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Resumo

O mecanismo de reproducdo humana, no qual estd envolvida a etapa de fertilizacdo e o
desenvolvimento de uma gravidez de forma natural, corresponde a um processo complexo e
demorado com apenas 20% de probabilidade de sucesso a cada ciclo reprodutivo. Este
acontecimento implica a unido dos gdmetas feminino € masculino, com o propdsito da obtencdo de
um embrido capaz de se desenvolver corretamente, pelo que qualquer dificuldade poderd

inviabilizar o sucesso na obtencdo de uma gravidez clinica e consequente descendéncia.

De acordo com a Organizagdo Mundial da Salde, a Infertilidade € considerada um problema
de salde publica com incidéncia mundial em cerca de 186 milhdes de pessoas, compondo uma
questdo preocupante para a manutencdo da demografia da sociedade contemporanea. A
infertilidade € vista como um problema conjugal, com énfase em fatores de origem feminina,
masculina, conjunta ou idiopdtica, podendo esta derivar de fatores patoldgicos, congénitos ou

mesmo de fatores extrinsecos ambientais.

A Procriagdo Medicamente Assistida é considerada uma drea em rdpida expansdo e surge
como o conjunto de técnicas e tratamentos que possibilitam o sucesso em alcangar uma gravidez
em casais inférteis, evitando as possiveis barreiras que dificuttam uma concecao de forma natural. O
Espermograma € considerado um dos principais pontos de partida nas técnicas de procriagao
medicamente assistida, na medida em que a avaliagdo dos pardmetros espermdticos permite um
estudo aprofundado de fatores de infertiidade masculina, auxiliando na definicdo do melhor plano
de tratamento a adotar. Para uso dos gdmetas masculinos em técnicas como a Injecdo
Intracitoplasmdtica de Espermatozoide e Inseminagdo Intrauterina, torna-se necessdrio o prévio
processamento da amostra seminal, com o objetivo de mimetizar todos os acontecimentos

bioquimicos de maturacdo espermdtica que ocorrem in vivo, precedentes a fertilizacdo.

Durante a realizacdo do estdgio curricular em Procriagdo Medicamente Assistida,
acompanhou-se permanentemente os trabalhos executados no laboratdrio da Ferticentro, de
modo a compreender e integrar a rotina laboratorial desta instituicdo, tendo como énfase principal
o laboratério de Andrologia, onde foram executados protocolos de avaliacdo de pardmetros
espermaticos, processamento de gametas para procriagdo medicamente assistida e criopreservagao
de espermatozoides, no qual se garantiu a aquisicdo de competéncias profissionais tedricas e

préticas necessdrias ao desempenho em qualquer laboratdrio de andrologia no futuro.
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Abstract

The human reproduction mechanism is composed by a fertilization step and the
development of a pregnancy, which, when done in a natural way correspond to a complex and
time-consuming process with only a 20% probability of success in each reproductive cycle. This
event implies the union of the female and male gametes, with the purpose of obtaining an embryo
capable of developing correctly, so any difficulty could make the success in obtaining a clinical

pregnancy and consequent offspring unfeasible.

According to the World Health Organization, Infertility is considered a public health
problem with a worldwide incidence in about 186 milion people, composing a worrying issue for
the maintenance of the demography of contemporary society. Infertility is seen as a marital
problem, with emphasis on factors of female, male, joint or idiopathic origin, which may derive from

pathological, congenital, and environmental factors.

Medically Assisted Reproduction is considered a rapidly expanding area and emerges as the
set of techniques and treatments that make possible to successfully achieve a pregnancy in infertile
couples, avoiding the possible barriers that make it difficult to conceive naturally. The Spermogram
is considered one of the main starting points in assisted reproduction techniques, as the evaluation
of sperm parameters allows an in-depth study of male infertility factors, helping to define the best
treatment plan to adopt. For the use of male gametes in techniques such as Intracytoplasmic Sperm
Injection and Intrauterine Insemination, prior processing of the seminal sample is necessary, to mimic

all the biochemical events of sperm maturation that occur in vivo, prior to fertilization.

During the curricular internship in Medically Assisted Reproduction, there was constant
participation on all the tasks carried out in the Ferticentro laboratory, either observational or
practical, in a way to understand and integrate the laboratory routine of this institution, with the
main emphasis on the Andrology laboratory, where evaluation protocols were carried out. Among
others, duties like the analysis of sperm parameters, gamete processing for medically assisted
procreation and sperm cryopreservation, ensured the acquisition of theoretical and practical

professional skills necessary for any andrology laboratory work in the future.
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Obijetivos

O presente relatério diz respeito a um estdgio curricular prdtico-pedagdgico realizado na
clinica de fertilidade Ferticentro em Coimbra, no ambito do 2° ano do Mestrado em Bioquimica da
Universidade de Coimbra, cujo objetivo principal se baseou em complementar a formagdo

académica e ainda transpor esta formagdo para um tipico ambiente profissional.

Objetivos mais especificos incluiram proporcionar um contacto préximo com as dreas da
Embriologia e Reprodugdo Medicamente Assistida, através da aquisicdo de competéncias
laboratoriais e cientfficas, experienciando situa¢des reais do quotidiano e desenvolvendo
capacidades técnicas de execuc¢dao dos procedimentos realizados nos laboratdrios de PMA. A
componente prdtica incidiu maiontariamente no laboratério de andrologia, onde se teve como
objetivo a obtengdo de autonomia no estudo e andlise dos parametros espermdticos, preparagao
dos gdmetas masculinos para inseminacdo artificial, fertilizagdo in vitro e ainda criopreservacdao de
gametas masculinos. Nos laboratérios de embriologia e criobiologia, teve-se como objetivo o
contacto observacional com as metodologias aplicadas na preparacdo de gdmetas femininos para
uso em PMA, assm como as técnicas utilizadas na criopreservacdo de ovdcitos e embrides,

envolvendo a dindmica do banco de gadmetas e o seu respetivo armazenamento e manutencdo.

O desenvolvimento de competéncias interpessoais e sociais também foi um dos objetivos da
realizacdo deste estdgio curricular, na medida em que é permitida uma aproximacdo com o
contexto socioprofissional necessdrio para melhor desempenhar as funcdes profissionais futuras,
estimulando a capacidade de comunicacdo e trabalho em equipa, independéncia de trabalho e

flexibilidade de pensamento.
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l. Introducao

|. Diferenciacao Sexual

Durante a reproducao humana é fundamental que o desenvolvimento embriondrio envolva
um conjunto de mudancas morfoldgicas sexuais essenciais para a distincdo entre individuos
femininos e masculinos. A determinacdo e diferenciacdo do sexo gonadal do embrido estd
dependente da expressio do gene sex determining region Y (SRY) presente no brago curto do
cromossoma Y. Este gene codifica o fator de transcricdo testis-determining factor (TDF) que tem a
funcdo de se ligar ao DNA de genes essenciais para iniciar o desenvolvimento sexual masculino,

nomeadamente o desenvolvimento dos testiculos (Sadler, 2016; Silverthorn, 2019).
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Figura |: Diferenciagio sexual do trato reprodutivo humano no desenvolvimento embrionario. A:
Representagio esquematica do aparelho reprodutor indiferenciado. B: Desenvolvimento masculino, com
regressao dos ductos de Miiller e diferenciagido dos ductos de Wolff. C: Desenvolvimento feminino, com
regressio dos ductos de Wolff e diferenciagao dos ductos de Miiller. Adaptado de (Sherwood & Ward,
2019).

Apds a diferenciacdo dos testiculos, dd-se o inicio da segregacdo de hormonas como a
hormona Anti Mulleriana (do inglés Anti-Millerian Hormone, AMH), produzida pelas células de

Sertoli e a hormona testosterona, libertada pelas células de Leydig. A hormona AMH serd
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responsdvel pela regressio dos ductos genitais de Miller no embrido masculino, e a hormona
testosterona, em conjunto com a di-hidrotestosterona (DHT), atuard como um potenciador para o
desenvolvimento dos ductos genitais de Wolff nas estruturas sexuais secunddrias masculinas como
os epididimos, os ductos deferentes, os ductos ejaculatérios, as vesiculas seminais, a prostata e ainda

toda a genitdlia externa (Figura 1) (Sadler, 2016; Sharma et al., 2017).

Contrariamente, perante uma auséncia do gene SRY, ocorre a formacgdo e diferenciagdo dos
foliculos primordiais que dardo origem aos futuros foliculos ovdricos. Sob auséncia de testosterona,
ocorre o desenvolvimento dos ductos de Miller que culminard na formacdo das trompas de
falépio, do Utero, do cérvix e da parte superior da vagina. Simultaneamente, a auséncia da hormona

AMH promove a regressao dos ductos de Wolff (Figura I) (Sherwood & Ward, 2019).

2. O Sistema Reprodutor Masculino

O aparelho reprodutor masculino possui duas grandes fungdes, nomeadamente a produgao
de espermatozoides e a entrega do esperma ao trato reprodutor feminino. Este encontra-se
organizado em &érgdos primdrios que correspondem ao par de testiculos e em Srgdos secundarios,
que podem pertencer a genitdlia externa da qual faz parte o pénis e o escroto, ou a genitdlia
interna, onde se encontra o trato reprodutivo organizado num sistema de ductos, nomeadamente
dois epididimos, dois ductos deferentes e a uretra. Também pertencem a genitdlia interma as
glandulas sexuais anexas ou acessorias, especificamente as duas vesiculas seminais, a prostata e as

glandulas bulbouretrais (Figura 2) (Shier et al, 2018).

Ureter

Bexiga urinaria )
Intestino grosso

Pubis
Vesicula seminal
Ducto : »
deferente Ducto ejaculatério
Prostata
Uret Glandula
retra bulbouretral
Corpo cavernoso Diafragma
Corpo esponjoso urogenital
Pénis Anus
Epididimo
Glande .,
Praiic Testiculo
replcio
. Escroto

Figura 2: Seccio sagital do aparelho reprodutor masculino, evidenciando os érgaos primarios, os 6rgaos
secundarios com o sistema de ductos e as glandulas sexuais anexas. Adaptado de (Shier et al., 2018).

O escroto é um saco externo no qual os testiculos se deslocam durante o desenvolvimento

embriondrio. O facto dos testiculos se encontrarem fora do corpo humano permite que a
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temperatura no interior das gdnadas seja 2 a 3°C abaixo da temperatura corporal, essencial para a
realizacdo eficiente da espermatogénese, uma vez que este processo € considerado termo sensivel
(Silverthorn, 2019). A posicdo do escroto pode ser mediada através da contracdo reflexa dos
musculos escrotais, que aproximam o escroto do abddmen perante um ambiente mais frio, e
inversamente em ambientes mais quentes promovem um relaxamento deste drgdo para que Os

testiculos se afastem do corpo quente (Sherwood & Ward, 2019).

Os testiculos sdo um par de estruturas ovoides que se encontram externos a cavidade
abdominal, no interior do escroto. Sdo revestidos por trés tinicas, sendo que a tdnica mais interna
se encontra proxima de uma enorme rede de tubulos seminiferos compactados, local onde se dd a
espermatogénese. Cada testiculo encontra-se dividido através de septos e apresenta cerca de 250
I6bulos, podendo ter até 4 tubulos seminiferos cada (Shier et al, 2018). Estes tubulos convergem na
rede testls, podendo observar-se intratubularmente um epitélio estratificado com células
espermatogénicas em diversas etapas de desenvolvimento e células de Sertoli. No espaco peri
tubular € possivel encontrar vasos sanguineos, células do tecido conjuntivo, células de Leydig,

fibroblastos, macrdfagos e ainda células mioides (Figura 3) (Neto et al, 2016; Silverthorn, 2019).
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Figura 3: Esquema representativo do testiculo e do interior dos tubulos seminiferos, com o respetivo
desenvolvimento das células espermdticas, desde a lamina basal até ao lumen do tubulo seminifero.
Adaptado de (Darszon et al., 2005).

Apds o desenvolvimento da espermatogénese, os espermatozoides em conjunto com
secre¢Oes das células de Sertoli sio conduzidos ao epididimo que se encontra na parte externa do
testiculo. Nesta etapa os espermatozoides sdo imdveis, pelo que se deslocam com o auxilio de
movimentos peristdlticos. Esta passagem epididimal pode durar 10 a |5 dias, sendo fundamental
para que ocorra a maturacdo destas células, possibilitando que os espermatozoides adquiram
motilidade e proteinas essenciais para fertilizar o ovdcito, assim como obtenham uma maior

resisténcia ao pH e a temperatura a que estdo sujeitos durante todo o processo (Dhole & Kumar,
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2017b; Shier et al, 2018). Simultaneamente, os cilios epididimais absorvem também o fluido
testicular, assm como fagocitam espermatozoides anormais e corpos residuais remanescentes que
ndo tenham sido removidos pelas células de Sertoli. Os espermatozoides ao safrem do epididimo
devem possuir uma motilidade rdpida e progressiva, caracterizada por curvas lineares e simétricas
com baixa amplitude. Seguidamente, dirigem-se pelos ductos deferentes, entrando na cavidade
pélvica e terminando posteriormente & bexiga. E neste momento que os gdmetas masculinos se

envolvem com as secre¢des das glandulas sexuais anexas, formando o esperma.

A prdstata € uma glandula exdcrina masculina composta por vérios Iébulos que circundam a
parte proximal da uretra. Esta é controlada hormonalmente e € essencial para a composicao do
esperma, nomeadamente com a sua contribuicdo de secrecdes prostdticas dcidas nutritivas para os
espermatozoides, com especial énfase na secrecdo do antigénio especifico da prdstata (do inglés,
Prostate Specific Antigen, PSA), uma enzima que auxilia na liquefagdo do esperma, mantendo a
capacidade de motilidade dos espermatozoides (Gupta & Kumar, 2017). Apds a libertagdo do fluido
espermdtico nos ductos deferentes, este alcanca o liquido prostdtico e a secrecdo vinda da vesicula

seminal, no ducto ejaculatério.

As vesfculas seminais sdo um par de gladndulas responsdveis por libertar o liquido seminal
alcalino, capaz de neutralizar a acidez do trato reprodutor feminino. Jd as glandulas bulbouretrais (ou
glandulas de Cowper) sdo responsaveis por libertar um fluido incolor pré ejaculatério que auxilia na
lubrificagdo do pénis em preparagao para a relagdo sexual e também retira a acidez remanescente

na uretra proveniente da urina (Shier et al, 2018).

O pénis é um drgdo cilindrico cuja fungdo se baseia em depositar o esperma no aparelho
reprodutor feminino e também transportar a urina para o exterior do corpo humano. Para tal, faz
uso da uretra, um canal no seu interior rodeado pelo corpo esponjoso e pelos corpos cavernosos.
Na sua extremidade € possivel encontrar a glande e o prepudcio, uma zona que contém recetores
sensoriais para a estimulagdo sexual. Na sua extremidade encontra-se o orificio da uretra (Figura 2)
(Shier et al, 2018).

2.1. Espermatozoide

O espermatozoide é considerado a célula principal do sistema reprodutor masculino, pelo
que no seu estado funcional deve apresentar-se com uma forma semelhante a um girino, com cerca
de 50-60 ym de comprimento. E composto por uma cabeca oval, achatada e prolongada, uma peca

intermédia cilindrica e um flagelo alongado (Figura 4).

Na cabeca encontra-se o nudcleo com DNA paterno, acompanhado na porgao superior pelo
acrossoma, essencial para a fertilizagdo. Esta possui cerca de 4 um de comprimento e encontra-se
organizada, do interior para o exterior, em: nlcleo, envelope nuclear, teca peri nuclear, acrossoma e
membrana plasmidtica. O nlcleo encontra-se altamente condensado, com o seu DNA envolvido
maioritariamente em protaminas. O envelope nuclear compreende duas membranas, no entanto,

durante a espermiogénese a sua espessura diminui de acordo com a condensacdo do nucleo. Possui
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ainda uma por¢do excedentdria que facilita a hiperativacdo do gameta, através do fornecimento de

reservatérios intracelulares de cdlcio (Sharma & Kumar, 2017).
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Figura 4: Representacio estrutural do espermatozoide humano, evidenciando as suas partes principais,
nomeadamente a cabega, peca intermédia e cauda. Adaptado de (Darszon et al., 2005).

O acrossoma é derivado do complexo de Golgi durante a espermiogénese e constitui uma
estrutura que protege a cabeca do espermatozoide. Encontra-se delimitado por duas membranas,
pelo que a membrana mais externa sofre desintegracdo aquando da reagdo acrossdmica (RA). No
interior do acrossoma permanecem diversas enzimas hidrolfticas capazes de destruir as células da
corona radiata e da zona pellcida, permitindo assim que o espermatozoide penetre no ovécito.
Mais especificamente, € possivel encontrar acrosina, uma serina protease que auxilia na penetracao
da zona peldcida através da sua lise, a acrogranina que atua na adesdo a zona pelicida, e ainda

hidrolases dcidas e hialuronidases (Sharma & Kumar, 2017).

Exteriormente ao envelope nuclear estd presente a teca peri nuclear, formada por proteinas
que integram o citoesqueleto da cabega espermdtica, dando-lhe estrutura. Encontra-se dividida em
trés segmentos: sub-acrossomal, equatorial e pds-acrossomal (Figura 4). Estes segmentos fundem-se
com as membranas acrossomais e com a membrana plasmdtica do espermatozoide, sendo
considerados importantes uma vez que possuem recetores que irdo ligar a cabeca do
espermatozoide a zona pellcida do ovdcito, e ainda protefnas de sinalizacdo que irdo potenciar o
inicio do desenvolvimento do zigoto, nomeadamente através da ativagdo do ovdcito para que seja
retomada a divisio meidtica, ocorra a formacdo dos pronucleos e se dé inibicdo da polispermia
(Sharma & Kumar, 2017).

