbing”), que sera
posteriormente enviado para o laboratério de genética. E recomendavel a preparacéo
de um tubo de controlo negativo, devidamente identificado. No tubo do controlo negativo
€ usado para lavar a pipeta, depois de colocado o fragmento no primeiro tubo (Bormann,
2014; ESHRE PGT Consortium et al., 2020).
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Figura 30. Biépsia embrionaria em estado de blastocisto (D5). A — Blastocisto posicionado com a regido de células
expandidas as 3 horas, e massa celular interna afastada da regiao de bidpsia. As células proeminentes da trofoectoderme
sd@o suavemente removidas do blastocisto, com o auxilio da pipeta de biépsia e emissdo de pulsos de laser (pontos
vermelhos). E possivel observar as jungdes intracelulares a serem esticadas pela pipeta de biépsia, onde é aplicado o
laser, para rompimento das mesmas. Ampliacédo a 200x. B — Embrido biopsiado e fragmento de células da trofoectoderme
extraido do embrido. Ampliagdo da imagem a 100x. Imagens propriedade da clinica Procriar — Centro de Obstetricia e

Medicina da Reproduc¢éo do Porto.

Devem ser biopsiadas um total de 5 a 7 células da trofoectoderme. Por vezes os
blastocistos encontram-se totalmente eclodidos, o que n&o inviabiliza a realizagcdo da
biépsia. Nestes casos, para a excisao das células da trofoectoderme é aconselhavel o
uso simultaneo da emissao de pulsos de laser e movimentos “flicking” (ESHRE PGT
Consortium et al., 2020). De modo a evitar o risco de contaminacdo cruzada entre
embrides, na mudanca de blastocisto biopsiado, deve ser sempre trocada a pipeta de
biodpsia, a holding pode ser mantida (ESHRE PGT Consortium et al., 2020).

Os blastocistos biopsiados deveréo ser imediatamente criopreservados e devidamente
identificados apds a realizacdo da bidpsia, seguindo os protocolos estipulados para a
criopreservacao de embrides (Seccao 4.5.2). Por vezes, o resultado do teste genético é
inconclusivo e pode ser necessaria a repeticdo da biopsia. A mesma sO deve ser
realizada em detrimento do estado e morfologia do blastocisto. E recomendavel o uso
da abertura original da ZP (ESHRE PGT Consortium et al., 2020).
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4.2.10 Caso 7 — Biopsia Testicular

Tabela 15. Informagéo clinica e laboratorial do casal do caso clinico 7, indicado para bidpsia testicular. Legenda: V —
Volume; C — concentracdo; MP — mdveis progressivos; MNP — mdéveis ndo progressivos; | — imdveis; FN — formas

normais; ng — nanogramas; Ul — unidades internacionais; PN — Pronucleos; D — Dia; BL — Blastocisto.

Mulher Homem -/

38 anos 53 anos

Ciclos irregulares por SOP Diagnostico de azoospermia secretora
AMH=4.42 ng

Infertilidade primaria com 5 anos de evolucdo
3 ciclos de ICSI com biopsia testicular, em hospital publico sem gravidez
Indicacgéo para ciclo ICSI com biopsia testicular a fresco
Protocolo de estimulagéo: Curto com antagonista
Dose total de estimulagéo: 2475 Ul FSH
Dias de estimulagdo: 11
N° ovdcitos recuperados: 23
N° ovdcitos maduros: 21
N° ovdcitos fecundados (2PN): 17
N° embrides criopreservados a D5: 7 (3x BL 4AA; 4xBL 4AB)
N° embriBes criopreservados a D6: 2 (2x BL BC)
Ciclo de freeze all por risco de OHSS.

4.2.10.1 Enquadramento tedrico

Em quadros clinicos de azoospermia, ndo significa que ndo possam ser recolhidos
espermatozoides no testiculo ou epididimos. Existem 2 condi¢fes clinicas explicativas
da azoospermia baseadas na sua etologia, a azoospermia obstrutiva e a ndo obstrutiva.
No caso da azoospermia obstrutiva a espermatogénese ocorre normalmente, mas ao
longo do sistema de ductos ocorre alguma obstrugdo adquirida ou congénita. A
azoospermia obstrutiva adquirida, pode ser explicada pela realizacdo de uma
vasectomia, infe¢des, procedimentos cirargicos na regiéo pélvica, abdominal e inguinal.
As causas de azoospermia obstrutiva congénita incluem a auséncia do canal deferente
ou fibrose cistica (Esteves & Verza, 2012; Shin & Turek, 2013). Como numa
azoospermia obstrutiva, a espermatogénese ocorre normalmente, pode-se recuperar 0s
espermatozoides diretamente a partir dos testiculos ou epididimos. No caso da
azoospermia ndo obstrutiva, o sistema de ductos esté funcional e desobstruido, contudo
a auséncia de espermatozoides deve-se a uma falha testicular, levando a uma anormal
espermatogénese. Esta pode ser causada por microdele¢cdes no cromossoma Y,

anomalias do cariétipo, quimioterapia, criptorquidismo ou infecées. Nestas condicdes a
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recuperacdo de espermatozoides se possivel, esta limitada ao testiculo (Esteves &
Verza, 2012; Shin & Turek, 2013). No caso de um desequilibrio hormonal, que néo
suporte a espermatogénese, como 0 hipogonadismo hipogonadotrofico, €
recomendavel o tratamento com administracdo de hormonas, e verificar se ocorre uma

recuperacao da espermatogénese (Tournaye & Donoso, 2008).

Espermatozoides recolhidos de bidpsia testicular podem ser utilizados em tratamentos
de fertilizacao recorrendo a ICSI de forma bem-sucedida. A utilizacdo da ICSI possibilita
taxas de fecundacdo, clivagem e gravidez clinica aceitaveis, com espermatozoides
recolhidos de bidpsia, tanto a fresco, como criopreservados (Nagy et al., 1995; Ohlander
et al., 2014). Um estudo de Vernaeve et al. (2003), conclui que a taxas de fecundacédo
e de gravidez clinica de casos de azoospermia obstrutiva sdo significativamente
superiores, comparativamente, as taxas de casos de homens com azoospermia néo
obstrutiva. Tal facto, pode ser devido a utilizacdo de espermatozoides para realizacdo
de ICSI num estado de maturacao inferior, como resultado de uma deficiente meiose e

por isso com anomalias cromossémicas.

Durante a biopsia testicular, podem ser realizadas até 3 incisdes testiculares e retirados
3 fragmentos de polpa testicular. Esta demonstrado que a espermatogénese ocorre de
modo desigual ao longo dos diferentes tubulos (Tournaye & Donoso, 2008). A realizacao
de TESE com muiltiplos locais de inciséo, resulta numa maior probabilidade de encontrar

espermatozoides maveis (Hauser et al., 1998).

Um homem que é proposto a realizacdo de uma bidpsia testicular, necessita de ser
informado das limitagbes que esta técnica possui: pode ndo haver hipotese de
recuperacdo de espermatozoides e os resultados consequentes apoés a realizagédo da
ICSI, apesar de bem-sucedidos, podem ndo ser equivalentes aos resultados da
utilizacdo de ejaculado a fresco (Tournaye & Donoso, 2008). Normalmente, sempre que
se realiza uma biopsia testicular, e se a concentragdo espermética encontrada for
suficiente, procede-se a criopreservacdo espermatica, com a finalidade de evitar a

realizacao de uma segunda bidpsia.

4.2.10.2 Procedimento da bidpsia testicular

O médico especialista inicia o procedimento, anestesiando o testiculo, prosseguindo
para uma incisdo da parede escrotal até exposicdo do testiculo. E realizada,
posteriormente, uma incisao da albuginea e exposicao da polpa testicular com colheita

de pequenos fragmentos para uma placa de Petri, que contém meio de cultura préprio.
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No laboratério, procede-se a maceracdo do conteddo em meio de cultura de
espermatozoides, com o auxilio de 2 agulhas. Realizam-se movimentos rapidos, para
libertac&o do contetido dos tibulos seminiferos para o exterior. E importante hidratar os
tecidos com meio de cultura, ao longo da maceracdo. De seguida, uma aliquota do
sobreproduto obtido da maceracgéo € colocado sobre |lamina e lamela e observado ao
microscopio oOtico invertido, a uma ampliagdo de 400x. Durante a visualizagdo ao
microscopio podem ser observadas células de Sertoli, hemacias e espermatozoides
(Figura 31). A amostra € avaliada quanto ao nimero de espermatozoides presentes e
sua motilidade, e dependendo da sua concentra¢do, o médico andrologista € informado
se ha necessidade de realizar alguma outra incisdo, noutra regido do testiculo, para
obtencdo de um maior nimero de espermatozoides. Se for necessario o procedimento
repete-se, até ao embriologista entender que tem o numero suficiente de
espermatozoides para a realizacdo do ciclo, e caso o andrologista decida que deve ou
ndo continuar. O conteudo resultante da maceracéo € aspirado e colocado num tubo
com meio de cultura, seguido da sua centrifugacdo por 10 min, a 1500 rpm. O
sobrenadante é aspirado e eliminado, e adiciona-se algumas gotas de meio de cultura.
De seguida, é retirada uma pequena aliquota, para avaliacdo da amostra espermatica.
Procede-se a incubacé@o da amostra a 37°C, até ao momento da realizagdo da ICSI. A
técnica de ICSI é realizada de igual forma, ao descrito na Seccao 4.3.3, com a diferenca
na preparacdo da placa. Apenas € realizada uma gota alongada de PVP, e séo
realizadas 3 ou mais gotas alongadas de amostra espermatica e as gotas de meio

tamponado, conforme o demostrado na Figura 32.

Figura 31. Observacédo ao microscopio 6tico invertido do contetido resultante da maceragéo de fragmentos de tabulos
seminiferos recolhidos em biépsia testicular. Na figura A é possivel observar hemacias (assinaladas com seta branca) e
espermatozoides (assinalados com seta preta). Na figura B esta representada uma célula de Sertoli (seta branca).

Ampliagao de 200x. Imagens propriedade da clinica Procriar — Centro de Obstetricia e Medicina da Reprodugéo do Porto.
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A técnica de ICSI com produto de bidpsia testicular pode ser mais demorada, devido a
necessidade de uma procura exaustiva de espermatozoides, e por isso, deve-se iniciar
com a selecdo e imobilizacdo dos espermatozoides. De seguida, coloca-se a placa a
incubar durante cerca de 15 min para equilibrar a 37°C. S06, ap0s incubacdo, séo

colocados os ovOcitos na placa, para evitar flutuagdes de temperatura.

Figura 32. Placa de ICSI com espermatozoides de biépsia testicular. a — gotas de meio tamponado; b — bandas alongadas
amostra espermatica processada; ¢ — gota alongada de PVP. A esta placa é adicionado 6leo mineral até cobrir toda a
placa, garantindo que todas as gotas estéo totalmente submersas. Imagens propriedade da clinica Procriar — Centro de

Obstetricia e Medicina da Reprodugéo do Porto.
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5.Impacto de sucessivos ciclos de doacao de
ovocitos em  parametros clinicos e
laboratoriais

5.1 Introducéao

5.1.1 A utilizagdo de gametas femininos doados

No passado, ser infértil significava que, o sonho de parentalidade tinha terminado. Agora
0s avancos da tecnologia de PMA, mudaram essa realidade. Todavia, alguns
diagnosticos de infertilidade ndo sao passiveis de ser ultrapassados utilizando gametas
proprios, sendo necessario recorrer a um banco de gametas de dadores. Em 1984, foi
reportada a primeira FIV com doacédo de ovécitos que resultou numa gravidez (Lutjen
et al., 1984). A mulher padecia de faléncia ovarica e recorreu a ovécitos de uma dadora
com 25 anos, obtendo-se um nado vivo. Desde entdo, 0s sucessivos avangos tedricos
e técnicos, contribuiram para o melhor conhecimento da fisiologia e fisiopatologia da
reproducdo humana, a otimizacdo dos protocolos de estimulagéo, o desenvolvimento
da vitrificacdo ovocitaria, permitindo que, passados quase 40 anos, 0s ciclos com
doacdo de ovocitos fossem cada vez mais frequentes (Christianson & Bellver, 2018;
Melnick & Rosenwaks, 2018). Em 1997 em 10 paises europeus, realizaram-se 3487
ciclos recorrendo a doagédo de gametas femininos (Nygren & Andersen, 2001). J& em
2016, o numero cresceu, exponencialmente, para 73 927 casos, em 40 paises (Wyns et
al., 2020). O crescimento exponencial ao longo dos anos de ciclos com doacédo de

ovacitos é notavel no gréfico da Figura 33.