7

A cauda ou flagelo € essencial para 0 movimento espermdtico, sendo fina e extensa, pelo
que possui um esqueleto central, o axonema. Este consiste num conjunto de microtibulos
organizados num sistema de 9+2, sendo 9 dupletos exteriormente e 2 microtlbulos na zona

central, que se interligam pelo raio radial. Cada um destes microtdbulos é formado por
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heterodimeros o e B da proteina tubulina. Quando estas se associam formam os protofilamentos
(Gilbert & Barresi, 2020). Os microtibulos dos dupletos possuem filamentos de tubulina de forma
desigual, um com Il filamentos e outro com |3 filamentos. Aos dupletos estd ligada a proteina
dinefna, uma ATPase que hidrolisa a adenosina trifosfato (ATP) e produz uns prolongamentos que
ao se moverem geram a forca e energia mecénica necessdria para o movimento dos restantes

dupletos, causando o movimento ao flagelo (Figura 5) (Sharma & Kumar, 2017).

Espermatozoide
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Figura5: Corte transversal de um flagelo espermatico, evidenciando o interior do axonema, com o seu
sistema 9+2 de microtibulos e respetiva composi¢iao dos protofilamentos de tubulina. Adaptado de
(Gilbert & Barresi, 2020).

Exteriormente, o axonema € protegido por fibras densas, e mais externamente por uma
coluna fibrosa, que forece rigidez e resisténcia a cauda (Shier et al, 2018). As fibras densas sdo
formadas durante a espermiogénese e incorporam no seu interior ides zinco, proveniente
maioritariamente da secrecdo prostdtica. Durante a maturagao do espermatozoide no epididimo,
mais de 60% do zinco intracelular € removido, tomando estas fibras densas mais rigidas. Tal
acontecimento estd associado aos movimentos progressivos do espermatozoide em forma de
chicote. A eliminacdo dos ides zinco é um passo essencial para o gdmeta adquirir motilidade

progressiva (Sharma & Kumar, 2017).

O flagelo possui quatro estruturas que rodeiam o axonema, detalhadamente: a peca de
conexdo, a peca intermédia, a peca principal e a peca terminal (Figura 4). A peca de conexdo possui
0,5 um de comprimento, encontra-se ligada & membrana externa do envelope nuclear e é
responsdvel por ancorar as fibras densas a base do flagelo. Nela estdo presentes os centriolos
proximal e distal do espermatozoide. Os centriolos, em conjunto com a matriz pericentriolar,
formam o centrossoma masculino. Esta estrutura € importante na ativagdo do desenvolvimento,
visto que as protefnas do centrossoma masculino se fundem com as protefnas do centrossoma
feminino, formando um conjunto de microtibulos conhecido como dster. O dster é necessdrio para
orientar os movimentos e a unido dos pronucleos feminino e masculino. Defeitos ao nivel do

centrossoma espermdtico poderdo culminar em infertilidade masculina (Sharma & Kumar, 2017).

Técnicas de Procriacao Medicamente Assistida: O Contexto Laboratorial da Infertilidade Masculina |7



A peca intermédia é uma estrutura com 7 pm de comprimento, que no seu interior possui 0
axonema rodeado por uma bainha mitocondrial que forma uma hélice estrutural com vdrias
mitocdndrias condensadas. Esta bainha € responsdvel por fornecer energia para que o
espermatozoide se mova ao longo do trato genital feminino. A peca principal € o segmento mais
longo, com 40 um de comprimento e é composta por duas colunas fibrosas a rodear as fibras
densas e o axonema. Por fim, a peca terminal constitui 5 a 7 ym de comprimento do total da cauda
(Sharma & Kumar, 2017). O espermatozoide é caracterizado por possuir o minimo citoplasma
possivel, uma vez que esta célula apesar de carregar o material genético consigo, requer uma

elevada compactacdo para que se consiga movimentar de forma eficaz (Sherwood & Ward, 2019).

2.2. Espermatogénese

A formacdo de um espermatozoide implica uma complexa variedade de processos, todos
necessarios para obten¢do deste gdmeta no seu estado maduro e funcional. A producdo de
espermatozoides, denominada espermatogénese, € um processo ciclico, com duragdo aproximada
de 42-76 dias/ciclo, tendo inicio na puberdade e prolongando-se até a morte do individuo (Neto et
al, 2016). Esta ocorre em colunas, desde a zona mais externa do tdbulo seminifero até ao limen e
pode ser dividida em 4 etapas, nomeadamente: a fase proliferativa, a fase meidtica, a

espermiogénese e a espermiagdo (Dhole & Kumar, 2017a).

As células germinativas que se formam na vida intrauterina sdo consideradas células
indiferenciadas, sendo que aquando do nascimento de um individuo do sexo masculino estas
proliferam por mitose, aumentando em nudmero, originando as espermatogdnias. Seguidamente,
estas mesmas células interrompem o processo de mitose, e em conjunto com as génadas mantém-
se quiescentes até ao periodo da puberdade, momento em que a mitose das espermatogdnias &

retomada (Neto et al, 2016).

Nesta etapa do desenvolvimento masculino podem observar-se dois tipos de células na zona
basal dos tdbulos seminiferos: as espermatogdnias de tipo A e de tipo B. As espermatogdnias tipo
A sdo responsdveis pela sua prépria manutencdo e contihua proliferacdo através da mitose,
enquanto as espermatogdnias de tipo B sdo responsdveis por proliferar em espermatdcitos
primdrios. Desta forma, a espermatogénese € assegurada durante toda a vida do individuo. As
células germinativas encontram-se em contacto préximo com as células de Sertoli, células de
formato irregular e comprido que possuem ramificacdes citoplasmdticas aptas para envolver as
células germinativas e potenciar a sua migracao durante as diferentes fases da espermatogénese.

(Figura 3 e Figura 6) (Neto et al, 2016).

Estas células ramificadas encontram-se unidas umas as outras por jungdes oclusivas continuas
(do inglés tight junctions) que permitem dividir o interior do tdbulo seminffero em dois
compartimentos: a zona Basal e a zona Adluminal. As espermatogdnias e espermatdcitos primarios
permanecem na zona basal, pelo que todos os estdgios consequentes de diferenciagdo se
apresentam na zona adluminal, ndo tendo contacto com a zona basal. Esta diferenca de zonas criada

pelas células de Sertoli designa-se Barreira Hemato Testicular (BHT), sendo a sua presenca essencial
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para o ambiente seguro e estdvel em que se dd a espermatogénese, nomeadamente para a
prevencdo da entrada de toxinas e moléculas de elevado peso molecular nos tdbulos, e ainda torna
as células espermatogénicas imunoprotegidas, uma vez que as espermatogdnias e 0s
espermatdcitos possuem antigénios que podem ser reconhecidos como non-self e desencadear
uma resposta imune. Desta forma, a BHT impede a entrada de leucdcitos e anticorpos no
compartimento adluminal. Esta barreira estd em constante transformacdo, sendo bastante flexivel
para permitir a passagem das células germinativas do compartimento basal para o adluminal, através
da constante quebra e recuperagdo das jungdes oclusivas (Dhole & Kumar, 20173a). Devido a
existéncia desta barreira e da lamina basal, o liquido luminal possui uma composicado muito distinta
do liquido intersticial, apresentando baixas concentragdes de glicose e elevadas concentragdes de

hormonas esteroides (Silverthorn, 2019).

} Ldmen

Corpos
residuais
citoplasmaticos

Espermatideos

Células de
Sertoli Espermatdcitos
primarios
Células de
Leydig

Espermatogénias Célula mioide Lamina basal

Figura 6: A. Tubulos seminiferos do testiculo. Pode visualizar-se o epitélio germinativo (EG) contendo as
células espermatogénicas nas diversas etapas de desenvolvimento e o lumen dos tubulos (L). Tecido
intersticial assinalado com a seta. Fotomicrografia corada com Hematoxilina-Eosina sob objetiva de
pequeno aumento (4X). B. Espermatogénese. Na base do tubulo seminifero encontram-se
espermatogodnias e células de Sertoli. Os espermatideos nafase da espermiogénese apresentam-se com
um nucleo denso e alongado. Fotomicrografia corada com Hematoxilina-Eosina sob objetiva de grande
aumento (40X). Adaptado de (Junqueira & Carneiro, 201 3).

Além da criacdo da BHT, as células de Sertoli apresentam diversas outras func¢des,
nomeadamente a producdo da hormona AMH durante o desenvolvimento embriondrio, a
conversao da hormona testosterona em DHT, a segregacdo de inibina e ainda a nutricdo dos
espermatozoides. A segregacdo da proteina de ligacdo a androgénios (do inglés Androgen Binding
Protein, ABP) € uma funcdo essencial destas células, uma vez que permite regular a

biodisponibilidade da testosterona no Iimen dos tdbulos seminiferos, mantendo uma concentragdo
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elevada desta hormona essencial para a espermatogénese, uma vez que esta hormona facimente se
difunde na membrana plasmdtica. Atuando como macrdfagos, as células de Sertoli possuem
também a capacidade fagocitar espermatogdnias apds longos perfodos de abstinéncia sexual ou
mesmo detritos resultantes da espermatogénese. Este mecanismo de protecdo € considerado
relevante pois a presenca de células mortas no Iimen dos tdbulos leva 2 libertagdo de conteldos

nocivos que afetam negativamente a producdo de espermatozoides (Neto et al, 2016).

Através da divisdo mitdtica das espermatogdnias tipo B, sdo obtidos espermatdcitos
primdrios que atravessam a BHT para a zona adluminal e procedem a duplicagdo do DNA como
preparagdo para a entrada em meiose. Da primeira divisdo meidtica resultam dois espermatdcitos
secunddrios, com o conteddo cromossémico reduzido para metade e na segunda divisdo sao
obtidos um total de quatro espermatideos redondos haploides (Siverthorn, 2019). Todas as
divisdes celulares desde o estado de espermatdcito primdrio até espermatideo sdo incompletas,
uma vez que as células partiham material citoplasmdtico, permanecendo ligadas umas as outras para

que se dé um desenvolvimento sincrono (Figura 6) (Junqueira & Carneiro, 2013).

Seguidamente, os espermatideos entram na fase da Espermiogénese, que corresponde a
etapa final de diferenciagdo dos espermatideos redondos, que vao ficando mais alongados dando
origem a espermatozoides maduros. O objetivo desta etapa baseia-se em transformar o
espermatideo numa célula apta que seja libertada no Iimen do tdbulo seminffero, e para tal
acontecer ocorrem diversas transformac¢des morfoldgicas, como forma de torar esta célula menos

volumosa e facilitar o seu movimento.

Inicialmente, o DNA deixa de estar envolvido em histonas para ser rodeado por protefnas
de transicdo, que posteriormente serdo substituidas por protaminas, proteinas de reduzido peso
molecular que condensam eficazmente a cromatina do espermatozoide, reduzindo o seu volume
celular e tornando a sua cabeca mais hidrodindmica. Por um lado, a atividade de transcricio desta
célula vai diminuindo com o evoluir da espermiogénese, devido a elevada compactagdo nuclear, no
entanto cerca de 5-10% do DNA manter-se-d envolvido em histonas, e cré-se que contribui para a
expressdo proteica de genes essenciais para o desenvolvimento embriondrio numa fase inicial, apds
fertlizacao. Quando o espermatozoide penetra o ovdcito e entra no ooplasma, as protaminas sdo
substituidas por histonas fornecidas pelo ovécito, e caso ocorra algum erro nesta substituicao, pode
ser reparado pelo ovdcito, no entanto, se os danos excederem a capacidade de reparagdo do
gdmeta feminino, poderd evidenciar-se um caso de infertiidade (Chohan et al, 2006; Hao et al,
2019; Rathke et al, 2013).

Ainda no nucleo, ocorre a formacdo do acrossoma através de granulos do complexo de
Golgi. Simuttaneamente, centriolos migram para a superficie da célula no pdlo oposto, onde ocorre
a formagdo do axonema, com o conjunto de microtibulos que formam o eixo central do flagelo.
Ocorre uma acumulagdo de mitocdndrias na zona proximal do flagelo que constituird a peca
intermédia. Consecutivamente, dd-se a fagocitose do citoplasma desnecessdrio pelas células de
Sertoli e a ocorre uma reorientacdo do espermatideo, cujo nucleo se localiza em direcao a lamina

basal do tubulo seminffero, permitindo a extensio do flagelo para o Iimen do tibulo (Hao et al,
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2019; Junqueira & Carneiro, 2013). Neste momento, os espermatozoides apresentam-se com uma
morfologia completamente diferente do estado de diferenciacdo anterior, sendo compactos e
maoveis, pelo que em conjunto com o fluido testicular presente no limen dos tibulos seminfferos

sdo encaminhados para o epididimo, um processo denominado espermiacdo (Dhole & Kumar,
2017a).

2.3. Regulagdo Hormonal

O desenvolvimento sexual e a reprodu¢do masculina sdo controlados pelo sistema nervoso e
enddcrino, através da interacdo entre o hipotdlamo, a hipdfise e os testiculos, mediante mecanismos
de feedback (Figura 7).

Os testiculos possuem a fun¢ao de produzir espermatozoides e segregar testosterona, com o
auxilio das células de Leydig. Esta hormona esteroide deriva da molécula precursora de colesterol,
podendo ser também produzida em reduzidas quantidades pelos ovdrios nas mulheres e pelas
glandulas adrenais. Uma vez produzida, parte € libertada na corrente sanguinea com destino aos
seus locais de acao, sendo outra por¢do direcionada para o limen dos tubulos seminfferos como
forma de induzir a espermatogénese. A testosterona pode atuar de diversas formas,
nomeadamente antes do nascimento, em que a produgdo de testosterona no embrido promove a
masculinizagdo do trato reprodutor e da genitdlia externa, assm como impulsiona a descida dos
testiculos para o escroto. Depois do nascimento, a secre¢do desta hormona cessa, considerando-se

o individuo reprodutivamente imaturo (Sherwood & Ward, 2019).

Por volta dos |3 a |15 anos de idade, os rapazes entram na fase de maturacdo sexual,
denominada puberdade, que culmina na capacidade de reproducdo. Esta mudanca enddcrina,
psicoldgica e comportamental é estimulada pela incrementagdo da secre¢do de testosterona, que
resulta no aumento do tamanho e maturagao das génadas, no desenvolvimento das caracteristicas
sexuais secunddrias, na producdo de gametas e ainda no desenvolvimento da libido sexual. Nesta
aftura podem evidenciar-se caracteristicas como: o aumento do crescimento de pelos corporais; ©
alargamento da laringe e espessamento da voz o alargamento dos ombros; o aumento da massa
muscular e o fortalecimento dos ossos (Sherwood & Ward, 2019; Shier et al, 2018).
Posteriormente a etapa da puberdade, o processo ciclico da producao espermdtica € mantido ao
longo da vida do individuo, pelo que a secrecdo continua de testosterona € essencial para a

manuten¢do do trato reprodutor e para a espermatogénese (Shier et al, 2018).

O Hipotdlamo € responsavel pela libertacdo pulsiti do Fator Libertador de Gonadotropinas
(do inglés Gonadotropin-Releasing Hormone, GnRH), que através da corrente sanguinea alcanga a
hipdfise. Em resposta, a hipdfise anterior segrega as gonadotropinas Idteo-estimulante (Luteinizing
Hormone, LH) e foliculo-estimulante (Follicle-Stimulating Hormone, FSH) na corrente sanguinea. A
hormona LH atua nas células de Leydig dos testiculos, promovendo a libertagdo da testosterona, jd
a hormona FSH atua nas células de Sertoli estimulando a espermatogénese, sendo ainda
responsdvel por aumentar a aromatizacdo da testosterona, convertendo-a em estradiol no interior

das células de Sertoli (Silverthomn, 2019).
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Figura 7: Esquema ilustrado da regulagio hormonal realizada no sistema reprodutor masculino,
nomeadamente o eixo Hipotilamo-Hipdfise-Testiculo. O sistema nervoso central (SNC) perante
estimulos internos ou ambientais provoca uma agio no hipotalamo, desencadeando agdes sobre a hipdfise
anterior. S3o segregadas gonadotropinas cuja atuagao na gébnada masculina provoca o desenvolvimento da
espermatogénese e a libertagio de hormonas. Mecanismo de feedback negativo indicado a tracejado azul,
fruto da agdo das hormonas testosterona e inibina, nas hormonas LH, FSH e GnRH. Adaptado de
(Silverthorn, 2019).

A producdo destas gonadotropinas € regulada pela GnRH e pelas hormonas produzidas a
nivel testicular nomeadamente a testosterona, inibina, estradiol e DHT. Perante uma concentraciao
excessiva destas hormonas, ocorre uma inibicdo ao nivel do hipotdlamo por acao da testosterona,
nomeadamente com a estimulacdo de péptidos opidides de neurdnios hipotaldmicos conhecidos
por inibir a libertagdo pulsdti de GnRH, resultando na interrupgao da producdo de FSH e LH. Jd a
inibina suprime a secrecdo de FSH, atuando a nivel hipofisdrio. Consecutivamente, todo este
mecanismo de feedback negativo culmina numa reducdo da producdo de espermatozoides e nos
niveis de testosterona, estradiol e inibina (Nandedkar, 2017a). Contrariamente, uma concentracao
de testosterona sanguinea mais reduzida induzird a producdo e libertacdo das hormonas GnRH, LH
e FSH, uma vez que as glandulas enddcrinas deixam de estar inibidas. Desta forma, o nivel de
testosterona € controlado, permitindo a homeostasia do funcionamento do sistema reprodutor

masculino (Figura 7).
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2.4. Esperma

Durante a excitagdo sexual masculina, ocorre um estimulo ao nivel do sistema parassimpdtico
que desencadeia um aumento do fluxo sanguineo no tecido erétil peniano, resulftante da dilatagdo
das artérias. Desta forma, o aumento da pressdo arterial provoca uma compressao das veias
penianas, reduzindo o fluxo de sangue venoso para o sistema periférico, e consequentemente uma
acumulagdo sanguinea no tecido erétil do pénis, desencadeando uma erecdo (Shier et al, 2018).
Aquando do orgasmo, o sistema nervoso auténomo simpdtico atua provocando contracdes
musculares ritmicas e involuntdrias nas paredes dos drgdos intermos e externos do aparelho

reprodutor, preparando-os para a libertacdo de esperma através do fendmeno de ejaculagdo (Van
Ahlen & Kliesch, 2010).

Para que ocorra o estimulo deste percurso, dd-se a libertagdo da hormona ocitocina pela
hipdfise posterior, com o objetivo de estimular a contragdo dos epididmos e dos tdbulos
seminfferos, auxiliando o movimento dos espermatozoides. Toda esta sequéncia de eventos é
antecipada por acgdao das glandulas bulbouretrais que segregam um fluido pré-ejaculatdrio incolor e
viscoso contendo solucdes-tampdo que visam neutralizar a acidez, garantindo a viabilidade dos
espermatozoides aquando da sua libertacdo (Shier et al, 2018). Apds ejaculagdo, o sistema
simpdtico atua na contragdo das artérias penianas, reduzindo o fluxo sanguineo para o érgao através
do aumento do fluxo sanguineo venoso para o exterior do tecido erétil peniano, causando uma
reducdo do volume do pénis, permitindo que este retorne ao seu estado fldcido (Sherwood &
Ward, 2019).

O esperma humano consiste num fluido extraordinariamente nutritivo, pelo que cerca de
95% da sua composicdo corresponde a secre¢des das glandulas sexuais anexas, testiculos e
epididmos, o denominado liquido seminal, e apenas 5% aos gametas masculinos. O maior
contributo com 60-75% das secre¢des sdo originadas nas vesiculas seminais, 25-30% com origem na
prostata, 5-10% provenientes dos testiculos e dos epididimos e uma pequena contribuicdo das
glandulas bulbouretrais, com 1-5% do total do ejaculado (Evenson & Wixon, 2006; World Health
Organization, 2021).

Durante a ejaculagdo, o esperma é depositado na proximidade do cérvix em forma de
codgulo, permitindo que os espermatozoides fiquem aderidos as paredes vaginais. A libertacdo do
esperma ocorre de forma fracionada, sendo expelidas: primeiramente as secre¢des das glandulas
bulbouretrais; as secre¢cdes provenientes dos epididmos e da prdstata, que compdem a fragdo com
maior concentracdo de espermatozoides em todo o ejaculado; e por Ultimo o fluido vesicular
seminal, que corresponde a maior fracdo libertada (Gupta & Kumar, 2017). Os constituintes do
lilquido seminal ndo se consideram essenciais para a fertiizagdo, no entanto sio essenciais no
transporte e maturagdo dos espermatozoides para que este seja capaz de fertilizar o ovdcito
(Tabela I) (Sherwood & Ward, 2019).
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Tabela I: Compostos principais das secregdes presentes no liquido seminal, provenientes das glandulas
sexuais anexas e epididimos. Adaptado de (Gupta & Kumar, 2017).

Origem Composto secretado Funcdo

Epididimos | Fosforilcolina Composto energético espermadtico.

Atua no equilbrio osmdtico e eletrolitico do
esperma.

Acido citrico

Enzima que hidrolisa compostos energéticos como

Fosfatase prostatica dcida S
fosforilcolina.

Préstata Protease que atua na liquefagdo do codgulo
PSA espermadtico apos ejaculacdo, podendo estar na sua
forma ativa ou inativa, consoante a sua ligagdo a
inibidores.
. Regulam a liquefagdo e possuem atividade
|Ges zinco ; .
antibacteriana.
Fonte de energia para os espermatozoides no
Frutose

esperma.

Proteina envolvida na coagulagdo do esperma e na

Semenogelinas o . . .
g ativacdo da hialuronidase espermdtica.

Vesiculas

e Proteinas que induzem contracdes na musculatura
Seminais

Prostaglandinas lisa dos tratos genitais feminino e masculino,
facilitando o transporte dos espermatozoides.

Auxiliam na estabilizacdo dos espermatozoides
Lipidos (colesterol + fosfolipidos) | perante mudancas ambientais como a alteragdo da
temperatura.

Apds ejaculagdo, as semenogelinas e a fibronectina, proteinas provenientes das vesiculas
seminais, agregam-se e formam uma massa gelatinosa semelhante a um codgulo, que é
posteriormente liquefeito 5 a 30 minutos apds ejaculagao (Jonsson et al, 2005). A formacdo deste
codgulo espermdtico é potenciada pelos ides zinco presentes no esperma. Inicialmente, grande
parte dos ides de zinco presentes na préstata encontram-se ligados a PSA, torando esta protease
inativa, no entanto, quando todas as fragdes do esperma se misturam e sabendo que estes iGes
possuem uma maior afinidade com as semenogelinas, estes ligam-se preferencialmente a estas
proteinas apds a ejaculacdo. Tal ligagdo desencadeia uma mudanca conformacional nas
semenogelinas, que formam um complexo proteico insoldvel, originando o codgulo (Figura 8)
(Gupta & Kumar, 2017).

As concentra¢des de zinco envolvente diminuem, pelo que a PSA deixa de estar inibida,
passando a sua forma livre e ativa, capaz de iniciar o seu processo de clivagem das semenogelinas,
resultando na liquefagdo do codgulo espermdtico e favorecendo assim a motilidade dos
espermatozoides mdveis no ejaculado. Uma vez que as semenogelinas sdo quebradas em pequenos
fragmentos, a quantidade de iGes zinco circundante aumentard, pelo que a PSA voltard a ter a sua

atividade inibida, impedindo a continuacao de protedlise (Jonsson et al, 2005).
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Figura 8: Representagdo esquemdtica do processo de coagulagio e liquefagido do esperma humano.
Adaptado de (Ferreira, 2020; Gupta & Kumar, 2017).

O mecanismo de coagulagdo e liquefagdo espermdtica apds ejaculacdo torna-se essencial
para permitir que os espermatozoides se movam dentro do trato genital feminino, evitando que
estes sejam expulsos do trato reprodutor apds a safda do pénis e aumentando assim, a capacidade
de fertilizacdo. Um processo incompleto ou ausente de liquefacdo espermdtica estd correlacionado

com uma reduzida hipdtese de fertilizagdo (Gupta & Kumar, 2017).

2.5. Maturagdo espermatica

Durante o seu percurso nos tratos genitais, 0s espermatozoides sdo sujeitos a modificacdes
estruturais, funcionais e bioquimicas, fruto dos diversos meios extracelulares que experienciam. A
maturagdo destas células engloba a etapa de espermiogénese nos testiculos, a maturagdo ao nivel
do epididimo, e ainda durante a sua passagem pelo trato genital feminino. A maturagdo epididimal
diz respeito a segregacdo de protefnas por parte dos epididimos através de epididimossomas que
se fundem com a membrana do espermatozoide, desencadeando mudancas nas suas proteinas de
superficie e afteracdes membranares. As proteinas adquiridas estdo envolvidas nos mecanismos de

capacitagdo, reagao acrossdmica e na interacdo entre gdmetas (Gupta & Kumar, 2017).

Os espermatozoides ao passarem pelos epididimos adquirem fatores decapacitantes, como
forma de prevenir o gdmeta masculino de sofrer precocemente alguns dos processos da fertilizacdo.
No entanto a remocdo destes fatores ocorre durante a passagem do gdmeta no trato genftal
feminino. Apds ejaculagdo, os espermatozoides sofrem um processo de maturagdo denominado
capacitagdo, caracterizado por modificagdes estruturais, moleculares e funcionais, cujo objetivo
assenta em tornar os espermatozoides competentes para fecundar o gameta feminino. Esta etapa €
essencial para o sucesso da fertlizacdo, uma vez que espermatozoides ndo capacitados sdao
incapazes de fertilizar o ovdcito. A capacitagdo envolve vdrios acontecimentos, designadamente:
alteracdes lipidicas e movimentos idnicos na membrana plasmdtica do espermatozoide; e a
fosforilagdo de tirosinas em proteinas envolvidas na hiperativacdo e reacdo acrossémica (Deshmukh
& Siva, 2017).

Inicialmente, a proteina albumina presente nas secre¢des do trato genital feminino provoca a

remoc¢ao do colesterol presente na membrana do espermatozoide, tornando esta membrana mais
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fluida para a reacdo acrossdmica. Esta remocdo promove a entrada de ides bicarbonato (HCO3)
para o interior do citoplasma espermdtico, criando um aumento do pH intracelular. Dd-se entdo a
salda de potdssio (K*) do interior do gdmeta, causando hiperpolarizagdo da membrana, com um
potencial de membrana cada vez mais negativo. Esta mudanca na dindmica membranar provoca a
abertura dos canais de cdlcio (Ca?*), permitindo a entrada deste 3o para o meio intracelular
(Nandedkar, 2017b). Em conjunto, os ides HCOs e Ca’* promovem a ativacdo da Adenilato
Ciclase (AC), uma enzima que faz uso de ATP e o converte em adenosina monofosfato ciclico
(cAMP). O aumento de cAMP, para além de manter o influxo de Ca’*, permite a ativacdo da
proteina cinase A (PKA), que ird potenciar a fosforilagdo de tirosinas de vdrias proteinas presentes
na cabeca e no flagelo do espermatozoide. Como resultado desta modificacao pds traducional,
ocorre uma exposicdo dos recetores de superficie do espermatozoide, que facilitardo a fusdo da
membrana plasmdtica com o acrossoma durante a reagdo acrossdmica, € com a membrana do
ovécito no momento da fusdo dos gadmetas (Figura 9) (Gilbert & Barresi, 2020; Gupta & Kumar,
2017).
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Figura 9: Capacitacdo espermatica em mamiferos. A remocio de colesterol da membrana promove a
entrada de HCOs e Ca*. Em conjunto com o efluxo de potéssio (K*), estas alteragdes provocam uma
mudanca no potencial membranar do gdmeta masculino. A ativagio da AC promove a produgio de cAMP,
queativa a PKA e promove a fosforilagido de proteinas quinases, culminando na fosforilagio de proteinas
espermdticas essenciais paraa hiperativagao e reagio acrossémica. Adaptado de (Gilbert & Barresi, 2020).

A concentracdo intracelular de iGes Ca?* também € responsdvel pelo aumento da atividade
das dinefnas presentes no flagelo do espermatozoide, que ao serem fosforiladas iniciam a
hiperativagdo, um processo caracterizado por uma mudanga do movimento progressivo simétrico
para um padrdo de motilidade circular assimétrico, com um aumento de movimentos laterais da
cabega e batimentos rdpidos e contorcidos por parte do flagelo, em forma de chicote. Esta

hiperativacdo € essencial para os espermatozoides atravessarem o fluido presente no trato genital

feminino e penetrarem na zona pellicida do ovécito, sendo mantida pelo influxo continuo de Ca?*
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e pela estimulacdo de ATPases dependentes de cdlcio ao longo de toda a cauda dos

espermatozoides (Sharma & Kumar, 2017).

3. Interagdo entre os gametas feminino e masculino

A fertilizagdo € dada como o processo de fusdo entre os gametas feminino e masculino, que
corre de forma natural na ampola da trompa de falépio com o objetivo de produzir o zigoto, a
primeira célula do embrido, que resulta da interligacao entre o material genético materno e paterno.
Para tal, o espermatozoide necessita de uftrapassar as trés barreiras essenciais do ovdcito,
nomeadamente: as células do cumulus oophorus, a zona peldcida (ZP) e a membrana plasmdtica ou
oolema do ovdcito, envolvendo: a reacdo acrossémica; o reconhecimento e penetracdo da zona
pelicida; a ligacdo e fusio da membrana do espermatozoide ao oolema; e a entrada do

espermatozoide no ooplasma (Sharma & Kumar, 2017).

Apds capacitacdo, os espermatozoides migram em direcdo ao ovécito para as trompas de
falépio, fazendo uso da sua motiidade hiperativa, das contracdes uterinas que facilitam o seu
movimento e ainda através dos processos de termotaxia e quimiotaxia. A termotaxia engloba a
capacidade de os espermatozoides capacitados detetarem minimas oscilagdes de temperatura,
tendo tendéncia a migrar para zonas com temperaturas mais elevadas, como a ampola da trompa
de falépio, direcionando os gdmetas para o local de fertilizagdo. A progesterona produzida pelas
células do cumulus oophorus que rodeiam o ovdcito também auxilia na orientacao desta migragdo,

assim como estimula a hiperativagdo (Gilbert & Barresi, 2020).

A reacdo acrossomica corresponde ao mecanismo de fusdo entre a membrana acrossomal
externa e a membrana plasmética do espermatozoide, que resulta na exposicio do contelddo
interior do acrossoma, através da libertagdo de enzimas hidroliticas capazes de degradar a ZP
(Sharma & Kumar, 2017). No que diz respeito ao momento de ocorréncia da RA, a populagdo de
espermatozoides atua de forma heterogénea. Inicialmente pensava-se que este processo ocorria
quando o gameta contactava com a ZP através da glicoproteina ZP3, no entanto, estudos recentes
revelaram que muitos dos espermatozoides iniciam a reagdo acrossémica antes do contacto com a
ZP, quando ainda se localizam no istmo em direcio & ampola (Siu et al, 2021). A medida que os
espermatozoides se aproximam do ovdcito, os elevados niveis de progesterona induzem a RA
através da ativacdo dos canais de cdlcio na membrana dos gdmetas, pelo que este influxo iénico
promove a exocitose do acrossoma. Uma vez no cumulus oophorus, o espermatozoide alcanga a ZP
e liga-se a glicoproteinas presentes, sendo esta ligagdo especffica para cada espécie.
Espermatozoides capacitados que ja tenham sofrido reagdo acrossdmica ligam-se diretamente a
glicoproteina ZP2, enquanto os gdmetas com o acrossoma intacto ligam-se a ZP3 e sofrem RA

posteriormente, ligando-se depois a ZP2 (Gilbert & Barresi, 2020).

Apds penetracdo na ZP, o espermatozoide atravessa o espaco peri vitelino e alcanga o
oolema do ovécito. Durante a RA ocorre também a exposicdo da membrana acrossomal interna,

que se funde com o oolema na regido do segmento equatorial. Esta fusdo envolve vdrias proteinas,
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nomeadamente a lzumo que se localiza na membrana acrossomal, e a Juno, uma proteina localizada
no oolema. Estas proteinas ligam-se entre si e recrutam outras proteinas para formar um complexo
de adesdo. As membranas de ambos os gdmetas fundem-se, pelo que o espermatozoide entra

inteiramente no ooplasma (Gilbert & Barresi, 2020).

Fruto da fusdo membranar, ocorre um aumento da concentragdo intracelular de Ca’?* que
despoleta vdrios eventos referentes a ativacdo do ovdcito, nomeadamente a reacdo cortical; a
retoma da segunda divisdo meidtica e a formagdo dos prontcleos materno e paterno. Para evitar a
polispermia, a reacdo cortical envolve a fusdo de granulos do interior do ovdcito com o oolema.
Estes granulos libertam enzimas hidroliticas que promovem o endurecimento da ZP e modificam as
suas glicoproteinas como as ZP2 e ZP3, tornando-as ndo funcionais e incapazes de se ligarem a
mais espermatozoides, prevenindo a sua entrada no gdmeta feminino. Complementariamente a este
blogueio ocorre a libertacio de ides zinco para o exterior do ovdcito, pelo que estes ao se ligarem
a ZP inibem as enzimas acrossomais, assim como se dd a libertagdo da proteina Juno da superficie
do oolema (Gilbert & Barresi, 2020).

Ocorre também a retoma e finalizagdo da meiose feminina, com a extrusio do segundo
corpusculo polar (CP) para o espaco peri vitelino e a formagdo do pronucleo materno, mediante os
cromossomas que permanecem no ooplasma. O nicleo do espermatozoide expande-se através
da descompactacao da cromatina e a degradagdo do envelope nuclear, pelo que a consequente
formagdo do pronucleo paterno e matermno envolve um novo envelope nuclear proveniente de
vesiculas do REL do ooplasma. Uma vez formados, ambos os pronuicleos migram para o centro do
ovécito, mediante microtibulos do dster, resultantes do centrossoma masculino. Apds quebra dos
envelopes nucleares, os cromossomas matemos e paternos orientados no fuso mitdtico agrupam-
se num processo denominado singamia, que resutta na formagao do zigoto diploide cerca de 20-24

horas apds a fusao dos gametas, sendo este processo tido como o culminar da fertilizagao (Gilbert
& Barresi, 2020; Papale et al, 2012; Sathananthan, 201 3).

4. A Infertilidade

4.1. Definicdo e Caracterizacao geral

E de conhecimento empirico que o termo Fertilidade se relaciona com a satide reprodutiva
de uma pessoa ou casal, no entanto esta envolve simultaneamente questdes psicoldgicas,
econdmicas e culturais que podem perpetuar © nervosismo e stress nos casais, especialmente se
estes estiverem inseridos em sociedades que atribuam um grande valor sentimental e cultural a
gravidez. Devido aos vérios fatores envolvidos que potenciam o processo complexo e Unico da
fecundacdo, quando comparados os humanos as demais espécies de mamiferos, em que a
probabilidade de atingir gravidez se aproxima dos 100% a cada ciclo menstrual, é possivel afirmar
que na espécie humana existe uma maior dificuldade em procriar naturalmente. A fecundabilidade,

definida como a probabilidade de obtencdo de gravidez num unico ciclo menstrual, apresenta-se
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sob uma percentagem de sucesso bastante baixa para uma mulher sauddvel de 30 anos, de
aproximadamente 20%, no entanto uma mulher de 40 anos tem ainda menos hipdteses de

engravidar naturalmente a cada ciclo menstrual, com aproximadamente 5% de sucesso (Soares et

al, 2011).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saide (OMS), a infertilidade ou subfertilidade é
considerada uma doenga relacionada com o sistema reprodutivo, que se define como a
incapacidade de um casal obter uma gravidez clinica apds um minimo de 12 meses de relacdes
sexuais regulares e desprotegidas, ou devido a um comprometimento da capacidade de uma
pessoa se reproduzir seja como individuo ou com o seu parceiro. Este perfodo pode ser reduzido
para 6 meses em casos de: mulheres que possuam mais de 35 anos; que tenham experienciado 3
ou mais abortos de repeticdo; que possuam um problema a nivel do sistema reprodutor feminino

que tenha sido detetado anteriormente; ou mesmo gquando o parceiro j& possui um perfil anterior
de subfertiidade (World Health Organization, 2021; Zegers-Hochschild et al,, 2017).