Varias sdo as patologias indicadas para um ciclo com doacdo de gametas. O CNPMA
define como indicagéo os seguintes quadros: (1) quando existe um estado de faléncia
ovarica precoce; (2) em situacdes de auséncia ou insuficiéncia congénita dos ovarios;
(3) no caso de pacientes com ciclos repetitivos de PMA sem sucesso, com ma qualidade
de gametas ou embrides; (4) no caso de idade materna avangada (>38 anos) (CNPMA).
Para além disso, ciclos com baixa resposta a estimulacdo ovarica, pobre qualidade
ovocitéria, abortamentos de repeticdo e doencgas genéticas hereditarias maternas séo
outros motivos justificativos da utilizagdo de gametas femininos doados (Caligara et al.,
2001).
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Figura 33. Nimero de ciclos com doagao de ovécitos na Europa, desde 1997 até 2016, segundo os registos anuais do
grupo EIM, desde 1997 a 2016.

5.1.2 Doacédo de gametas em Portugal

Segundo a Lei Portuguesa, a doacdo de ovOcitos € um processo voluntario, de carater
benévolo. Contudo, no final do processo de doacéo, a dadora recebe uma compensacao
financeira, que segundo os termos fixados pelo CNPMA (n°3 do Despacho 3192/2017,
publicado no Diario da Republica n.° 75, 2.2 Série, de 17 de abril de 2017), atualmente,
esta estipulada num valor maximo de 877.62€. Este valor monetario ndo esta
dependente da quantidade ou qualidade ovocitaria, mas sim, uma compensagédo pelo

tempo gasto e pelos eventuais prejuizos resultantes da doagéo.

Relativamente, ao regime de anonimato dos dadores de gametas, varios direitos séo
colocados em causa: o direito de autonomia e privacidade dos pais beneficiarios, o
direito da privacidade do dador e o direito da crianga conhecer as suas origens
genéticas. Todavia, estes direitos ndo conseguem ser, simultaneamente, respeitados
(ESHRE Task Force on Ethics and Law, 2002). Em Portugal, a doacéo de gametas foi
ja realizada em regime de anonimato. Todavia, ha sequéncia do Acérdao do Tribunal
Constitucional n.° 225/2018, de 24 de abril de 2018, o regime de anonimato foi
considerado inconstitucional. Quando, anteriormente, a autonomia e privacidade dos
dadores e beneficiarios era prioridade, agora salienta-se o direito do individuo fruto de
doacao de gametas, em conhecer as suas origens genéticas, essencial para usufruir do
seu direito a identidade pessoal. O Acérdao n.° 225/2018 defende que, no regime de
anonimato verificava-se uma limitacdo ao acesso a informagfes importantes para o
desenvolvimento da personalidade, e da construcdo de identidade pessoal. Esta lei é

aplicada tanto as doagdes femininas, como as masculinas. Deste modo, aos 18 anos de
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idade, o jovem fruto do processo de doacdo, pode junto do CNPMA, solicitar a

identificacdo do dador em causa.

Por deliberacdo do CNPMA, em Portugal, cada dadora pode efetuar no maximo 4
dadivas ao longo da sua vida, com um intervalo superior a 3 meses entre as dadivas
(CNPMA, 2021). E importante a limitacdo de dadivas para evitar a consanguinidade e

possiveis efeitos nocivos para a satude da dadora.

5.1.3 Processo de sele¢éo e avaliacdo das candidatas a dadoras

Segundo o CNPMA, as dadoras de gametas necessitam, obrigatoriamente, de
corresponder aos seguintes critérios: idade compreendida entre os 18 e 34 anos, ndo
serem portadora de doengas sexualmente transmissiveis, nem de doencgas hereditarias
(CNPMA, 2021). A selecéo e avaliagcdo das dadoras é um processo moroso, trabalhoso
e dispendioso, e de extrema importancia, para assegurar, tanto a saude das dadoras,
como das beneficiarias e futuras criangas resultantes do processo de doagéo.

Inicialmente, a candidata, é submetida a uma avaliagcdo ginecoldgica e psicolégica.

Na primeira consulta realizada por um médico ginecologista deve ser abordado o
historial de doencas pessoais e familiares hereditarias e o historial de doencas
infeciosas (CNPMA, 2021). A candidata é também questionada sobre seu estilo de vida,
que inclui, os habitos tabagicos, consumo de drogas, de cafeina e alcool. E realizado
um exame fisico, através da determinacao do peso e da altura, para calculo do IMC. O
IMC é um importante indicador na selecdo das dadoras, ja& que um IMC >25 kg/m?
(sobrepeso) esté associado a um maior numero de dias de estimulacédo (Rittenberg et
al., 2011), a uma maior dose de gonadotrofinas (Dechaud et al., 2006) e estdo
associados a uma menor qualidade ovocitaria, ja que, a medida que o IMC aumenta, a
taxa de gravidez diminui nas recetoras (E.R. Cardozo et al., 2015). Durante a consulta
é realizado um exame ginecolégico e uma ecografia transvaginal, para a exclusdo de
patologias pélvicas. Para além destes exames, sao solicitados exames analiticos ao
sangue, que inclui a avaliagéo do grupo sanguineo, fator Rh, AMH, doseamento da TSH,
T3 livre e T4 livre, para despiste de doencas ao nivel da tiroide. Para além disso, séo
prescritas andlises de marcadores biolégicos de infecao ((VIH (Virus da
imunodeficiéncia humana), hepatite C, hepatite B, sifilis e pesquisa de anticorpos anti-
HTLV I/ll, caso a candidata ou parceiro sexual ou pais, sejam provenientes de zonas
endémicas) (CNPMA, 2021).
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O estudo da AMH é um indicador importante para a avaliacdo da reserva ovarica. As
células da granulosa de foliculos em crescimento (pré-antral a antral) produzem esta
hormona. Ao nascimento, o0s niveis de AMH sao, praticamente, indetetaveis e préximo
do momento da menopausa, 0s niveis de AMH vao diminuindo, como sinal do
esgotamento da reserva ovarica (La Marca et al., 2006). Para além do poder preditor da
reserva ovarica, a AMH, também, pode ajudar a prever a resposta ovarica a estimulacao
gonodotrofica, assim como, ajudar a tomada de decisdo em relacdo ao protocolo de
estimulacdo mais adequado (La Marca et al., 2006). O estudo de Riggs et al. (2011),
demonstrou que a concentracdo de AMH constitui um bom preditor da alta ou baixa
resposta a um tratamento de hiperestimulag&o controlada dos ovarios. Deste modo, ao
ser doseada a AMH das candidatas a dadora, é possivel prever a sua potencial resposta
(Riggs et al., 2011). Riggs et al. (2011) definiram que o limiar minimo aceitavel da
concentracdo de AMH é de 1.5 ng/mL e valores superiores a 3.0 ng/mL, sdo um bom
indicador de que, a dadora tera mais que 16 foliculos no trigger. Uma grande vantagem
do uso do doseamento da AMH em relagé@o a outros marcadores de resposta ovarica a
estimulacao, € que esta pode ser determinada em qualquer altura do ciclo menstrual, ja
que, a producdo da AMH parece nao estar dependente da secre¢do de gonadotrofinas
e por isso, ndo ocorrem flutuacdes significativas ao longo de todo o ciclo menstrual,
mesmo com a administracao exdgena de FSH (La Marca et al., 2006; Bukulmez et al.,
2010; Strauss & Williams, 2014).

As candidatas sdo submetidas a rastreios genéticos, que inclui o estudo do cariétipo e
estudo de genes de doencgas que tém uma maior prevaléncia no local de origem da
candidata, como também, de genes associados ao risco de transmissdo de uma doenca
hereditaria presente na familia (CNPMA, 2021).

Caso algum resultado seja superior ou inferior ao intervalo de valores de referéncia, a
candidata é imediatamente excluida do programa de doacdo de gametas. Caso seja
encontrada alguma condi¢cdo médica, as candidatas tem o direito de serem informadas
e encaminhadas para uma consulta de aconselhamento especializado (Ethics
Committee of the American Society for Reproductive Medicine, 2019). Caso contrério, a
candidata pode avancar com o processo de doacdo de gametas femininos. As
candidatas sdo informadas sobres todas as implicacbes e riscos que a doacdo de
ovocitos pode trazer, devido ao tratamento induzido de estimulagdo ovarica, e devido a
realizacdo da puncéo folicular. E necessario assegurar que as dadoras recebem todas
as informacdes sobre o processo de doacéo, para poderem tomar a decisdo de um

modo consciente, ponderado e informado. Deste modo, antes de ser iniciado 0 processo
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de doacdo de gametas, todas as candidatas assinam um consentimento informado,
emitido pelo CNPMA.

A consulta de psicologia tem como objetivos a perce¢do de quais sdo as motivacdes
para a doacdo de gametas, assim como detetar alguma psicopatologia. Deve-se dar
especial atencéo as implicacées do processo de doacdo de gametas a curto e a longo
prazo, como as complicagcbes médicas que podem decorrer, o impacto na sua vida
pessoal, aspetos emocionais e psicolégicos e implicacdes sociais, éticas e legais

associados a doacéo de gametas.

5.1.4 Processo de doacdo de gametas femininos

A indicacao do protocolo de estimulag&o, assim como, a dose de gonadotrofinas diarias
esta dependente da contagem do nuimero de foliculos antrais e do valor da AMH.
Contudo o protocolo de estimulacéo indicado para as dadoras, recai, preferencialmente,
na estimulagdo ovarica com ciclo curto com antagonista (Christianson & Bellver, 2018).
Varios estudos defendem a utilizag@o deste protocolo, em compara¢cdo com o protocolo
longo agonista, ja que, previne o risco do desenvolvimento de OHSS e é mais “patient
friendly” para as dadoras, ja que € necessario um menor numero de inje¢des, o periodo
de estimulacdo € menor, exigindo uma menor dose de gonadotrofinas administrada, que
consequentemente, leva a uma reducéo dos efeitos secundarios (D. Bodri et al., 2006).
Estudo comparativos, entre protocolos longos de agonista com protocolos curtos de
antagonista, nao encontraram diferencas significativas no ndmero de ovdcitos
recuperados, taxas de implantacdo ou gravidez clinica (D. Bodri et al., 2006; Daniel
Bodri et al., 2011), o que intensifica a utilizacdo deste tipo de protocolo em ciclos de

doacéo de ovdcitos.

Apos estimulacdo ovarica, as dadoras sdo submetidas a uma puncéo folicular, para
recuperacdo de foliculos. Os ovocitos obtidos podem ser doados a fresco ou
criopreservados. As taxas de sucesso (taxa de fertilizagéo, qualidade embrionaria, taxa
de blastocisto, implantacdo e gravidez clinica) referentes a ciclos de doacao de ovoécitos

a fresco ou criopreservados séo semelhantes (Cobo et al., 2010; Solé et al., 2013).

5.1.5 Limita¢cGes da doacdo de gametas femininos

Apesar da utilizacdo crescente de ciclos com doacdo de ovdcitos, muitos sdo 0s
problemas associados a doacdo de gametas femininos, como a saude das dadoras, a
exploracdo de mulheres com baixo poder econdmico e a materializacdo do corpo