A infertiidade pode afetar de forma individual ou ambos os elementos de um casal em
simultdneo, e pode ser categorizada como primdria quando nunca se alcangou uma gravidez clinica
anteriormente, ou secunddria, no caso da existéncia prévia de uma gravidez (Vander Borght &
Wyns, 2018). Relativamente aos possiveis fatores que culminam em infertilidade, cerca de 20 a 30%
dos casos sdo explicados com base em causas provenientes do individuo masculino, 20 a 35%
através de causas fisioldgicas na mulher, 25 a 40% dos casos sdo devido a problemas que afetam
ambos os elementos do casal, e cerca de 10 a 20% resultam de uma infertilidade inexplicada, no
qual a causa nao foi identificada (ESHRE, 2022). Enquanto um diagndstico de infertilidade apresenta
uma maior dificuldade em procriar que pode ser revertida com o acompanhamento médico e

7

tratamento adequados, a esteriidade € um diagndstico que engloba um estado permanente de
infertilidade (Zegers-Hochschild et al, 2017).

Como forma de identificar o fator de infertilidade conjugal, inicia-se o estudo do casal com a
realizacdo de uma anamnese a ambos, com especial foco em pardmetros como a idade, a profissdo,
a sua histdria reprodutiva, antecedentes médicos ou cirdrgicos, a existéncia de infertilidade na
familia, entre outros. Seguidamente € realizado o exame fisico, que envolve a avaliacdo do
desenvolvimento sexual, a anatomia genital e a existéncia ou ndo de sinais de patologia reprodutiva
e sdo realizados exames sanguineos para avaliacao hormonal. De forma a facilitar a obtencao do
diagndstico, realizam-se ainda exames como o espermograma, ultrassonografias, ou mesmo andlises
genéticas, com vista na andlise do caridtipo para despiste de potenciais anomalias cromossdmicas
ou ainda a pesquisa de microdele¢des do cromossoma Y envolvendo genes relacionados com a
producdo dos espermatozoides (Garolla et al, 2021; Goncalves, 2005). Esta metodologia de andlise
exaustiva é considerada de extrema importancia, uma vez que permite selecionar a melhor
abordagem terapéutica com o objetivo final de contornar a infertilidade, e ainda facilitar a gestdo de
expectativas em situacdes nas quais os tratamentos disponiveis nao viabilizem a possibilidade de

maternidade e paternidade bioldgica (Santos, 2013).
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4.2. Prevaléncia e Impacto em Portugal e no Mundo

De acordo com a Sociedade Europeia de Reprodugdo Humana e Embriologia, | em cada 6
casais no mundo sofre ou sofreu de infertilidade pelo menos uma vez durante a sua vida (ESHRE,
2022). Atualmente, a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) estima que aproximadamente 8 a 12%
dos casais em idade reprodutiva sofra de infertiidade, com mulheres em idades compreendidas
entre os 20 e os 44 anos de idade, afetando cerca de 186 milhGes de pessoas em todo o mundo
(WHO, 2020). J4 a nivel nacional, a epidemiologia da infertilidade aparece caracterizada no estudo
Afrodite realizado em 2009, tendo permitido inferir que a prevaléncia de infertilidade feminina ao
longo da vida reprodutiva corresponde a aproximadamente 9%, englobando aproximadamente 300

mil mulheres portuguesas (Carvalho & Santos, 2009; WHO, 2020).

A infertiidade integra um alarmante problema de sadde publica do ponto de vista
demogréfico, na medida em que o ndmero de nascimentos pode tornar-se insuficiente na
compensacao dos dbitos num pais. Tal facto resufta numa diminuicdo da populagdo jovem e um

proporcional aumento da populagdo envelhecida, situagdo atualmente visivel em Portugal (INE,
2022b).

O Indice Sintético de Fecundidade (ISF), dado como o nimero total de nascidos vivos por
cada mulher em idade fértil, € considerado um valor importante na avaliagdo da populagdo. Para
assegurar uma renovacao populacional o ISF ndo deve ser inferior a 2,1 filhos por mulher, tendo em
conta que os dois nascidos vivos substituem os pais e a fracdo de 0,1 € necessdria para compensar
os individuos que morrem antes de atingir a idade reprodutiva (INE, 2022a). Ao longo dos anos
tém-se verificado valores mais elevados deste indice nos paises subdesenvolvidos em contraste com
os pafses desenvolvidos, pelo que fatores como o aumento da divulgagdo de campanhas
contracetivas, a implementacdo de medidas de planeamento familiar, a inser¢cdo da mulher no
mercado de trabalho de forma igualitiria aos homens, e até mesmo o progressivo aumento da

urbanizagao, contribuem para esta diminuigao.

Atualmente, a idade materna portuguesa aquando do nascimento do primeiro filho
apresenta-se nos 30,9 anos, representando um impacto ainda maior para o contihuo decréscimo do
ISF, uma vez que o declinio da fertilidade feminina comeca a verificar-se a partir dos 25-30 anos,
devido a diminuicdo do nimero e qualidade ovocitdria com o aumento da idade (Figura 10)
(Mendes et al, 2016; Vander Borght & Wyns, 2018). A nivel mundial, Portugal é considerado um
dos pafses com o ISF mais baixo, sendo que em 1982 o ISF portugués cruzou o limiar de
substituicdo das geracdes, e até a atualidade esta tendéncia tem-se verificado com Portugal a
apresentar o mais recente ISF de 1,42 filhos em 2020 (INE, 2022a).
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Comparagéo entre o indice Sintético de Fecundidade em Portugal e a Idade Materna
aquando o nascimento do primeiro filho no periodo de 1960 - 2021
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Figura 10: Grifico de comparagio evidenciando o Indice Sintético de Fecundidade (ISF) inversamente
proporcional a Idade Materna apés o nascimento do primeiro filho, em Portugal, durante o periodo
compreendido entre 1960-202 1. O ISF foi calculado através da soma das taxas de fecundidade por grupos

etarios compreendidos entre os |15 e 49 anos, durante um ano civil. Adaptado de (INE, 2022a) e
consultadoa 01-06-2022.

4.3. Fisiopatologia

E de conhecimento cientffico que a infertidade conjugal possui um cardter multifatorial,
podendo derivar de uma patologia pré-existente, condicdes genéticas, eventos traumadticos ou de
hdbitos de vida nocivos, como o consumo de dlcool, drogas, tabaco, o desenvolvimento de
obesidade e o excesso de stress, podendo afetar ambos elementos do casal (Amaral et al, 2018;

Deyhoul et al, 2017; Farquhar et al, 2019; Hakim et al, 1998).

4.3.1. Fatores Conjugais Femininos

A idade da mulher € um fator importante na possibilidade de alcancar uma gravidez, uma vez
que o numero de ovdcitos presentes nos ovarios e a sua qualidade vao diminuindo com o aumento
da idade matema. O mecanismo pelo qual a idade matemna afeta a qualidade ovocitdria ndo é
ainda totalmente conhecido, no entanto sabe-se que os ovdcitos sofrem uma continua deterioragdo
ao nivel do DNA com o tempo através do encurtamento dos telémeros, por acdo de
componentes ambientais nocivos que eventualmente causam um aumento do stress oxidativo
nestas células, ou mesmo devido ao aumento da disfuncdo mitocondrial fruto do envelhecimento
(Farguhar et al, 2019; Hassold & Hunt, 2009; Kalmbach et al,, 2013; Lourenco et al, 2014; Thomas,
2001).

O normal funcionamento e posicionamento das trompas de faldpio é essencial para a
captacado do Complexo Cumullus-Ovdcito (CCO), fecundagdo e consequente transporte do
embrido para a cavidade uterina, pelo que erros neste processo poderdo resultar numa gravidez
ectépica (Harris-Glocker & Mclaren, 2013). A infertilidade por fator tubar pode ser causada por:

complicagdes apds cirurgias abdominais; endometriose; pdlipos uterinos; infe¢des peritoneais como
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a doenca inflamatdria pélvica, infecdes sexualmente transmissiveis (IST's), que causam faixas de
tecido cicatricial nas trompas de falépio, dificuttando a fecundac¢do. Muitas destas infecdes evoluem
da vagina ou cdélo do Utero para a regido mais superior do sistema reprodutor, provocando uma
inflamacdo aguda nas trompas, condicdo denominada salpingite, que pode provocar um aumento de
dimensdes das trompas, com acumulagdo de liquido no seu interior resuttando em hidrossalpinge,

afetando a migracdo dos espermatozoides (Farquhar et al, 2019).

A ovulagdo consiste num processo dependente de hormonas, pelo que na auséncia destas
ou em quantidades insuficientes podem ocorrer afteragdes ovulatérias como anovulagao (auséncia
de ovulacdo), oligoovulacdo (ovulagcdes pouco frequentes) que podem resultar em sintomatologia
como amenorreia (auséncia de menstruacdo), oligomenorreia (ciclos menstruais irregulares), acne,
obesidade e hirsutismo (Harris-Glocker & Mclaren, 2013). Este tipo de alteracdes podem advir de:
doencas enddcrinas que afetem o eixo hipotdlamo-hipdfise-ovarios; doencas autoimunes; patologias
genéticas, como a Sindrome de Turner; estruturas anatdémicas anormais e/ou falhas no
desenvolvimento das gdnadas, trauma; exposicdo do hipotdlamo e da hipdfise a radiacdo ou
mulheres com Insuficiéncia Ovdrica Precoce (Assumpcdo, 2014; Direkvand-Moghadam et al, 2013;

Farquhar et al, 2019).

4.3.2. Fatores Conjugais Masculinos

Pardmetros seminais anormais sao uma das principais causas para a infertilidade conjugal por
fator masculino, nomeadamente ao nivel da morfologia, concentracdo e motilidade, visto que,
apesar de apenas um espermatozoide fecundar o ovdcito, € necessdrio que este esteja maduro e
funcional. lrregularidades na producdo de espermatozoides também podem resultar em
infertilidade, nomeadamente devido a causas congénitas: seja por alteracdes genéticas, como o caso
de microdele¢des do cromossoma Y e Sihdrome de Klinefelter, que se caracteriza por
hipogonadismo e azoospermia nao obstrutiva; criptorquidia, caracterizada pela auséncia de um ou
dos dois testiculos na bolsa escrotal, devido a descida incompleta destes nos primeiros meses de
vida; ou causas adquiridas como: lesdes testiculares p.e. tor¢des, que podem resultar de trauma
durante a prdtica de desporto; orquite associada a papeira; varicocelo, que se caracteriza pela
existéncia de veias dilatadas no escroto, que aumentam a temperatura dos testiculos e afetam a
espermatogénese; cancro testicular; a presenca de anticorpos anti-espermatozoide, que podem
provocar a degradacdo dos gametas; ou mesmo afteragdes hormonais, caracterizadas por défices
em FSH e/ou LH, que impedem os testiculos de produzir testosterona, condicionando a
espermatogénese. Também sdo comuns problemas de obstru¢do ao nivel do epididmo, vasos
deferentes e ducto ejaculatério, resuftando num esperma sem espermatozoides no ejaculado. Estas
obstrugdes podem resultar de causas congénitas como a auséncia congénita bilateral dos vasos
deferentes, especialmente identificada em homens com fibrose quistica e causas adquiridas como:

infecSes prévias, nas quais poderd ter ocorrido cicatrizagdo tecidual nos canais originado o seu
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blogueio; uma vasectomia realizada anteriormente; ou a existéncia de quistos que impegam a

passagem espermadtica pelo sistema de ductos (Vander Borght & Wyns, 2018).

5. Técnicas de Procriagao Medicamente Assistida

Na tentativa de ultrapassar a problemdtica da infertilidade conjugal, as Técnicas de Procriagdo
Medicamente Assistida (do inglés Assisted Reproductive Technologies, ART) disseminaram-se por
todo o mundo, tendo como impulsionamento o nascimento de Louise Brown em 978, a primeira
crianga nascida por meio de um tratamento de Fertilizagao in vitro (FIV), ao cuidado do Dr. Patrick
Steptoe e do fisiologista Robert Edwards. Pouco tempo depois, foi registada a primeira gravidez
bem-sucedida com um embrido criopreservado em 1983, na Austrdlia. Desta forma, o final do

século ficou marcado com uma nova forma de trazer felicidade para o Mundo (ESHRE, 2018).

De acordo com a OMS, o conceito de Procriacdo Medicamente Assistida engloba todas as
intervencBes de manipulagdo in vitro de gdmetas femininos e masculinos ou embrides com vista na
obten¢do de uma gravidez, envolvendo protocolos de estimulacdo ovdrica controlada e indugdo da
ovulagdo, inseminacdo intrauterina (IIU), fertilizagdo in vitro, transferéncia de embrides (TE), injecdo
intracitoplasmdtica de espermatozoides (ICSI), bidpsia embriondria, testes genéticos pré-
implantatdrios, uso da eclosdo assistida e a criopreservacdao de gdmetas ou embrides (De Geyter,
2019; Zegers-Hochschild et al, 2017).

Em Portugal, a introducdo das ART foi semelhante aos paises desenvolvidos fruto do
excelente empenho, dedicacdo e qualidade dos grandes pioneiros da PMA. A primeira crianca cuja
fecundacao ocorreu por FIV nasceu a fevereiro de 1986, pelo que a técnica de criopreservagao de
embrides foi pioneira em Portugal na Materidade Dr. Alfredo da Costa, coordenada pelo Dr.
Eimano Barroco, em 1990 (CNPMA, 2020). No ano de 2018, 2733 criangas nasceram em Portugal
como resuftado das técnicas de PMA, representando 3,19% do nimero total de criangas nascidas no
pais durante esse ano (CNPMA, 2021). Desde a sua implementagdo, a utilizagdo clinica destas
técnicas estima que ja tenham nascido mais de 8 milhdes de criangas em todo o mundo (ESHRE,
2018).

5.1. Inseminacao Intrauterina

A inseminagdo intrauterina consiste numa técnica de reproducdo medicamente assistida que
tem por base a inser¢do na cavidade uterina de uma amostra espermadtica previamente processada,
por meio de um cateter. Desta forma, as barreiras fisicas ao longo do trato genital feminino sdo
ultrapassadas. E considerada a técnica pouco invasiva e de baixo custo, com menos complexidade e
a mais semelhante a procriagdo de forma natural. Este procedimento pode ser realizado com
esperma do parceiro (Inseminagdo Artificial Conjugal, IAC) ou com esperma de dador (Inseminagdo
Artificial de Dador, IAD) mediante ciclo natural ou com estimulagdo ovdrica controlada, fazendo
uso de fdrmacos que induzem o desenvolvimento e maturacdo dos foliculos ovdricos. Esta

estimulagdo € monitorizada regularmente através da realizacdo de ultrassonografias e andlises
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sanguineas para dosagem da hormona estradiol. Normalmente, a inseminagdo é realizada cerca de
36-40 horas apds a administracao intramuscular da hormona hCG, responsdvel por induzir a
ovulag¢do, sendo administrada apds visualizagdo de | ou mais foliculos com 16-18 mm de didmetro
e uma espessura endometrial superior a 7 mm. Consiste numa técnica normalmente indicada em
pacientes com problemas de ovulagdo, afteragdes ligeiras no numero e motilidade dos
espermatozoides, casos de infertiidade inexplicada, pacientes com disfun¢Ges ejaculatonias ou
mesmo perante uma necessidade de recurso a espermatozoides doados. A IlU apresenta uma taxa
de sucesso de gravidez clinica inferior as técnicas de fertilizacdo in vitro, estando dependente de
vdrios fatores como a idade da mulher, a qualidade do esperma, a origem da infertilidade, entre
outros fatores (Allahbadia & Merchant, 2012).

5.2. Fertilizacdo in vitro

O conceito Fertilizacdo in vitro diz respeito as metodologias que proporcionam a unido entre
os gdmetas feminino e masculino fora do corpo humano e em ambiente laboratorial, ou seja, in
vitro. Envolve geralmente uma etapa inicial de estimulagdo ovdrica controlada, seguida da recolha,
observagdo e preparacao laboratorial dos ovdcitos. Apds processamento dos gametas masculinos e
respetiva fecundagdo dos ovdcitos, os embrides obtidos sdo mantidos em estufas ao longo do seu
desenvolvimento embriondrio, pelo que apds selecdo, | ou 2 embrides poderdo ser transferidos
para o Utero da paciente no mesmo ciclo reprodutivo, ou poderdo todos os embrides resuftantes
ser criopreservados para tratamentos num ciclo posterior. A FIV pode ser realizada de forma
convencional, na qual os CCO obtidos por puncdo folicular sdo incubados em contacto com os
espermatozoides, que de forma natural progridem até atingir o ovdcito e penetram as suas
camadas circundantes, ou pela insercdo direta do gadmeta masculino no ovdcito, através da técnica
de Microinje¢do Intracitoplasmdtica de Espermatozoide. Geralmente, a FIV convencional pode ser
indicada em casos de obstrugdo ou auséncia bilateral das trompas de faldpio, perante patologias
uterinas como endometriose, ou mesmo em casos de insucesso com tratamentos mais simples

como a llU,

5.2.1. Microinjecio Intracitoplasmitica de Espermatozoide

A técnica de Microinjecdo Intracitoplasmdtica de um espermatozoide foi introduzida no inicio
da década de 1990 e considerou-se como um dos avangos tecnoldgicos mais revoluciondrios na
tecnologia da reproducdo medicamente assistida, especialmente no tratamento de infertilidade
proveniente de fatores masculinos, que anteriormente n3o tinha sido ultrapassada na maioria dos

tratamentos com recurso a FIV convencional (Rubino et al, 2015).