humano, motivos pelos quais, em alguns paises europeus (como por exemplo,
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Alemanha, Austria e Italia) ndo seja permitida a doag&o de gametas femininos (Pennings
et al.,, 2014). Para além disso, outros problemas surgem, como a possibilidade de
diminuicdo da reserva ovérica, desenvolvimento de OHSS, devido aos protocolos de
hiperestimulac&o controlada dos ovarios ou problemas associados a anestesia e pun¢ao
folicular, como infe¢des, ou tor¢ao ovarica, principalmente quando associados a ciclos
repetitivos de doacdo de gametas femininos. Contudo, face aos protocolos de
estimulacéo “patient friendly” (curto com antagonista), o risco de ocorréncia de alguma
complicacdo é baixa, mesmo em ciclos sucessivos de doacédo (Practice Committee of
the ASRM & SART, 2014). A nivel biolégico, a hiperestimulacao ovarica nao podera ser
associada a uma diminuicdo da reserva ovarica, se aceitarmos a premissa de que, o
inicio do desenvolvimento folicular até a formacgéo do foliculo antral inicial, séo fases
independentes da atuacdo das gonadotrofinas. A FSH tem como principal fungéo
estimular o foliculo pré-antral a desenvolver-se e formar o foliculo de Graff. Caso a
libertacdo de FSH e sua manutencdo, ndo ocorra ho momento apropriado, o pool de
foliculos estimulados sofre atresia e apenas um unico foliculo amadurece. Desta forma,
quando o pool é selecionado, na fase independente de gonadotrofinas, a quantidade de
FSH administrada so ir4 afetar o desenvolvimento dos mesmos, caso ndo ocorresse
estimulacdo apenas haveria a selecdo de um unico foliculo dominante. O aumento da
FSH nao afeta o nimero de foliculos selecionados, apenas permite o desenvolvimento
de varios foliculos até a fase madura, ao em vez de apenas 1 ou 2 foliculos (Luk & Arici,
2010). Num estudo de Bukulmez et al. (2010), analisaram se o0s niveis de AMH
diminuiam ao longo de ciclos de doacéo, para identificarem, se ocorria diminuigdo da
reserva ovarica. Os autores néo verificaram uma diminuigc&o dos niveis de AMH ao longo
de 6 ciclos subsequentes de doagdo, 0s niveis mantiveram-se constantes, o que €
indicativo que repetitivos ciclos de doacéo (pelo menos até 6), ndo estdo associados a

uma diminui¢do da reserva ovarica (Bukulmez et al., 2010).

A literatura existente sobre o efeito de repetidos ciclos de doacdo, reporta que
sucessivos ciclos de hiperestimulacdo controlada dos ovarios ndo tém um impacto
negativo na resposta ovocitaria as gonadotrofinas, nos dias de estimula¢do, nos
foliculos no dia antes do desencadeamento, no nimero de ovdcitos recuperados e no
namero de ovécitos maduros (MIl) (Caligara et al., 2001; Jain et al., 2005). Contudo,
existem escassos estudos que abordem este tema, e 0s que existem sdo de um periodo
antecedente a 2010. Desta forma, torna-se importante perceber se ciclos repetitivos de
doacdo de gametas femininos tém alguma implicagdo na dose total de gonadotrofinas

administrada, no numero de dias de estimulacdo e em parametros laboratoriais, como
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0 numero de ovdcitos recuperados, maduros e imaturos, e na qualidade ovocitaria.
Assim, um dos principais objetivos deste estudo, € a avaliagdo do potencial efeito de
doacdes subsequentes na dose de gonadotrofinas necessarias no ciclo de estimulacao,
namero de dias de estimulacdo, niumero de foliculos no dia do trigger, nUmero de
ovécitos recuperados, nimero de ovécitos maduros e imaturos e respetiva qualidade

ovocitaria.

Para além disso, é, também, essencial perceber se parametros como a idade, o IMC, a
AMH, importantes para o processo de selecdo das dadoras, tém algum impacto nos
parametros ovocitarios, como o numero de foliculos no dia do trigger, nimero de
ovocitos recuperados, maduros e imaturos. Outra situacdo a estudar € o possivel
impacto do IMC na dose total de gonadotrofinas, assim como no numero de dias de

estimulacgéo.

5.2 Material e Métodos

O presente estudo foi realizado na clinica Procriar — Centro de Obstetricia e Medicina
da Reproducgéo do Porto, entre 1 de marco de 2019 a 30 de junho de 2021. Envolveu
um de total 121 ciclos de estimulacédo controlada dos ovarios em dadoras de ovocitos,

das quais 51 foram submetidas a 2 ciclos de estimulagéo e 19 a 3 ciclos de estimulagéo.

5.2.1 Avaliagédo das dadoras
Todas as candidatas a dadoras foram submetidas a uma avaliacdo médica, ginecoldgica
e psicoldgica. As dadoras tinham uma idade compreendida entre 18 e 34 anos. Nos
termos da legislacéo em vigor, foi feito o despiste de infecédo pelos virus VHB, VIH, VHC,
HTLV I/l e ainda da sifilis. Realizou-se igualmente o rastreio de doencas genéticas
(cariétipo e bateria de testes genéticos para doencas autossomicas recessivas), sendo
aprovadas apenas candidatas com resultados normais. Todas as mulheres foram
informadas dos riscos inerentes ao processo de doacdo e assinaram o consentimento

informado emitido pelo CNPMA.

5.2.2 Hiperestimulag&o controlada dos ovarios
Para a hiperestimulacdo controlada dos ovarios das dadoras utilizou-se um protocolo
curto com antagonista da GnRH. Este consistiu na administracdo de doses diarias de
gonadotrofinas a partir do 2/3° dia do ciclo menstrual. Ao 5/6° dia de estimulag&o foi
realizada uma ecografia de monitorizagcéo para avaliacdo do tamanho dos foliculos. Foi
administrado um antagonista da GnRH quando pelo menos dois foliculos atingiram um

diametro médio igual ou superior a 13 mm, de modo a frenar os ovarios, através do
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bloqueio da hipdfise. Foi realizada nova monitorizagdo, de acordo com a resposta
folicular. Quando mais de 2 foliculos atingiram um didmetro igual ou superior a 18 mm,
foi administrado agonista da GnRH, para impulsionar a maturagéo folicular final e
desencadear a ovulacdo. A puncao folicular foi agendada para 35-36h apds a

administracdo do hCG.

5.2.3 Puncao folicular e procedimento laboratorial
A puncéo folicular foi realizada sob anestesia e de forma ecoguiada. Os tubos de liquido
folicular recolhido foram analisados ao estereomicroscépio para pesquisa e recolha dos
ovocitos. Os ovocitos isolados foram incubados a 37°C, 6% CO, e 5% O e,
posteriormente, desnudados para avaliacdo da maturaca@o nuclear. Apenas 0s ovocitos

maduros (MIl) foram criopreservados ou usados no ciclo a fresco.

5.2.4 Andlise de dados e analise estatistica

Foram registados os valores da idade da dadora, dose hormonal administrada, nimero
de dias de estimulacdo, numero de foliculos antes do desencadeamento, numero de
ovécitos recuperados, namero de ovocitos maduros (MIl) e imaturos (VG/MI) e
qualidade ovocitaria em cada ciclo de doacdo. Foram também registados os valores de
IMC, AMH e numero de dadoras com habitos tabagicos e maternidade prévia para
caracterizacdo da populagcdo. O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para avaliar a
normalidade das distribuicdes. As varidveis em estudo ndo apresentam uma distribuicao
normal, com a excecdo da idade. Como tal, foram utilizados testes ndo-paramétricos,
nomeadamente, o teste de Wilcoxon para amostras emparelhadas e o teste de
Friedman para andlise de variancia. Para a variavel idade (distribuicdo normal) foi
utilizado um teste T. A intensidade da relacdo entre duas variaveis foi calculada
utiizando o coeficiente de correlagdo de Spearman. O nivel de significAncia foi
estabelecido em p-value<0,05. A analise estatistica foi realizada com o software
Statal3, StataCorp.

5.3 Resultados e discussao

O presente estudo teve como principal objetivo perceber o potencial impacto, numa
populacdo de dadoras de ovOcitos, que ciclos sucessivos de hiperestimulacao

controlada dos ovarios tém nos parametros clinicos e laboratoriais obtidos.

A idade minima registada nos ciclos de doacéo foi de 19 anos e méxima de 32 anos; a
maioria das dadoras eram caucasianas, correspondendo a 84.3% da amostragem total,

11.8% tinham origem étnica mista; as restantes eram orientais ou africanas; a
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amostragem tinha como principais nacionalidades a portuguesa e a brasileira,
correspondendo a 55.0% e 43.1% da amostra, respetivamente; relativamente ao estado
civil, 15.7% das dadoras eram casadas; 78.4% das dadoras eram nuligestas; 31.4%
eram fumadoras; em relacdo a motivacdo primordial da mulher para participar num
programa de doacdo, as dadoras foram divididas em 4 grupos: altruismo (31.4%),
compensacdo econdémica (60.8%), conhecimento de pessoas com problemas de
fertilidade (3.9%) e outros motivos (3.9%).

Tabela 16. Andlise descritiva dos dados para dadoras submetidas a 2 ciclos de estimulagao ovérica (n=51), assim como
a significancia das diferencas para cada uma das variaveis entre os grupos (ciclo 1 vs ciclo 2). Dados apresentados como

média + desvio padrdo para varidveis continuas ou percentagem (frequéncia) para varidveis categoricas. NS, ndo

significativo; NA, ndo aplicavel; Teste de Wilcoxon para amostras emparelhadas.

Parametros Ciclo 1 (n=51) Ciclo 2 (n=51) P-value

Idade (anos) 25.0 + 3.7 25.6 + 3.6 <0.001
IMC (kg/m?) 23.8+35 - NA
AMH (ng/mL) 46+35 - NA

Dose total de estimulagdo (U1) 1901.0+501.6 2339.9 + 733.3 <0.001

Dias de estimulacéo (dias) 10.0+ 1.7 10.6 £ 2.0 0.026

Foliculos no trigger (n) 204+£9.1 2000+£79 NS
Ovacitos recuperados (n) 19.4+8.5 19.6 £9.2 NS
Ovaécitos Ml (n) 155+8.1 143+7.3 NS
Ovécitos imaturos (n) 35+27 3.7+28 NS
Qualidade ([)O\/Lc()r(]:i)';éria normal 52.9 (27) 64.7 (33) NS

A amostra incluiu mulheres que, voluntariamente, aderiram ao programa de doacéo de
ovocitos e que apds estudo clinico, genético e psicoldgico foram consideradas elegiveis
para avangarem até ao momento de estimulag&o ovérica, com posterior puncao folicular.
Foram apenas incluidas no estudo dadoras que realizaram até 3 ciclos consecutivos de
doacdo. Assim, excluiram-se do estudo 171 dadoras que no periodo analisado

realizaram apenas 1 ciclo de doagéo.

Os resultados apresentados na Tabela 16 dizem respeito a 2 ciclos consecutivos de
doacao de ovdcitos (n=51), nos quais a idade média das dadoras no primeiro ciclo foi
de 25.0 + 3.7 anos (idade compreendida entre os 19 anos e 0s 32 anos) e no segundo
ciclo de doacdo 25.6 + 3.6 anos (idade compreendida entre os 19 anos e os 33 anos).
Apesar de, em termos matematicos, terem sido encontradas diferengas estatisticamente

significativas entre as idades das dadoras em cada grupo (0 que era inevitavel),
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considera-se que em termos bioldgicos este resultado ndo tem qualquer relevancia, pois

a idade média do segundo grupo é ainda bastante jovem.

Clinicamente, a dose prescrita para o primeiro ciclo de doacdo estad diretamente
relacionada com os valores de AMH e o numero de foliculos antrais. Tendo como base
os resultados do primeiro ciclo relativamente a resposta folicular, nimero de ovdcitos
recuperados e maduros, houve uma necessidade de aumentar a dose num segundo
ciclo de estimulagdo, com vista a otimizar o ciclo de doacéo. Esta tomada de deciséo foi
evidente, quando analisada a dose total/ dias de estimulac&o, no 2° ciclo de estimulacéo
(Tabela 16). Nos restantes parametros (nimero de foliculos no trigger, nimero de
ovacitos recuperados, numeros de ovocitos maduros e de ovAcitos imaturos), os valores
mantiveram-se semelhantes ao longo dos 2 ciclos de doacao (Tabela 16). O mesmo foi
observado noutros estudos de ciclos consecutivos de doagédo de ovécitos (Caligara et
al., 2001; Jain et al., 2005; Serna & Garcia-Velasco, 2005), assim como em ciclos com
ovacitos proprios, quando excluiam a idade feminina (Hoveyda et al., 2002; Kolibianakis
et al., 2002; de Boer et al., 2004). Tais resultados permitem inferir que, apesar de existir
um aumento na dose total de gonadotrofinas e dias de estimulacdo, ndo ocorre uma
deplecéo da reserva ovérica ao longo dos ciclos de estimulagéo, ja que néo se verificou
uma diminui¢do do nimero de ovocitos recuperados.