Esta metodologia permite que apenas um espermatozoide previamente selecionado seja
utilizado por ovécito, pelo que o facto de este ser injetado no ooplasma permite que a barreira
fisica de alcance até ao gdmeta feminino seja ultrapassada, aumentando assim a probabilidade de
fertlizacao. No entanto, é necessdrio ter em conta que a semelhanca do que ocorre in vivo, a
fertilizacao in vitro dos gdmetas deve também despoletar a ativagdo do ovdécito, com a consequente

extrusdo do segundo corpusculo polar e formagdo dos dois prontcleos (Santos, 201 3).
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A técnica de ICSI envolve vdrias etapas, nomeadamente: a obten¢do dos gdmetas femininos
através de uma pun¢do folicular em que, sob protocolos de estimulagdo ovdrica controlada,
multtiplos foliculos em ambos os ovdrios se desenvolvem e maturam, para que sejam aspirados e
utilizados; a desnudacdo ovocitdria caracterizada pela remocdo de células do cumulus oophorus em
redor do gdmeta feminino, permitindo avaliar o seu estado de maturacdo nuclear, nomeadamente o
estado de Metafase II; o processamento da amostra espermdtica através da separacdo dos gametas
do liquido seminal ou solu¢des crioprotetoras e ainda a estimulacdo da sua maturacdo in vitro; a
imobilizacdo e selecdo do espermatozoide a microinjetar; o posicionamento do ovdcito e a
consequente microinjecdo do gdmeta masculino. O uso de um microscopio Stico invertido com
equipamentos de micromanipulacdo torna-se essencial, uma vez que permite transformar os
movimentos da motricidade fina humana numa escala muito menor, com elevada precisao, de

forma que seja possivel manipular gdmetas e embrides.

A imobilizacdo do espermatozoide imediatamente antes da microinjecdo € fulcral para o
sucesso da técnica. Esta imobilizagdo é realizada com recurso a agulha de microinjecdo, através de
uma compressao da cauda seguida de arrastamento na base da placa de Petri, causando uma rutura
na membrana do espermatozoide. Assim, a quebra da cauda do espermatozoide causa uma rutura
na membrana plasmdtica do gameta, promovendo uma despolimerizacdo membranar que permite
que as enzimas do ooplasma penetrem facimente no nlcleo espermdtico e iniciem a
descondensac¢do nuclear, assim como se dd a libertagcdo de fatores indutores de oscilagdes de cdlcio,
necessdrio na ativacdo do ovdcito, apds microinjecdo. Este tipo de rutura membranar aumenta a
probabilidade de uma fertilizacdo normal (Chen et al, 1996; Van den Bergh et al, 1995; Velaers et
al, 2012).

Esta técnica de PMA € frequentemente recomendada para casos infertiidade conjugal
masculina como oligozoospermia  (secgdo 1.2.2.1), astenozoospermia (seccdo 1.2.2.2) e
teratozoospermia (sec¢do [.2.2.3), no entanto também pode ser indicada em casos de ovdcitos
previamente congelados, podendo a técnica superar o endurecimento da zona peldcida por vezes
resultante da criopreservacao dos gametas; casos de obtencdo de espermatozoides por
metodologias cirdrgicas; casos em que o nimero de ovdcitos recuperados é reduzido, permitindo
aumentar as probabilidades de que um maior ndmero destes gametas seja fecundado; casos de
insucesso em anteriores tratamentos de PMA usando FIV; e também perante ovdcitos com

anomalias na zona peldcida (Pereira & Palermo, 2018).
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ll. Materiais e Métodos

Todos os materiais, meios e gametas utilizados durante o estdgio curricular foram fornecidos
pelos laboratdrios de andrologia, embriologia e criobiologia da Ferticentro, em Coimbra, entre julho
de 2021 e julho de 2022, mediante autorizacdo, pelo que todos os procedimentos efetuados em
contexto laboratorial decorreram sob as devidas condi¢Ges de assepsia, com a limpeza periddica
das camaras de fluxo laminar e outras superficies de trabalho, uso de materiais ndo téxicos, estéreis
e descartdveis sempre que necessdrio, assim como roupa e calcado apropriado para o laboratdrio,

com vista na mitigacdo de qualquer propagacdo de contaminagdo exterior.

|. Laboratério de Andrologia

Na sec¢do de andrologia, o objetivo principal baseia-se na preparagdo e processamento do
esperma com vista na utilizagdo dos gdmetas masculinos em tratamentos de PMA, nomeadamente
na sua utlizacdo para as técnicas de Fertlizacdo in vitro e Inseminacdo artificial. Também sdo
realizados exames complementares de diagndstico de infertilidade conjugal por fator masculino,
através do estudo dos pardmetros espermdticos. No campo da preservacdo da fertilidade e doagdo

de gdmetas, o esperma pode também ser preparado e criopreservado para posterior utilizacgo.

I.1. Obtencao dos gametas masculinos

Geralmente, para proceder a recolha de esperma, encaminhou-se o individuo para uma sala
especffica para o efeito, onde através de masturbacdo todo o conteldo da ejaculagdo foi recolhido
num frasco ndo tdxico para os espermatozoides, devidamente identificado com o nome, data e
ndmero do paciente. Apds ejaculagdo, o recipiente foi colocado numa janela com ligacdo entre a
sala de recolha e o laboratdrio, como forma de facilitar o manuseamento da amostra e impedir que
esta sofra altera¢Ses devido as variagdes de temperatura. No caso de ocorrer perda de amostra, tal
informacdo foi comunicada e incluida no relatério de andlise, uma vez que o diagndstico de

fertlidade podia tomar-se incorreto.

Em certos casos, perante a impossibilidade de realizar a recolha na clinica, recorreu-se a kits
especificos que podem ser usados no exterior da clinica, contendo um preservativo especffico que
possui um lubrificante ndo espermotdxico, permitindo ao paciente ter relagdes sexuais e nao
recorrer apenas a masturbagdo. O tempo de entrega da amostra foi rigorosamente cumprido, nao
ultrapassando os 60 minutos apds a ejaculacao, assim como o transporte da mesma foi efetuado e
mantido preferencialmente em contacto com o corpo do individuo, a uma temperatura entre 20-
37°C (World Heatth Organization, 2021).
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Anteriormente a recolha, com o objetivo de complementar o conhecimento relativamente
ao esperma que se pretende analisar, foram questionadas informagdes como: o periodo de
abstinéncia ejaculatdria atual, a existéncia de cirurgias prévias, a toma de medicacdo didria ou
pontual e a existéncia de alguma patologia ou estado febril no perfodo anterior & recolha. E
aconselhado um periodo de abstinéncia entre 2 a 7 dias, visto que em perfodos de abstinéncia mais
longos os espermatozoides mais velhos ficardo armazenados, diminuindo a qualidade dos
espermatozoides mais recentemente produzidos. Um perfodo de abstinéncia mais curto também
ndo € aconselhdvel, dado que a quantidade de espermatozoides e o volume de ejaculado poderdo
ndo ser representativos da amostra. Relativamente a toma de medicacdo, farmacos pertencentes
aos grupos de anti-hipertensivos, antipsicdticos, anticonvulsivantes e antidepressivos resultaram em
mudancas relevantes a nivel espermdtico, nomeadamente: o impedimento do transporte dos
espermatozoides para a uretra, a inibicdo das secrecdes das glandulas sexuais anexas, o aumento da
fragmentacdo do DNA espermético e a diminuicdo do tamanho das gdnadas (Beeder & Samplaski,
2020; Drobnis & Nangia, 2017; World Health Organization, 2021).

Outras metodologias de obtencdao de espermatozoides em situacdes mais particulares foram
realizadas, nomeadamente a aspiracdo espermdtica a nivel epididmal e diretamente a partir do
testiculo. Estas metodologias foram realizadas no bloco operatdério sob anestesia local por um
médico urologista, no qual uma agulha conectada a uma seringa foi inserida no testiculo ou
epididimo com o objetivo de aspirar o parénquima testicular ou fluido epididimal existente no
interior. Estes procedimentos costumam ser realizados em individuos que tenham realizado uma
vasectomia anteriormente e ndo pretendam reverter o procedimento, que tenham um diagndstico
de auséncia de ductos deferentes ou que possuam azoospermia obstrutiva. As técnicas de
obtencdo espermdtica por aspiragdo possuem a desvantagem de apresentar um baixo rendimento
espermdtico, podendo muitas vezes inviabilizar a congelagdo da amostra obtida, sendo que muitos
dos tratamentos realizados com recurso as estas técnicas terdo de fazer uso da amostra

espermatica a fresco (Agarwal et al, 2021; Coward & Mills, 2017).

Em pacientes diagnosticados previamente com azoospermia ndo obstrutiva, obtiveram-se
espermatozoides provenientes do testiculo por meio de bidpsia, um procedimento também
realizado no bloco cirdrgico em condigdes de anestesia geral ou local, em que pequenos
fragmentos de tecido testicular foram extraldos e encaminhados para o laboratério, paralelamente a
realizagdo da cirurgia. A técnica de bidpsia testicular permite obter uma elevada taxa de
recuperacdo espermdtica, no entanto apresenta a desvantagem de poder comprometer o estado

do testiculo, no caso de bidpsias muttiplas (Coward & Mills, 2017).

|.2. Andlise Espermatica

Na investigacdo de um diagndstico de infertiidade conjugal, a vertente masculina pode ser
estudada por meio de um exame complementar de diagndstico: o Espermograma. Este consiste na
andlise citomorfobioquimica do esperma e dos seus constituintes, sendo analisados pardmetros que
podem ser: macroscdpicos como o cheiro, aspeto, viscosidade, volume, pH e perfodo de

liquefacdo; e ainda microscépicos que englobam a andlise da motilidade, concentracdo, morfologia,
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vitalidade, a presenca de agregacdo, aglutinacdo, ou mesmo células ndo espermdticas no ejaculado.
Em casos de azoospermia, perda inicial de ejaculado e irregularidades no processo de recolha, foi

agendada uma nova recolha de esperma através da realizagdo de um novo espermograma.

No ambito do estdgio curricular, o estudo dos pardmetros espermdticos e o processamento
do esperma foi realizado de acordo com as diretrizes da Organizagdo Mundial de Saude, através da
5% edigdo do manual “Laboratory Manual for the Examination and Processing of Human Semen”, que
engloba todos os procedimentos e normas para a uniformizagdo da avaliagdo do esperma humano,

com um valor cientifico reconhecido mundialmente.
[.2.1. Avaliagiao Macroscépica

[.2.1.1. Odor

No ambito do estdgio curricular nio foi analisado o odor espermadtico, no entanto, perante
situagBes em que se verificou um intenso odor a urina ou putrefagdo, essa informacdo foi anotada

no relatdrio de andlise.

1.2.1.2. Aspeto

Amostras de esperma normais classificaram-se como macroscopicamente homogéneas, com
uma aparéncia cremosa, de tonalidade branca ou acinzentada e opalescente. Afteracdes ao nivel da
cor foram anotadas no relatério de andlise, podendo ser indicadoras de patologias ou consumo
especffico de fdrmacos, nomeadamente: um aspeto avermelhado tipico da condicdo de
hematospermia, resultante de processos inflamatdrios, obstrugdes, quistos ou neoplasias; coloragdo
amarelada, indicadora de perfodos de abstinéncia longos; ou uma tonalidade de amarelo mais
intenso caracterfstico de ictericia ou toma de suplementos vitaminicos € medicamentos (World

Health Organization, 2021).

1.2.1.3. Liquefagao

Naturalmente apds a ejaculacdo, o esperma forma um codgulo semissdlido que liquefaz com
o passar do tempo, tornando-se mais homogéneo e aquoso. Este processo considera-se essencial
para que os espermatozoides progridam livremente no trato feminino e alcancem o ovdcito. A
amostra foi mantida no interior da camara de fluxo laminar enquanto liquefazia, pelo que uma
liquefacdo tipicamente normal foi observada através da mudanca do aspeto do esperma num

periodo de 20 a 30 minutos apds recolha.

Perante casos particulares em que a liquefagdo ndo ocorreu até uma hora depois, esta foi
classificada como incompleta e a andlise do esperma foi iniciada, como forma de evitar os danos
causados pela exposicdo in vitro prolongada da amostra, nomeadamente ao nivel da vitalidade,
motilidade e morfologia espermadtica, por agdo da temperatura e desidratagdo. Por vezes os
ejaculados apresentaram filamentos de muco e granulos gelatinosos nao liquefeitos, que apesar de
ndo apresentarem relevancia clinica foram retirados para ndo interferirem na andlise espermética

subsequente (World Health Organization, 2021).
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Existem alternativas para faciltar a liquefacdo, tais como: liquefacdo sob temperatura
controlada, a 37°C em constante movimento circular lento; liquefagdo mecanica através do vulgo
“up-and-down”, que poderd ser feita com ou sem diluicdo em meio fisioldgico; ou ainda a liquefagdo
através da adicdo da enzima proteolitica bromelina ao ejaculado. No entanto, este tipo de
afternativas deve ser anotado no relatério de andlise, uma vez os pardmetros de concentracgdo,
motilidade e morfologia poderdo ser significativamente afterados (World Health Organization,
2021).

[.2.1.4. Volume

Um individuo dito sauddvel ejacula entre 1.5-6 mL de esperma, pelo que grande parte deste
depende das secrec¢des vindas das glandulas sexuais anexas, testiculos e epididimos. O volume das
amostras foi analisado através de aspiracdo por uma seringa graduada de 2 mL. Um volume inferior
a 1,5 mL poderd advir de perda de amostra ou de patologias como ejaculagdo retrégrada parcial,
obstrucdes ao nivel do ducto ejaculatdrio, auséncia congénita uni- ou bilateral dos vasos deferentes,
vesiculas seminais pouco desenvolvidas, ou mesmo um défice androgénico (Costa e Sousa, 2016;
Tauber et al, 1975). Uma ejaculagdo superior a 6 mL poderd ser indicativo de uma exsudacdo ativa

das glandulas sexuais anexas fruto de uma infecdo (World Health Organization, 2021).

[.2.1.5. Viscosidade

Uma amostra sauddvel de esperma liquefeito ndo deve ser viscosa, possibilitando a
capacidade de progressdo dos espermatozoides. A andlise da viscosidade consistiu em aspirar o
esperma com uma pipeta graduada de 3 ml, e aquando da sua libertacdo observou-se o esperma a
escorrer em pequenas gotas com a gravidade, pelo que o ideal seria a inexisténcia de rastos
viscosos. Em casos de elevada viscosidade, esta foi classificada como tal € o ejaculado foi aspirado
por uma seringa com uma agulha de calibre fino e consecutivamente libertado, como forma de
reduzir a viscosidade da amostra e esta ndo interferir com a avaliagdo dos parametros

microscopicos.

1.2.1.6. pH

Também o pH espermdtico se relaciona diretamente com a quantidade de fluidos secretados
pelas glandulas sexuais anexas, visto que o liquido prostdtico € determinado por um pH 4cido e o
liquido seminal por um pH alcalino. A predomindncia de uma acidificacdo ou alcalinizagdo do
esperma altera a motilidade dos espermatozoides presentes no ejaculado, pelo que o pH ideal deve
ser ~/.2, no entanto € importante analisar o pH logo apds liquefacdo, uma vez que num ambiente
in vitro ocorre uma perda continua de CO,, causando o aumento gradual do pH (World Health

Organization, 2021).

Os valores de pH foram determinados mediante a impregnacdo de tiras de papel indicador
para valores de pH compreendidos entre 6 e |0, e consequente comparacdo de cores de acordo
com a tabela de referéncia. Um pH >8 poderd ser indicativo alguma patologia ao nivel da prdstata,

devendo ser suspeitado imediatamente com a auséncia de liquefacdo na fase inicial de andlise. J& um
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valor de pH <72 pode ser indicativo de contaminagdo com urina ou patologias nas vesiculas

seminais por fafta de fluido alcalino, normalmente associadas a uma auséncia de coagulagdo.

1.2.2. Avaliagio Microscopica

Apds avaliagdo dos pardmetros macroscépicos, a amostra foi observada sob um microscépio
dtico de contraste de fase, com recurso a uma cadmara de contagem Makler (Figura | 1). A cdmara
Makler corresponde a um método de contagem espermdtica reutilizdvel que ndo necessita de
diluicdes prévias ao esperma nem faz uso de uma substdncia fixadora comparativamente a
convencional Cadmara de Neubauer, facilitando assim o cdlculo da concentragdo de espermatozoides

no ejaculado, tendo esta sido criada especificamente para o efeito (Cardona-Maya et al, 2008).

Esta foi mantida numa incubadora com temperatura controlada a 37°C, tendo apenas sido
retirada para avaliagdo dos pardmetros de motilidade e concentracdo. Inicialmente, apds eficiente
homogeneizacao do esperma, foram adicionados 10 uL de amostra a cdmara Makler com recurso a
uma micropipeta e o esperma foi observado a uma ampliacdo de 200x para verificar a composi¢ao
geral do ejaculado e a identificacdo, se aplicdvel, de espermatozoides agregados e/ou aglutinados e
células ndo espermaticas, como células do trato genital e leucécitos. Qualquer alteracao significativa

foi anotada no relatério de andlise.

A agregacdo € visivel quando se observam espermatozoides imdveis presos entre si, ou
espermatozoides mdveis que se encontram unidos a células ndo espermdticas, residuos presentes
na amostra e corddes de muco. Jd a aglutinagdo corresponde a existéncia de espermatozoides
madveis ligados entre si, envolvendo ligagSes cabeca-cabeca, cauda-cauda, ou mesmo interligando-se
com estruturas distintas no espermatozoide. Tais fatores podem dificultar uma gravidez natural,

diminuindo a capacidade de movimento dos gdmetas (World Heatth Organization, 2021).