Tabela 17. Andlise descritiva dos dados para dadoras submetidas a 3 ciclos de estimulagao ovérica (n=19), assim como
a significancia das diferengcas para cada uma das variaveis entre os grupos (ciclo 1 vs ciclo 2 vs ciclo 3). Dados

apresentados como média + desvio padrdo para variaveis continuas ou percentagem (frequéncia) para variaveis

categoricas. NA, ndo aplicavel; NS, nao significativo. Teste de Friedman para andlise de variancia.

Parametros Ciclo 1 (n=19) Ciclo 2 (n=19) Ciclo3(n=19) P-value
Idade (anos) 25.3+4.2 257+4.1 26.2+4.1 <0.001
Dose Total de estimulacdo
) 1901.3+548.3 2202.6+741.1 2219.7+551.0 0.005
Dias de estimulagéo (dias) 10.1+1.8 108+ 2.1 99+15 0.032
Foliculos no trigger (n) 21.3+8.5 224+7.0 20.8+6.6 0.043
Ovdcitos recuperados (n) 179+6.5 19.3+6.7 21.2+10.3 0.034
Ovécitos MII (n) 15.1+6.4 14.7 + 6.6 17.1+10.2 0.042
Ovécitos imaturos (n) 28+23 3.8+22 29+21 NS

Qualidade ovocitaria
68.4 (13) 63.2 (12) 73.7 (14) NS
normal [%(n)]

Quando analisados os resultados clinicos e laboratoriais obtidos dos 3 ciclos sucessivos

de doacéo, pode-se verificar a existéncia de uma diferenca estatisticamente significativa
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das idades ao longo do ciclo de doacéo (25.3 £ 4.2 — ciclo 1 vs 25.7 + 4.1 —ciclo 2 vs
26.2 + 4.1 — ciclo 3). Tal como referido anteriormente, considera-se que as diferencas
encontradas sdo inevitaveis e ndo tém significado bioldgico, dado que esta populagéo é
constituida apenas por mulheres saudaveis e que se encontram no seu pico de
fertilidade.

Analisando os dados relativamente a dose total de gonadotrofinas e nimero de dias de
estimulacdo, verificou-se haver diferencas estatisticamente significativas com um
aumento de dose de estimulagéo, que traduz as diferencas significativas em relacdo aos
parametros laboratoriais, com énfase no aumento do numero de ovdcitos recuperados
e maduros, sem comprometer a qualidade ovocitaria obtida. Os dados remetem-nos
para a existéncia de uma curva de aprendizagem para inferir a resposta a estimulacao
de uma dadora, de acordo com o estudo base realizado e com os resultados obtidos
nas primeiras dadivas. Mesmo conscientes que 0 aumento da dose de gonadotrofinas
poderia ter como consequéncia efeitos secundarios adversos (obrigatoriamente
registados as entidades componentes), no periodo em estudo ndo houve registo de
efeitos adversos a hiperestimulagao controlada dos ovarios, nomeadamente a OHSS.

E de sublinhar que o aumento da dose aplicada nos 3 ciclos de doag&o ndo aumentou
exageradamente o nimero de ovdcitos maduros obtidos. Pelo contrario, 0 nimero
médio de ovdcitos obtidos foi ao encontro do descrito na literatura, onde o nimero ideal
de ovécitos se centrou entre 12 e 18 ovdcitos, com vista a obter bons resultados nos

outcomes de ciclos de PMA (Law et al., 2021).

Tabela 18. Correlacdes (Spearmen) entre os diferentes parametros. Dados apresentados como Rho (p-value).

Parametros Foliculos no trigger Ovécitos Ovécitos MIl (n) Ovécitos imaturos
(n) recuperados (n) (n)

Idade (anos) -0.327 (0.019) -0.290 (0.039) -0.299 (0.033) -0.220 (0.121)

IMC (kg/m?) -0.124 (0.387) 0.082 (0.567) 0.026 (0.859) 0.043 (0.762)

AMH (ng/ml)  0.448 (<0.001) 0.444 (0.001) 0.429 (0.002) 0.060 (0.676)

Tabela 19. Correlag6es (Spearmen) entre o IMC e Dias de estimulagdo e Dose total. Dados apresentados como Rho (p-

value).

Rho (p-value) Dose Total (Ul) Dias de estimulacéo (dias)
IMC (kg/m?) 0.183 (0.198) 0.001 (0.992)

Quando estudadas as correlacbes entre os diferentes parametros evidenciados na

Tabela 18, é possivel verificar uma correlagdo negativa fraca entre a idade e o nimero
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de foliculos no dia do trigger (sem significado biolégico). O parametro da AMH
correlaciona-se positivamente (correlagdo moderada) com o numero de foliculos no
trigger, numero de ovocitos recuperados e com 0 nimero de ovocitos maduros obtidos.
Relativamente ao IMC, ndo foi encontrada qualquer correlacdo com o0s parametros
ovocitarios (Tabela 18), nem com os parametros de estimulacao ovocitaria, dose e dias

de estimulagéo (Tabela 19).

A AMH é uma hormona produzida pelas células da granulosa de foliculos pré-antrais
(Visser et al., 2006) e tem-se revelado um bom preditor da reserva ovarica. Num estudo
de Polyzos et al. (2012), com uma populacéo de dadoras submetidas a um protocolo de
estimulagdo curto com antagonista, verificou-se que os valores de AMH estavam
correlacionados (correlacdo moderada) com a resposta ovarica. Tal achado significa
que o aumento dos niveis de AMH doseados esta positivamente relacionado com o
namero de ovocitos recuperados apos puncdo folicular. Os resultados obtidos no nosso
estudo estdo alinhados com os de outros estudos publicados (La Marca et al., 2006;
Riggs et al., 2011; Hipp et al., 2020). Tais evidéncias intensificam a pertinéncia do
doseamento da AMH como marcador da reserva ovérica, permitindo a extrapolagéo da

resposta ovocitaria da dadora em ciclo.