Perante situagdes em que n3ao se observaram espermatozoides no campo dtico contendo a
quadricula, procedeu-se a observagdo atenta e sistemdtica de toda a lamina na mesma ampliagao.
No caso de n3do terem voltado a ser observados espermatozoides, procedeu-se a transferéncia da
amostra para um tubo de fundo cdnico de 10 mL, ao qual foi adicionado meio de manipulacdo de
gdmetas' previamente aquecido e equilbrado a 37°C e 5% de CO,, na propor¢do de I:l, e
posteriormente o tubo foi centrifugado durante 10 minutos a 1300 rpm. O pellet foi ressupendido
em O.ImL do sobrenadante e repetiu-se a observacdo sistemdtica da amostra na camara Makler,

utilizando as mesmas condicdes-padrao que anteriormente. Se na amostra concentrada ndo tiverem

'Sperm Preparation Medium (SPM), Origio®: Meio usado na manipulagdo e preparagdo do esperma, responsdvel por
estimular a motilidade espermdtica e manter a viabilidade durante todo o seu processamento, promovendo a capacitagdo.
Entre outros constituintes, contém: vermelho de fenol; bicarbonato de sddio (mimetiza as condi¢des fisioldgicas in vivo e
promove a capacitacdo); albumina sérica humana (atua como antioxidante e captador de ides que permitem a
estabilizacdo celular, neste caso removendo o colesterol da membrana espermdtica); gentamicina (antibacteriano)
(Lampiao & du Plessis, 2008; Origio, 2006b).
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sido observados espermatozoides, anotou-se nas observa¢des do espermograma a informacgdo de

azoospermia, pelo que os restantes parametros microscopicos ndo foram avaliados.
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Figura |1: Camara de contagem Makler (a esquerda) e visualizagdo da grelha graduada onde é possivel
observar os espermatozoides através do microscopio de contraste de fase, a uma ampliagdo de 200x (a
direita). A base da camara Makler é delimitada por 4 estruturas em quartzo que permitem a colocagao
exata de |10 pL de amostra, sendo esta coberta com um vidro graduado contendo 100 quadrados (10x1 0)
de 0,1x0,Imm cada. O volume de amostra numa linha graduada corresponde exatamente a |1x10* de
mililitro, pelo que a contagem de espermatozoides em |0 quadrados indica a concentragio destes no
ejaculado, em milhdes/mL. Imagem capturada na clinica Ferticentro e obtida com autorizagio.

Em condi¢des normais, os leucdcitos ndo devem existir em concentragdes superiores a
Ix10%/mL no ejaculado, pelo que em concentracdes superiores se denomina leucospermia, uma
condicdo que pode advir de uma infamacdo dos drgdos reprodutores masculinos, que
consecutivamente pode afetar a motiidade e a integridade do DNA, através da libertagdo de
espécies reativas de oxigénio (do inglés Reactive Oxigen Species, ROS). Na presenca deste
diagndstico, foi aconselhada a realizagdo simultdinea de uma espermocultura, um exame
microbioldgico laboratorial cujo objetivo se baseia em diagnosticar possiveis infe¢des bacterianas ou
flngicas no trato reprodutor masculino, com a identificagdo especffica do microrganismo que

originou a infecdo (World Health Organization, 2021).

[.2.2.1. Concentracdo

Embora seja necessdrio apenas um Unico espermatozoide para que ocorra fecundagdo, o
caminho deste até ao ovdcito toma-se dificuttado devido aos mecanismos de defesa do trato
genital da mulher. Assim, existe uma necessidade bioldgica adquirida ao longo da evolugdo de
aumentar o nimero de gdmetas masculinos ejaculados, na tentativa de aumentar a probabilidade de

ocorrer fecundacao.

A concentracdo total de espermatozoides no ejaculado € considerado um pardmetro
importante a ser aferido, podendo ser calculado através da multiplicacdo entre a concentragdo de
espermatozoides num mililitro de ejaculado e volume total deste. A concentragdo espermdtica de
um individuo sauddvel e fértl deve ser >I5x10° espermatozoidessmL e/ou >39x10°
espermatozoides/ejaculacdo, caso contrdrio seria identificada a condicdo de Oligozoospermia,
caracterizada como uma amostra espermdtica com os valores de concentragdo inferiores aos

valores de referéncia estipulados (World Health Organization, 2010).
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Uma diminuicdo na concentracao espermdtica pode ser desencadeada por desequilibrios
hormonais, efeitos colaterais de tratamentos, fatores ambientais como © stress, habitos de vida
como o consumo de tabaco e dlcool, obesidade, doencas sexualmente transmissiveis, fatores

hereditdrios e ainda situa¢des de hipertermia prolongada (World Health Organization, 2021).

Para determinar a concentracdo de espermatozoides, 10 pL de amostra a fresco foram
adicionados a camara de contagem e posteriormente observados ac microscdpio Stico em
contraste de fase com ampliagdao a 200x. Com o auxilio de um contador de células, analisaram-se
cerca de 3 linhas da quadricula para que se contassem pelo menos 200 espermatozoides, sendo
que na impossibilidade de totalizar este nimero foram consideradas mais linhas para andlise.
Procedeu-se a média entre os valores obtidos em cada uma das linhas, tendo-se obtido a

quantidade de espermatozoides por cada mililitro de ejaculado.

[.2.2.2. Motilidade

A motilidade é um pardmetro extremamente importante de ser analisado, uma vez que uma
boa motilidade espermdtica progressiva estd diretamente relacionada com as taxas de fecundacao,
através da uma maior capacidade de penetragdo na zona pelicida (World Health Organization,
2021). Este pardmetro foi avaliado simultaneamente com a concentragdo espermadtica, sob as
mesmas condi¢es. Os espermatozoides foram classificados em 4 categorias consoante o seu nivel
de motilidade estipulado na Tabela 2, e com o auxfio de um contador de células contabilizaram-se
cerca de 200 espermatozoides em duplicado, primeiramente as classes de motilidade A e B, para
que a contagem fosse o mais precisa possivel. O resuttado de cada categoria foi expresso em
percentagem no relatério. De acordo com a OMS, o limite de referéncia minimo para a motilidade
total (A+B+C) de um esperma normal corresponde a 40%, assim como a motilidade progressiva
(A+B) a 32%, pelo que perante valores de motilidade inferiores, os individuos foram diagnosticados

com astenozoospermia (World Health Organization, 2021).

Tabela 2: Classificagio da motilidade espermatica (World Health Organization,2021).

Classificagcdo Descricio da Motilidade

Mdével progressivo Movimento com progressao linear ou circular igual ou superior a meia cauda
rdpido (tipo A) num segundo (= 25um/s).

Mdével progressivo Movimento com progressao linear ou circular semelhante ao tamanho de uma
lento (tipo B) cabeca ou metade da cauda do espermatozoide num segundo (5-25pm/s).

Mével ndo progressivo | Movimento sem progressdao semelhante ao tamanho de uma cabeca num
ou in situ (tipo C) segundo (<5pm/s).

Imdvel (tipo D) Sem movimento.

1.2.2.3. Morfologia

A fertiidade masculina e a qualidade de uma amostra de esperma sdo significativamente
afetadas pela sua morfologia espermdtica, pelo que quanto maior a percentagem de
espermatozoides normais morfologicamente numa amostra, maior a probabilidade de gravidez

(World Health Organization, 2010).
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Para analisar a morfologia, preparou-se um esfregaco com 10 plL de amostra homogeneizada.
Perante amostras oligozoospérmicas, realizou-se uma etapa antecedente de centrifugacdo a 1300
rpm por 10 minutos e ressuspendeu-se em 0.1 mlL do volume sobrenadante, como forma de
concentrar a amostra e facilitar a andlise morfoldgica. Apds secagem a temperatura ambiente, com
recurso a um kit de colora¢do rdpida?, a lamina foi fixada com a solu¢do | durante 15 segundos,
corada com a solugdo 2 por |0 segundos e com a solugdo 3 por 10 segundos. Por fim, a lamina foi
passada por dgua corrente para remover o excesso de corante e aguardou-se a sua secagem em
posicdo vertical a temperatura ambiente. Depois de seca, a lamina foi avaliada ao microscopio ético,
a uma ampliacdo de 1000x com dleo de imersdo. A contagem foi realizada com base nos critérios
de morfologia listados na Tabela 3, tendo-se atribuido um valor percentual para anomalias na

cabeca, peca intermédia, flagelo e a presenca de residuos citoplasmdticos, se muito evidentes
(Figura 12).

Tabela 3: Classificagdo da morfologia espermatica (World Health Organization, 2021).

Localizagdo Normal Anormal
- Forma oval e lisa com contornos
regulares; - Regido acrossomal fora do intervalo
- Regido acrossomal bem definida que espectdvel;
corresponda 40-70% da drea total da - Mltiplas cabecas;
cabecga;

- Formais anormais: cabeca em forma de
pera, amorfa, assimétrica, alongada,
redonda e/ou pequeng;

Cabeca - Sem vacuolos na regido pds acrossomal;
- Regido acrossomal sem vacuolos de
grandes dimensdes;

- Cabeca sem mais do que dois vacUolos - Mdltiplos vactolos;
pequenos (volume ndo superior a 20%da | - Vacdolos na regido pés-acrossomal.
cabeca).
- Fina e regular; - Forma e/ou espessurairregulares;
Peca - Inserida longitudinalmente e centralmente | - Assimetria na inser¢do consoante eixo
Intermédia com o eixo da cabega; da cabega;
- Tamanho aproximadamente a cabeca. - Anomalias no comprimento.
- Calibre uniforme ao longo de todo a sua ‘
extensio; - Cauda ausente, curta ou partida;
Caud - Mais fina que a peca intermédia; - Grossura e/ou comprimento irregulares;
auda . e
- Comprimento de = 45 um ou 10 vezes o | - Mdltiplas caudas;
comprimento da cabega; - Cauda enrolada e/ou com dobras.
- Ndo quebrada nem enrolada.
, , . [ , - Residuos de grandes dimensdes (>'/3
Residuos - Sem residuos citoplasmdticos superiores a

do tamanho da cabega) acoplados na

citoplasmdticos | '/3 do tamanho da cabeca. . oy
cauda e/ou peca intermédia.

2 Kit de coloracdo rédpida para uso no método Diff-Quik. Composicao: Solugdo |: Solugdo aquosa de metanol, que fixa e
estabiliza os componentes celulares; Solucdo 2: Solugdo aquosa de eosina Y, cujo objetivo se baseia em corar estruturas
celulares catidnicas; Solugdo 3: Solugdo de azul de metileno e azure B, cuja funcdo se baseia em corar estruturas
carregadas negativamente como o DNA. A interacdo entre ambas as solu¢des de corantes provoca uma coloracao de
gradiente azul/violeta claro/escuro ao longo da cabeca do espermatozoide, assim como uma tonalidade vermelha/rosada
na peca intermédia e cauda (Sigma-Aldrich, 2020).
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Sempre que possivel foram contabilizados 200 espermatozoides, de preferéncia explorando
vdrios pontos distintos da 1dmina, para obter um resultado mais representativo. Quando aplicdvel,
registou-se a presenca de células imaturas e leucdcitos, expressos em proporcdo por cada 100
espermatozoides analisados. Registou-se também o valor percentual dos espermatozoides com
morfologia normal atendendo a todos os critérios, pelo que o limite de referéncia para um esperma
normal corresponde a >4% de formas normais, sendo que perante valores inferiores, o individuo foi

diagnosticado com teratozoospermia (World Health Organization, 2010).

O findice de teratozoospermia foi outro pardmetro analisado e anotado no relatério,
refetindo a quantidade média de anomalias por espermatozoide anormal. Este € calculado através
da divisdo entre o ndmero total de anomalias contabilizadas pela percentagem de espermatozoides
anormais. Estd compreendido entre | e 3, considerando as anomalias ao nivel da cabeca, peca
intermédia e cauda, sendo que valores <I.60 s3o considerados normais (World Health

Organization, 2010).
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Figura 12: Observagdo microscépica a 1000x com éleo de imersdao de uma amostra espermdtica apos
coloragio com a metodologia Diff-Quik. 1: Espermatozoide com pe¢a intermédia amorfa. 2:
Espermatozoide com a cabeca alongada e a pega intermédia grossa. 3: Espermatozoide com cabecga
amorfa. 4: Espermatozoides coma cauda enrolada. 5: Espermatozoide com pega intermédia amorfa com
insercdo assimétrica na cabeca. 6: Espermatozoide com cabega redonda. 7: Espermatozoide normal.
Imagens capturadas na clinica Ferticentro e obtida com autorizagio.

[.2.2.4. Vitalidade

A vitalidade é um pardmetro que permite distinguir espermatozoides vivos de mortos, em
amostras com pouca motilidade, através da andlise da integridade da membrana celular. Como 1al, a
avaliagdo deste parametro foi efetuada apenas em ejaculados que possuiam uma motilidade total
inferior a 40%, tendo sido realizada o mais breve possivel apds a liquefagdo. Existem varios métodos
para analisar a vitalidade celular, pelo que durante o estdgio a metodologia aplicada baseou-se na

adicdo de uma solugdo aquosa de eosina A. Numa lamina foram colocados 10 L de amostra, aos
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quais foi adicionado o mesmo volume da solu¢do aquosa de eosina A’. Apds homogeneizacdo, foi
adicionada uma lamela e a amostra foi visualizada a uma ampliacdo de 400x em contraste de fase
negativo como forma de permitir uma melhor distingdo dos espermatozoides. Procedeu-se a
contagem e distincdo de 200 espermatozoides corados e ndo corados (brancos ou incolores). Foi
identificado o valor percentual, sendo que o valor minimo de referéncia para a vitalidade
espermitica corresponde a 58% de espermatozoides vivos numa amostra. Esta andlise permite uma
melhor precisdo na avaliagdo da motilidade, visto que o nimero de espermatozoides mortos numa
amostra ndo se pode sobrepor a percentagem de espermatozoides imdveis. Quando a quantidade
de espermatozoides imdveis vivos foi inferior ao valor minimo de referéncia, identificou-se a
condicdo de necrozoospermia, que pode ser indicativa de anomalias flagelares (World Health
Organization, 2010).

Tabela 4: Nomenclatura de variagdes nos parametros de qualidade espermitica (World Health
Organization, 2010).

Nomenclatura Descricio
Aspermia Auséncia de ejaculacdo ou ejaculagdo retrdgrada.
Percentagem de espermatozoides mdveis progressivos inferior ao limite de
Astenozoospermia | referéncia (32% de espermatozoides tipo A+B e/ou 40% de espermatozoides tipo

A+B+C).

Azoospermia

Auséncia de espermatozoides na amostra.

Criptozoospermia

Auséncia de espermatozoides na amostra a fresco, mas observados apds
centrifugacdo.

Hematospermia

Presenca de eritrdcito no ejaculado.

Hiperespermia

Volume de ejaculado excedido (>6mL).

Hipospermia

Volume de ejaculado reduzido (<I.5mL).

Leucospermia

Presenca de leucdcitos em concentracdes superiores ao valor de referéncia (1x10°
milhdes de leucécitos/mL de ejaculado).

Necrozospermia

Reduzida percentagem de espermatozoides vivos (<58%) e elevada percentagem de
espermatozoides imdveis no ejaculado (>60%).

Normozoospermia

Todos os pardmetros espermaticos iguais €/ou acima dos limites de referéncia.

Oligozoospermia

Concentracio de espermatozoides inferior ao limite de referéncia (15x10°
espermatozoides/mL e/ou >39x| 0%ejaculacio).

Teratozoospermia

Espermatozoides normais abaixo do valor minimo de referéncia (4% formas
normais).

Apds andlise espermdtica, o relatdrio do espermograma foi redigido e o diagndstico atribuido
consoante a terminologia fornecida pela OMS, como apresentado na Tabela 4. Posto isto, um

individuo que possua um exame fisico e espermograma normais dispensa de estudos androldgicos

* Solugdo aquosa pré-preparada contendo eosina A a 0.5%. A eosina A consiste num corante dcido, com afinidade para
estruturas celulares bdsicas carregadas positivamente como o citoplasma e as mitocondrias. Espermatozoides com a
integridade da membrana celular comprometida permitem a entrada do corante na cabeca, corando esta de rosa-
avermelhado (Sigma-Aldrich, 2021).
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adicionais. E importante salientar que em alguns casos a realizacdo de um Unico espermograma no
se considera suficiente para uma determinacdo inequivoca do diagndstico de um individuo, uma vez
que parametros como a concentracdo e motilidade podem alterar-se ao longo do tempo. Assim,
perante um espermograma com um resuftado diferente dos pardmetros normais estabelecidos, o
exame deve ser repetido 2 a 3 meses apds a data de realizagdo do primeiro espermograma, como
forma de permitir que ocorra uma renovagdo completa do ciclo da espermatogénese. Em casos de
azoospermia, o exame foi repetido sem aguardar esse perfodo, para confirmar a auséncia de

espermatozoides na amostra.
[.2.3. Teste de Fragmentag¢iao do DNA

O propésito essencial do espermatozoide baseia-se na transmissio do seu genoma haploide
ao ovdcito para originar o futuro embrido, pelo que a integridade do DNA espermdtico deve ser

encarada como um parametro importante na avaliagdo do esperma.

Homens com diagndstico de infertiidade possuem uma maior tendéncia para possuir
espermatozoides com DNA fragmentado, no entanto, € importante referir que mesmo individuos
com um espermograma normal podem possuir elevados niveis de células com a integridade do
DNA comprometida. Esta fragmentacdo pode ser despoletada por diversos processos, como
defeitos durante a espermiogénese, processos apoptdticos e stress oxidativo. Estudos realizados
com amostras usadas em tratamentos de FIV e ICSI demonstraram que perante amostras com
elevado DNA fragmentado, coexistiram casos de reduzida taxa de fertilizagdo, reduzida taxa de
implantagdo, reduzida probabilidade de formacdo de blastocisto e uma menor probabilidade de
eventual gravidez (Ferndndez et al, 2003, 201 I; Herndndez-Silva et al, 202 1; Ramalho-Santos, 2014;
Volpes et al, 2016; World Health Organization, 2021).

O teste de Dispersio da Cromatina Espermadtica corresponde a um método simples, rdpido
e preciso com o objetivo de determinar a fragmentacdo do DNA espermdtico. Baseia-se no
principio de que espermatozoides com DNA fragmentado ndo produzem o halo caracteristico
observado em espermatozoides com DNA intacto, fruto da dispersdo e desenrolamento das
cadeias duplas de DNA apds desnaturacdo e remogao das proteinas nucleares, especialmente das

protaminas (Ferndndez et al,, 201 ).

Mediante espermogramas em que foi solicitada a avaliacdo da integridade da cromatina, fez-

se uso de um kit', em que se comecou por adicionar 50 plL da amostra de esperma a 100 pL de

* Kit Halosperm — G2, Halotech ®: Solucdo I: Solucdo dcida que desnatura apenas o DNA fragmentado, criando
aberturas na cadeia dupla (o tempo de incubacdo desta solucdo ndo € suficiente para desnaturar as cadeias duplas dos
espermatozoides contendo DNA intacto). Solucdo 2: Solucdo de lise que remove as proteinas nucleares, causando o
desempacotamento da cromatina e a expansdo das cadeias duplas de DNA dos espermatozoides vidveis, produzindo
halos resultantes das cadeias duplas de DNA desenroladas ainda ligadas a estrutura nuclear residual. Solugdo 3: Corante
aniénico vermelho a base de eosina. Solugdo 4: Solugdo catidnica azul com corante a base de tiazina (Halotech DNA S.L,,
2019).
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agarose previamente derretida. Apds cuidada homogeneizacao, foram colocados 8 plL da solucdo
numa lamela designada para o efeito, com posterior cobertura com uma lamina. A lamela foi levada
ao frigorffico a 4°C por 5 minutos para a agarose solidificar. Perante amostras com elevada
concentragdo espermdtica, estas foram previamente diluidas até uma concentragdo méxima de 20
milhdes/ mL, impedindo que os espermatozoides se sobrepusessem na lamela. Apds solidificacao, a
lamina foi removida da lamela & temperatura ambiente e a solugdo | foi aplicada e incubada por 7
minutos. Apds drenar, a solugdo 2 foi adicionada e a lamela ficou em repouso por 20 minutos. A
lamela foi lavada com dgua destlada por 5 minutos, e consequentemente desidratada,
primeiramente com etanol a 70% por 2 minutos e com etanol a 100% por outros 2 minutos. A
lamela foi deixada a temperatura ambiente numa posi¢ao horizontal até secar. Apds secagem, a
solu¢do 3 foi adicionada, seguida de repouso por 7 minutos, e a solu¢do 4, com uma incubagdo de

7 minutos.

Figura 13: Avaliagio da integridade do DNA espermdtico. A: Observagdao microscédpica a 200x de
espermatozoides apos realizagio do teste de Dispersio da Cromatina Espermatica. B.l: Espermatozoides
com halo evidente e demarcado, caracteristicos de espermatozoides com DNA intacto. B.ll:
Espermatozoides sem halo ou com pequenas dimensdes, indicadores de espermatozoides com DNA
fragmentado. B.Ill: Espermatozoide sem halo e com o nicleo corado de forma suave e irregular,
evidenciado em espermatozoides degradados com danos no DNA e nas proteinas nucleares. | 3A: Imagem
capturada na clinica Ferticentro e obtida com autorizagdo; |3B: Imagem obtida por (Fernandez et al.,
2005).

Apds seca, a lamela foi visualizada ao microscopio dtico a 200x e 400x, tendo-se
contabilizado cerca de 200 espermatozoides, evidenciando: espermatozoides com halo, e portanto,
com o DNA intacto; espermatozoides sem halo ou com halo de pequenas dimensdes,
caracteristicos de espermatozoides com DNA fragmentado; e espermatozoides degradados,
quando o halo era inexistente e a coloracdo nuclear pouco demarcada (Figura |3). A percentagem
de fragmentacdao foi calculada através da soma dos espermatozoides com DNA fragmentado e
espermatozoides degradados a dividir pelo ndmero total de espermatozoides observados, pelo que
valores >30% de fragmentacdo do DNA espermdtico foram relatados no relatério de andlise como

patoldgicos (Evenson & Wixon, 2006; World Health Organization, 2021).
1.2.4. Teste de Ligacio ao Acido Hialurénico

Para que ocorra uma fertilizacdo natural, € necessdrio que os espermatozoides interajam com

a matriz extracelular do cumulus oophorus que rodeia o ovdcito, essencialmente composta por
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dcido hialurénico (AH). A ligacdo dos espermatozoides ao AH reflete uma correta maturagdo
durante a espermiogénese, visto que é nessa etapa que os gdmetas sofrem uma remodela¢do da
membrana plasmdtica, adquirindo locais de ligacdo a zona pellcida e ao dcido hialurénico (Rashki
Ghaleno et al, 2016). Espermatozoides que possuam dificuldade nesta ligacdo costumam apresentar
diversos sinais de imaturidade, como uma retencdo do citoplasma e histonas, uma maior frequéncia
de anormalidades morfolégicas e uma menor integridade da cromatina, comparativamente aos

gdmetas capazes de fazer essa ligagdo (Lin et al, 1994; Origio, 2016; Yokoo & Sato, 2004).

Desta forma, o teste de ligacdo dos espermatozoides ao dcido hialurdnico pretende analisar a
maturidade espermdtica e € realizado com o auxilio de um kit que contém Iaminas revestidas com
AH. Através da contagem do ndmero de espermatozoides que se ligam a este tipo de laminas é
possivel calcular a percentagem de espermatozoides maduros numa amostra de esperma. E
considerado um método Utl em vérias situagSes, como em casos de infertilidade idiopdtica, ou

mesmo no auxflio da determinacdo do tipo de tratamento de PMA a adotar.

Para a realizacdo deste teste foram colocados |0 pL de amostra na lamina, sendo esta
coberta com uma lamela a temperatura ambiente, contendo uma grelha de 100 quadrados (0.1 mm
x0.Imm). Apds 10 a 20 minutos de repouso, os espermatozoides foram observados ao
microscopio com ampliagdo de 200x. Mais de 20 minutos de repouso pode provocar perda de
motilidade espermdtica. Foram contabilizados 200 espermatozoides evidenciando: a classe dos
espermatozoides mdveis ligados ao AH que perdem o movimento progressivo mas mantém
batimento ativo das caudas; os espermatozoides mortos e sem motilidade; e os espermatozoides
ndo ligados que se movem progressivamente. A percentagem de espermatozoides ligados foi
calculada através da divisio entre os espermatozoides dotados de motilidade ligados e a soma dos
espermatozoides dotados de motilidade ligados com os espermatozoides dotados de motilidade
ndo ligados. Acima de 80% de espermatozoides ligados pode inferir-se que a amostra possui

espermatozoides maduros e funcionais.

|.3. Processamento dos gametas masculinos para tratamentos de PMA

Embora os espermatozoides necessitem do plasma seminal para atravessar o muco cervical
presente no trato genital da mulher, alguns dos seus componentes possuem caracteristicas
decapacitantes que prejudicam a motilidade dos espermatozoides, o que dificutta a obtencdo de
uma gravidez natural. Desta forma, para uso do esperma em técnicas de PMA, torna-se essencial
utilizar técnicas de processamento espermdtico que promovam a remoc¢do dos constituintes do
liquido seminal desnecessarios a fertiizagdo como p.e. leucdcitos, células germinativas imaturas e
espermatozoides ndo funcionais produtores de ROS. Niveis elevados de ROS provocam uma
reducdo da motilidade, uma maior apoptose espermdtica e um enfraquecimento da membrana do
espermatozoide, podendo até inibir o processo de capacitacdo dos gametas (Agarwal et al, 2014;
Simon et al, 2019). Tais técnicas devem também ser capazes de mimetizar o processo de
capacitacdo espermdtica in vitro, através da selecdo dos espermatozoides mais funcionais e mdveis,
que por sua vez terdo o mihimo de danos genéticos e produgdo de ROS, aumentando as

probabilidades de conseguirem alcangar o ovécito e fecunda-lo.
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Existem diversas técnicas de preparacdo de esperma que visam separar as células
espermdticas vidveis do plasma seminal e estimular a capacitacdo, pelo que foi dado énfase a trés
técnicas frequentemente executadas durante o estdgio curricular, recomendadas pela OMS, sendo:
a Lavagem Simples; a técnica de Migracdo Ascendente de Espermatozoides ou Swim-Up (SU); e a

separacdo espermadtica por Centrifugacao de Gradientes Descontinuos de Densidades (CGD).

A Lavagem Simples corresponde a um método que faz uso da adicdo de meio de cultura ao
ejaculado liquefeito seguido de centrifugacdo, com o objetivo de remover o plasma seminal da
amostra. Este procedimento possui a vantagem de se obter uma elevada concentracdo de
espermatozoides se as amostras forem de boa qualidade, no entanto os espermatozoides obtidos
ndo sdo selecionados consoante a sua motilidade, pelo que detritos e outras células invidveis ndo
sao removidas da amostra, porque permanecerdo no pellet apds centrifugacdo (Agarwal et al,
2014).

O método de Swim-Up ou Migracdo Ascendente de Espermatozoides baseia-se na migracdo
ascendente dos espermatozoides méveis ao longo do meio de cultura, pelo que espermatozoides
com melhor motilidade dirigir-se-d3o contra a corrente e migrardo para a superficie do meio,
havendo maior probabilidade de estar capacitados e serem morfologicamente normais (Figura 14).
Apesar de ser uma técnica em que se obtém um menor rendimento de concentragdo
comparativamente a lavagem simples, o Swim-Up seleciona os gdmetas pela sua motilidade, sendo
uma técnica muito utilizada quando a percentagem de espermatozoides mdveis na amostra €
reduzida. E considerado um método relativamente simples e nio muito dispendioso, daf a sua
aplicacdo ser comum a nivel mundial (Marzano et al, 2020). N3o obstante, apresenta algumas
desvantagens tais como: o rendimento espermdtico obtido € reduzido (= 5 a 10% dos
espermatozoides no total da amostra); em processamentos de amostras com elevado volume ou
concentragdo espermdtica, € necessdrio uma reparticdo da amostra em multiplos tubos, como
forma de manter grande a drea de contacto do meio para migracdo; ocorre producdo de ROS
fruto da centrifugacdo e da consequente proximidade dos leucdcitos e células invidveis com os
espermatozoides madveis no pellet apds centrifugacdo; poderd obter-se uma concentragdo de
espermatozoides mdveis reduzida no caso da adicdo do meio de cultura na camada superior for
elevada, uma vez que os espermatozoides podem n3o conseguir migrar eficientemente; e perante
um periodo de incubacdo superior a 60 min, o rendimento de espermatozoides obtido pode
reduzir devido aos efeitos da gravidade (Agarwal et al, 2014; Agarwal & Sharma, 2020; Baldini et al,,
2021).

Na técnica de Centrifugacdo por Gradiente Descontinuo de Densidades, os espermatozoides
sao separados dos outros componentes do esperma com base na sua densidade. Espermatozoides
morfologicamente normais apresentam uma ligeira maior densidade comparativamente aos
espermatozoides anormais e imaturos, pelo que ao fazer passar o esperma por um gradiente de
densidades € possivel obter vdrias camadas contendo diferentes tipos celulares (Figura 14). Os
espermatozoides mdveis e funcionais migram ativamente contra o gradiente e sdo espectdveis de se

concentrar na fragdo mais densa, no fundo do tubo. A amostra € centrifugada e o pellet é
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aproveitado, sofrendo vdrias lavagens com meio suplementado. Consiste numa metodologia que
permite obter um elevado rendimento de espermatozoides mdveis livres de residuos e células
geradoras de ROS (Agarwal et al, 2014; Marzano et al, 2020).

A = B
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maximo de 60 min
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Figura 14: Técnicas de processamento espermatico. A: Metodologia-padrao da técnica de Swim-up. B:
Representagdo da técnica de Centrifugagio por Gradiente Descontinuo de Densidades. Adaptado de
(Agarwal et al, 2014).

Quando se comparam ambas as técnicas para determinar qual delas se apresenta como mais
eficiente, os resultados sao contraditérios. Apesar de estar estudado que a técnica de CGD possui
um rendimento espermdtico superior comparativamente ao SU, alguns estudos afirmam que
perante amostras viscosas o rendimento obtido por CGD se apresenta mais baixo, produzindo
uma maior quantidade de ROS devido ao stress mecanico gerado, visto que a técnica requer mais
etapas de centrifugacdo. Referem consecutivamente que a integridade do DNA recuperado por
CGD n2o € tdo elevada quanto apds uma recuperacdo espermdtica por SU (Agarwal et al, 2014;
Marzano et al, 2020). No entanto, outro estudo referiu que foram encontrados niveis de zinco
superiores em amostras tratadas por SU comparativamente a CGD, o que permite inferir que a
recuperacdo e isolamento do espermatozoides do plasma seminal por SU ndo € tdo eficaz,
podendo influenciar a producdo de ROS (World Health Organization, 2010). Um estudo realizado
com amostras normozoospérmicas demonstrou que a técnica de CGD  apresentou,
comparativamente ao SU: maior hiperativacdo, mais oscilagdes de cdlcio e uma maior fosforilagdo
de tirosinas, permitindo inferir que os espermatozoides processados por este método apresentaram

uma melhor capacitacdo (Herndndez-Silva et al,, 2021).
[.3.1. Amostra para uso na técnica de |CSI

Apds andlise espermdtica das amostras recolhidas por masturbagdo, as mesmas foram
processadas de acordo com a técnica de SU para uso na técnica de ICSI. Inicialmente foi adicionado
meio SPM, previamente aquecido, ao tubo contendo a amostra |:| (v/v). Apds homogeneizacdo, o
tubo foi centrifugado a 2100 rpm por 7 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 0. a 0.5mL de SPM. Apds ressuspensdo, foi adicionado lentamente 0.1 a ImL de
SPM, de forma a criar uma distincdo entre ambas as fases do tubo. A amostra foi incubada a 37°C
com 6% CO, por 30 a 60 minutos, pelo que o tubo foi colocado no interior da estufa com a tampa

semiaberta para permitir a troca gasosa e posicionado diagonalmente a 45° para aumentar drea de
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contacto no seu interior, facilitando a migracdo ascendente dos espermatozoides mdveis. O volume
utiizado de SPM variou consoante o pellet obtido apds centrifugagdo e o tempo disponivel para
incubagdo. Apds incubagdo da amostra, ~ 0.1 mL da por¢do superior do tubo foi aproveitada e

analisada, para posterior utilizagdo durante a ICSI.

Perante amostras de esperma criopreservadas, o procedimento realizado foi semelhante, a
excecdo de que numa fase inicial a palheta contendo o esperma foi deixada a descongelar a
temperatura ambiente na cdmara de fluxo laminar por 10 minutos. Casos excecionais em que as
amostras descongeladas eram oligozoospérmicas e a motilidade espectdvel ndo foi recuperada,
procedeu-se apenas a lavagem simples da amostra, através da adicdo de SPM na proporcdo |:l
(Vv), e sequente centrifugacdo por 7 minutos a 2100 rpm. O pellet foi ressuspendido em O.ImL de

SPM de forma a obter uma maior concentracdo espermdtica para uso posterior.

[.3.2. Amostra para uso na técnica de |UI

Para uso em inseminacdes intrauterinas, a técnica de processamento utilizada foi a CGD. Foi
preparado um tubo contendo duas suspensdes coloidais de particulas de sflica revestidas com silano
pré-aquecidas a 37°C, tendo sido adicionado primeiramente a suspensio de 80% (v/v) e
posteriormente a de 40% (v/v). O volume adicionado de ambas as suspensGes em conjunto
correspondeu sempre ao volume total da amostra de esperma a processar. Mediante casos em que

o volume do ejaculado foi superior a 2 mL, a técnica foi realizada paralelamente em dois tubos.

Apds adicdo do esperma na por¢do superior, os tubos foram centrifugados a 1800 rpm por
20 minutos. Resultante da centrifugacdo inicial, apenas a por¢ao presente na suspensdo de 80%
(v/v) foi aproveitada, pelo que todo o sobrenadante remanescente, contendo leucdcitos, residuos e
espermatozoides invidveis, foi descartado. Seguidamente, a amostra foi ressuspendida em SPM |:]
(viv) e centrifugada a 1300 rpm por |0 minutos. Esta etapa foi repetida e o pellet resultante
ressuspendido em 0.5 mL de SPM. Transferiu-se a amostra processada para uma seringa pré-
aquecida a 37°C e colocou-se a mesma no interior da estufa a 37°C e 6% CO,, para ser

posteriormente realizada a IIU.
[.3.3. Amostra obtida por metodologias cirdrgicas

No decorrer do estdgio, todas as amostras obtidas cirurgicamente foram criopreservadas,
ndo tendo sido usadas a fresco para tratamento. Apds recolha, os fragmentos testiculares foram
transportados para o laboratério em placas de Petri contendo | mL de SPM, onde foram
macerados com o auxilio de duas lamelas, sob microscédpio &tico, em placas aquecidas a 37°C
(Figura 15). Apds homogeneizar o tecido macerado com | mL de SPM, procedeu-se a observagdo
no microscopio Stico de 10 pL do fluido resuftante numa lamina, para verificar a presenca de
espermatozoides ou células germinativas imaturas. E importante que a pesquisa dos gimetas seja
realizada o mais breve possivel apds a bidpsia dos fragmentos, para avaliar a necessidade de

continuidade da bidpsia.
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Com uma pipeta de Pasteur, transferiu-se a totalidade do meio de preparacao de gametas
com tecido macerado para um tubo de fundo cdnico estéril e guardou-se na estufa a 37 °C com
6% CO,. Repetiu-se o processo para todos os fragmentos recolhidos, tendo o cuidado de
identificar os tubos com tecido macerado em que tivesse sido confirmada a presenca de gdmetas
nas laminas observadas, assim como o testiculo no qual se procedeu a extracdo. As amostras foram
centrifugadas a 1300 rpm por |0 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e os pellets foram

ressupendidos em 0.5mL de SPM, tendo sido posteriormente criopreservados.

Figura 15: Processamento fragmentos obtidos por bidpsia testicular. A: Placa de Petri contendo os
fragmentos testiculares apds extragio. B: Dispersdo mecanica dos tibulos seminiferos com o objetivo de
soltar os espermatozoides presentes no seu interior. C: Tubulos seminiferos aquando maceragao.
Imagens capturadas na clinica Ferticentro e obtidas com autorizagio.

| 4. Criopreservacdo de gametas masculinos

O processo de criopreservagdo de esperma permite o armazenamento prolongado de
amostras em azoto liquido, a -196°C, podendo ser efetuado por diversos motivos, nomeadamente:
no ramo da preservacao da fertiidade em casos de pacientes com problemas oncoldgicos que
necessitem de realizar tratamentos gonadotdxicos como radioterapia e quimioterapia; individuos
que tenham que se submeter a cirurgias que levem a disfunc¢do ejaculatdria ou faléncia testicular; no
uso de tratamentos de PMA, seja por impossibilidade de poder realizar a recolha a fresco no dia da
ICSI/ 11U, ou mediante a dindmica do banco de doacdo de gémetas (Raad et al, 2018; Rios &
Botella, 2019).