No periodo a que se refere este estudo nédo foi encontrada uma correlagéo entre o IMC
e 0s parametros ovocitarios (Tabela 18), assim como entre a dose e numero de dias de
estimulacao ovarica (Tabela 19). Tal achado pode ser devido ao facto de 73% da nossa
populacdo de dadoras apresentarem um IMC normal, isto é, entre 18.5 kg/m? e 29.9
kg/m? e apenas 27% possuirem um IMC superior a 25 kg/m? (sobrepeso) (Tabela 18 e
19). A literatura que aborda esta tematica ndo é consensual. Num estudo que avaliou o
impacto do IMC das dadoras em ciclos de doacdo néo foi encontrada uma correlacao
entre o aumento do IMC e a dose de gonadotrofinas administrada (E. R. Cardozo et al.,
2016). No entanto, no estudo publicado por Wittemer et al. (2000) concluiu-se que, nos
casos em que o IMC era >25 kg/m? ou <20 kg/m?, quando prescrito um protocolo de
estimulagcédo curto com antagonista, as dadoras necessitavam de uma maior dose de
estimulagdo para o desenvolvimento folicular. Apesar de, mesmo assim, se

recuperarem menos ovécitos quando comparado com dadoras com IMC normal.

5.4 Conclusao

A doacao de ovocitos é uma préatica de extrema importancia, ja que permite a resolucao

de problemas de infertilidade na auséncia/ma qualidade de gametas proprios.
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A aquisicao de conhecimento da resposta das dadoras a estimulacdo ao longo dos 3
ciclos de doagao, permitiu aumentar a dose de gonadotrofinas administradas
contribuindo de forma positiva no nimero de ovdcitos recuperados sem comprometer a

gualidade dos gametas.

Efeitos secundérios decorrentes da hiperestimulacdo controlada dos ovarios,
nomeadamente quadros de OHSS, manteve-se a zero ao longo dos ciclos, mesmo com
o0 aumento da dose de gonadotrofinas, o que nos permite inferir que o processo de

doacéo de gametas € seguro e nao compromete o estado de saude geral da dadora.

No futuro, é importante aumentar o nimero de ciclos incluidos na amostra com vista a
aumentar a robustez dos resultados obtidos, de forma a corroborar (ou ndo) os achados
do presente estudo. Para além disso, seria interessante cruzar os ciclos das dadoras
com os ciclos das respetivas recetoras, isto é, analisar os resultados das sucessivas
doacdes nos desfechos dos ciclos das recetoras (taxa de fecundacgdo, taxa de

blastocisto, taxa de implantagéo e de gravidez).
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6.Consideracoes finais

Os grandes avancos na préatica clinica e laboratorial ao nivel da Procriacdo
Medicamente Assistida revolucionaram a medicina no ambito da infertilidade, e
possibilitaram o diagnéstico e tratamento de inUmeras causas de infertilidade, que
outrora eram irreversiveis. Ao longo dos anos foram otimizados os diferentes protocolos
de estimulacdo ovérica, assim como, protocolos de processamento espermatico,
metodologia cirdrgica de recolha espermética, técnicas laboratoriais, como a llU, FIV a
ICSI, a possibilidade de criopreservacdo de gametas e até mesmo de embrides. Todos
estes tratamentos tém como grande finalidade a concretizacdo do sonho de conceber
um bebé. No mundo da PMA, todos os dias existe uma nova descoberta, uma nova
aprendizagem é feita, um novo ciclo é iniciado e outro terminado. A realizagdo deste
estagio permitiu uma maior certeza sobre o meu futuro profissional, ser Embriologista e

fazer parte da realizacao do sonho de alguém.

Durante o periodo de estagio foi-me possivel o desenvolvimento de competéncias
laboratoriais esséncias para a pratica das técnicas inerentes a Procriacdo Medicamente
Assistida. Inicialmente, o estagio consistiu na observacdo cuidada e meticulosa das
praticas laboratoriais realizadas pelos embriologistas residentes. De um modo gradual,
foi-me concedida a pratica de algumas técnicas laboratoriais. Tive a oportunidade de
realizar de forma autbnoma, mas com supervisao, as seguintes técnicas laboratoriais:
preparacdo de meios, espermogramas, procura de espermatozoides recolhidos via
biopsia testicular, processamento de amostras esperméaticas para uso em ciclos de 11U,
FIV ou ICSI e criopreservagao espermatica; no que respeita aos gametas femininos, tive
oportunidade de realizar autonomamente a pesquisa de ovdécitos no seio do liquido
folicular, desnudacéo ovocitaria, avaliagdo da maturidade e morfologia ovocitaria, e a
sua vitrificac&o; foi-me possibilitado o treino da técnica de ICSI com ovécitos imaturos,
e no periodo final tive a oportunidade de realizar a técnica em ovocitos maduros; fui
capaz de avaliar a fecundacdo e acompanhar e avaliar o desenvolvimento embrionario,
e colaborar na decisdo sobre qual o melhor embrido a ser transferido e/ou
criopreservado, assim como, fui capaz de realizar a vitrificagdo embrionaria; pude,
também, realizar a técnica de transferéncia embrionéaria. A Tabela 20, apresenta o meu
logbook, com a estimativa do numero de procedimentos e técnica laboratoriais

realizadas, ao longo do estagio.

Uma parte essencial de um laboratério de PMA, é também o controlo de qualidade, no

qual também colaborei, nomeadamente na determinacdo da temperatura das
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superficies das camaras de fluxo laminar, assim como, da esta¢do do microscopio 6tico
invertido; verificar o nivel de azoto nos tanques de armazenamento de gametas e
embrides e sempre que necessario proceder ao enchimento dos mesmos; determinacao
de pH dos meios; manutencao de incubadoras e camaras de fluxo laminar com mudanca
de agua e filtros, respetivamente; e por fim, na manutencdo de stocks de meios e
consumiveis.

Tabela 20. Logbook durante o periodo de estagio na clinica Procriar- Centro de Obstetricia e Medicina da Reproducéo
do Porto (28 de setembro de 2020 a 29 de setembro de 2021).

Técnicas laboratoriais N
Espermograma >70

Processamento de amostra espermatica para uso em ciclo  >50
Criopreservacéo de gametas masculinos (proprios/dadores) >65
Isolamento de espermatozoides de bidpsia testicular 2
Pesquisa, recolha e processamento de ovécitos pos-puncdo >20
21 ovdcitos maduros
ICSI o
microinjetados
Avaliacdo da fecundacéo >20

Classificagdo morfocinética do desenvolvimento embrionario >20

Transferéncia embrionéaria 3
Vitrificag@o ovocitaria 2 ovocitos
Vitrificagdo embrionéria >20
Desvitrificac@o ovocitaria 2 ovocitos
Desvitrificacdo embrionéria >15

Bi6psia embrionaria 0
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