Os espermatozoides humanos sdo células que toleram de forma razodvel a diferenca de
temperatura, ndo sendo muito sensiveis ao choque térmico, possivelmente devido a elevada fluidez
membranar e ao pouco teor de dgua intracelular que apresentam. No entanto sabe-se que expor
estas células a temperaturas negativas baixas causa alteracdes morfoldgicas que poderdo
comprometer o cardter funcional dos gametas, nomeadamente a destruicdo de alguns organelos
celulares resultantes da formagdo de cristais de gelo. Tal acontecimento culmina na oxida¢do de
compostos celulares e consequente geracao de ROS, com danificagdes na membrana plasmdtica,
no acrossoma ou mesmo na integridade do DNA espermadtico (Hezavehei et al, 2018). Para além
disso, sabe-se que a criopreservacdo possui efeitos deletérios na motilidade espermdtica, pelo que a
percentagem de espermatozoides mdveis pode decrescer entre 30-50% comparativamente aos

valores da amostra de esperma antes de ser congelada (World Health Organization, 2021).
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Sabendo que a integridade espermdtica € essencial para garantir a transferéncia do material
genético paterno durante a fertiizagdo, o meio utilizado na congelagdo possui substancias
crioprotetoras, cuja finalidade reside em proteger as estruturas celulares do stress mecénico e
osmético causado durante todo o procedimento. O glicerol é um dos crioprotetores permedveis
mais utiizado nos meios de congelamento, sendo capaz de penetrar na célula e aumentar a
permeabilidade membranar. Ao possuir a capacidade de ligagdo com a dgua, este diminui o seu
ponto de solidificacdo, impedindo a formacdo de cristais de gelo. Simultaneamente, os
crioprotetores impermedveis sdo compostos de elevado peso molecular que criam um aumento de
osmolaridade no meio extracelular, promovendo a saida de dgua do interior dos espermatozoides,
resuttando na sua desidratacio. E importante ter em conta que a presenca de crioprotetores
também pode refletir stress osmdtico e toxicidade para os gadmetas, perante niveis superiores a sua

concentragdo ideal de acdo (Rios & Botella, 2019; Sieme et al., 2016).

Ao longo do estdgio curricular, o processo de criopreservacao baseou-se no uso de uma
solucdo de congelamento contendo glicerol e sacarose, de acordo com o protocolo do fabricante
através da técnica de congelamento rdpido. Esta metodologia difere da congelacdo lenta na medida
em que é um processo mais rdpido, ndo requer equipamentos de arrefecimento especificos e
envolve apenas a colocagdo das amostras sob vapores de azoto, seguidas de imersdo em azoto
liquido. Estudos permitiram inferir que o congelamento rdpido reduz as mudangas ultra estruturais
dos gdmetas masculinos durante o processo de criopreservacao e a integridade do DNA é mantida,
comparativamente ao congelamento lento (Hu et al, 2020; Rahiminia et al, 2017; Rios & Botella,
2019; Sieme et al, 2016; Tao et al, 2020).

Num tubo estéril de fundo cdnico, apds liquefagdo e avaliacdo espermdtica, o esperma foi
diluido em meio de congelagdo® I:1 (v/v), & temperatura ambiente. Perante amostras previamente
processadas, o volume de amostra de esperma correspondeu ao volume capacitado apds a técnica
de processamento. O meio foi adicionado gota a gota de forma cuidadosa, para impedir que tal
mudanga osmdtica causasse plasmdlise e turgescéncia sucessivas nos espermatozoides, que
poderiam afetar a integridade dos organelos celulares (Tao et al, 2020). A solucdo foi misturada
apos adicdo da solugdo crioprotetora. Apds 10 minutos de repouso no interior da cdmara de fluxo
laminar, recorreu-se a contagem da concentracdo e motilidade espermdtica, tendo-se
posteriormente distribuido 0.5 mL da solu¢do por cada palheta de criopreservacdo. Estas foram
seladas por calor e suspensas horizontalmente a vapores de azoto liquido, por 30 minutos. Apds
esse periodo, as palhetas foram submersas em azoto liquido e armazenadas nos tanques de

criopreservagao.

> Sperm Freezing Medium, Origio ®: Meio utilizado no congelamento de gdmetas masculinos. Contém entre outros
componentes: glicerol e sacarose (agentes crioprotetores); glicina (melhora a motilidade dos espermatozoides apds o

descongelamento); sérum sintético de substituicdo (suporta a viabilidade espermdtica) (Origio, 2006a).
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lll. Exposi¢do e Discussao de Atividades Realizadas

|. Laboratério de Andrologia

No periodo inicial do estdgio curricular, apds um periodo observacional de execucdo das
técnicas de andrologia, fez-se uso de amostras seminais excedentes do respetivo dia, como forma
de treinar a execucdo dos protocolos de avaliacdo espermdtica estabelecidos na Ferticentro. Apds
obtencdo de parecer positivo por parte de todos os embriologistas, os protocolos comegaram a ser
realizados na integra, envolvendo todo o procedimento de andlise espermdtica, incluindo a rececdo
da amostra, andlise macroscépica e microscépica, e elaboragdo do relatdrio de espermograma com
o diagndstico final. A garantia de qualidade dos resultados esteve sempre assegurada, através de
andlises complementares inter-observador por parte dos embriologistas da clinica, em simultdneo e
quando necessdrio, nomeadamente para a avalacdo da morfologia espermdtica. De forma
auténoma, foram analisadas cerca de 70 amostras de esperma a fresco, o que permitiu, de uma
forma generalizada, ndo sé consolidar os conhecimentos tedricos inerentes a andlise seminal, bem
como estabelecer ferramentas prdticas na execucdo de andlise das mesmas. Relativamente aos
testes complementares de avaliagdo espermdtica, o protocolo seguido foi de acordo com o
estabelecido pela Ferticentro e pelo fabricante dos kits utilizados nas respetivas técnicas, tendo sido

realizados cerca de |0 testes de integridade do DNA espermatico.

No que diz respeito a criopreservacao de gdmetas masculinos, apds desenvolvimento de
autonomia na realizacdo do protocolo foram executadas cerca de 90 criopreservacdes de esperma,
20 delas no contexto de doacdes para o banco de gametas, sendo as restantes relativas a amostras
espermdticas cujo objetivo da congelacdo estaria relacionado com a preservacdo da fertiidade e
situagBes em que ndo foi possivel conciliar o momento da recolha de esperma com o momento da
utilizagdo da amostra. Em 3 bidpsias testiculares observadas e mediante supervisio dos
embriologistas, procedeu-se a pesquisa de gametas masculinos, bem como ao processamento da
amostra e posterior criopreservacdo. A posterior descongelacdo e recuperacdo das amostras para

uso em ciclos de lIU e ICSI permitiu comprovar a proficiéncia do respetivo protocolo.

Em ciclos de IU, procedeu-se a execucdao do protocolo cerca de 60 vezes, englobando 57
amostras para InseminagGes Artificiais de Dador (IAD’s) e 3 amostras para Inseminagdes Artificiais
Conjugais (IAC's). Destes 60 ciclos, |3 resultaram em gravidez bioquimica, sendo que |1 foram
comprovadas clinicamente com ecografia transvaginal, permitindo inferir que 9 mulheres

apresentaram | saco gestacional e 2 mulheres apresentaram uma gravidez evolutiva gemelar.

camente sistida: O Contexto Laborato da Infert de Ma ] 54



Relativamente aos ciclos de ICSI, foram processadas aproximadamente |80 amostras, sendo
76 referentes a amostras espermdticas criopreservadas provenientes do banco de gdmetas da
Ferticentro e de bancos externos (Tabela 5).
Tabela 5: Quadro sumidrio dos procedimentos realizados relativamente ao tratamento de amostras

espermdticas EP ou ECD para utilizagdo em ciclos de ICSI. EP — Esperma proprio; ECD — Esperma
criopreservado de dador.

EP ECD

Ciclo préprio 24 ciclos | 36 ciclos
Ciclo de doacgdo de Ovdcitos 82 ciclos | 40 ciclos
Total | 182 ciclos |

Tabela 6: Quadro sumario dos protocolos realizados e competéncias desenvolvidas no laboratério de
andrologia durante o periodo do estagio curricular: @ — protocolo executado com autonomia; « —
protocolo realizado com supervisido; @ — protocolo apenas observado.

Autonomia na execucdo do protocolo
Liquefacdo ()
pH o
Avaliacdo Volume ®
Macroscépica Viscosidade o
Aspeto o
Andlise Cheiro °
Espermdtica Concentracio o
Avaliacio Motilidade o
Microscépica Morfologia
Vitalidade o
Avaliacio Teste de Fragmentacdo de DNA espermdtico o
Complementar Teste de ligacdo ao Acido Hialurdnico o
Processamento de amostras obtidas por ejaculacdo o
Processamento de amostras criopreservadas o
Processamento | Processamento de amostras testiculares obtidas por bidpsia
dos gdmetas
masculinos Processamento de amostras para Inseminacdo Intrauterina o
Processamento de amostras pra ICSI o
Criopreservacdo de espermatozoides o

2. Laboratério de Embriologia

No laboratdério de embriologia, a componente foi totalmente observacional, ndo tendo sido
desenvolvida autonomia na execucdo dos protocolos, no entanto, sempre que possivel foram

preparados meios e placas necessdrios para as variadas técnicas, com o objetivo de estabelecer um
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melhor contacto com os respetivos protocolos. Durante a realizacdo das pungdes foliculares,
auxiliou-se o embriologista na distribuicdo dos tubos contendo liquido folicular pelas placas de Petri
presentes na placa aquecida no interior da cdmara de fluxo laminar, com o médximo de rapidez e
condicdes de assepsia possivel. Por vezes, foram avaliadas ao estereoscépio placas de Petri
contendo liquido folicular, para analisar células da granulosa e pesquisar CCO, recorrendo a sua
extragdo com uma pipeta de vidro, se aplicivel. Sempre que possivel apds pun¢do, como forma de
adquirir habilidade técnica de execugdo, treinou-se a clivagem de células do cumulus e corona

radiata com agulhas, através de restos celulares j& extraidos.

Durante todo o perfodo de estdgio na Ferticentro nunca foi observado o protocolo de FIV
convencional, visto ser um procedimento apenas utilizado quando a equipa médica o indica, pelo
que a ICSI foi a técnica-padrao utiizada. O protocolo de ICS|, apesar de observado, ndo foi
executado na fntegra, no entanto, recorreu-se por vezes a manipulagao de ovdécitos degenerados e
imaturos em placas de 4 pocos, como forma de iniciar um contacto com as micropipetas de
desnudacdo de diferentes didmetros (entre 135 e 200 pm), permitindo adquirir um treino e
habituacdo a tal material, visto que € necessdria uma elevada precisio na manipulagdo destes

gdmetas.

A avaliacao da fertiizacdo e desenvolvimento embriondrio foram sempre responsabilidade
dos bidlogos residentes, pelo que nao foi adquirido treino suficiente para desenvolver autonomia
para proceder com esta avaliacdo. No entanto, foi possivel assistir & observacdo e avaliagdo dos
embrides através da tecnologia time-lapse imaging, permitindo, ainda que poucas vezes, o treino de
avaliagdo da fertilizacdo e primeiros dias de desenvolvimento embriondrio, recorrendo a embrides ja
avaliados em ciclos anteriores, onde foi possivel observar a evolu¢do do embrido e a ocorréncia de

afteracGes frequentes no padrdo de divisdao embriondria.

Os protocolos de transferéncia e bidpsia embriondria foram observados e realizados pelos
embriologistas do laboratério, pelo que, apesar de ndo ter sido desenvolvida autonomia na sua
execucdo, o contacto com estas técnicas que requerem formagdo especifica permitiu uma

aprendizagem na interpretacdo dos casos clinicos dos pacientes.

3. Laboratério de Criobiologia

O protocolo de congelamento e descongelamento de ovdcitos e embrides foi observado
em algumas ocasides, no contexto de transferéncias de embrides criopreservados, doacdo de
gadmetas e ciclos de ICSI que tenham originado ovdcitos e/ou embriGes supranumerdrios, com
qualidade suficiente para serem criopreservados. Desta forma, ndo foi desenvolvido trabalho
auténomo na realizagdo destes protocolos, a exce¢do do protocolo de criopreservacao de

espermatozoides, anteriormente descrito na sec¢do do laboratdrio de Andrologia.
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IV. Consideracdes Finais

A reproducdo humana consiste num fendmeno complexo, que engloba multiplos processos
passiveis de falha tornando assim evidente que a infertiidade conjugal seja considerada uma
realidade t3o preocupante na atualidade. Estamos perante um grave problema de salde publica, na
qual cada vez mais casais recorrem aos Servicos de Reproducao Humana e a Clinicas de Fertilidade

com o objetivo de encontrar uma possivel solucdo para as patologias associadas a reproducao.

Neste sentido, a investigacdo cientifica motivada pela constante busca de conhecimento nas
mais variadas dreas como a fisiologia, 0 metabolismo e a genética, torna a Procriagdo Medicamente
Assistida uma drea em constante evolugdo e expansao, com o objetivo de oferecer mais e
melhores op¢des de tratamento. A aplicacdo deste conhecimento permite tornar os gametas e
embries mais competentes, contornando algumas das adversidades que ocorrem in vivo e
possibilitando maiores taxas de sucesso, nomeadamente através da implementacdo de técnicas
inovadoras, cuja finalidade colmata na obtencdo de uma gravidez e possibilidade de gerar

descendéncia aqueles que tanto a desejam.

Trazendo para este capftulo final uma abordagem focada na Andrologia, sabe-se que o
espermatozoide é um elemento obrigatério para que se garanta descendéncia, dal a sua
importdncia e destaque nesta drea cientffica. Assim sendo, além de garantir que existem
espermatozoides disponiveis para utlizar em técnicas de PMA, é também de maior importancia
garantir que se seleciona os gametas considerados cientificamente mais vidveis. Para garantir a

disponibilidade dos gdmetas masculinos, surge a necessidade de os armazenar.

A implementacdo e aperfeicoamento dos protocolos de criopreservagao constitui uma mais-
valia para os atuais centros de PMA, através da aplicacdo corrente da criopreservagdo de gametas
femininos e masculinos no ramo da preservacdao da fertilidade. Em individuos masculinos, esta
temdtica revelou ser um enorme alvio no caso de necessidade da realizacdo de tratamentos
gonadotdxicos fruto de patologias oncoldgicas que possam colocar em risco a viabilidade dos
espermatozoides. Desta forma, a congelacdo de esperma é realizada anteriormente ao tratamento
gonadotdxico, ndo envolvendo custos para o doente e permitindo que este utilize no futuro o seu

matenrial genético livre da exposicdo a substdncias potencialmente mutagénicas.

Perante casos de impossibilidade de ejaculagdo e azoospermia obstrutiva, a criopreservagao
de tecido testicular por meio de bidpsia garante uma alternativa a criopreservacdo de esperma apods
ejaculacdo. Criancas ou jovens pré-pUberes na qual ainda ndo foi atingida a maturidade sexual,

apenas conseguem preservar a sua fertilidade mediante a criopreservacdo de tecido testicular.
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Os programas de doacdo de gametas femininos e masculinos tém beneficiado bastante com
as metodologias de criopreservacdo, uma vez que constituem programas correntemente utilizados
nos laboratérios de PMA atuais para uso em tratamentos de casais cujo homem possua
azoospermia ndo obstrutiva, perante casos de faléncia ovdrica precoce ou mesmo casais de

mulheres.

No entanto, além de garantir a disponibilidade dos gametas masculinos é também importante
garantir que os espermatozoides armazenados sao 0s mais vidveis e provdveis de garantir sucesso
num tratamento de PMA. Neste sentido, existe a elevada necessidade de analisar e processar estes
gdmetas, quer seja para uso em tratamentos a fresco, quer em contexto de armazenamento. O
processamento de esperma na Procriagdo Medicamente Assistida permite aos profissionais lavar,
observar, tratar e selecionar aqueles que serdo os gametas a utilizar nas técnicas de PMA. Este
processamento consiste numa drea da qual existe bastante investigacdo, em que o objetivo se
baseia na obtencdo de amostras com a melhor qualidade possivel, utilizando técnicas que sejam

cada vez mais eficazes na separa¢do dos constituintes do esperma e menos nocivas para as células.

Esta investigacdo possui uma vigilancia permanente por parte da Organizagdo Mundial de
Salude, que de tempos em tempos quando a investigacdo evolui e se atinge consenso cientifico
sobre as vdrias técnicas de processamento, emite manuais que se tornam referéncia a nivel mundial.
Como resultado, estas publicagdes permitem ndo sé atualizar a comunidade cientffica e empresanial
com o estado da arte na ciéncia, mas também, através da andlise demogrdfica internacional,
estabelecer aqueles que serdo os critérios de classificacdo das amostras e dar aos especialistas
ferramentas como os pontos de cisio e a nomenclatura de diagndstico, garantindo a validade
cientffica dos procedimentos bem como dos diagndsticos que sdo atribuidos em clinicas, centros e

hospitais mundialmente.

Em suma, e fazendo uma andlise retrospetiva desde o nascimento de Louise Brown, aquela
que era a ciéncia na altura e tendo em conta a evolugdo desde entdo a nivel de protocolos,
materiais, equipamentos e demais consumiveis utlizados nos laboratdrios de Reprodugdo
Medicamente Assistida, € de especular que os proximos anos tragam consigo grandes descobertas
nesta drea da ciéncia. Também com o resuttado do ultrapassar dos estigmas sociais associados a
infertilidade, e do aumento da confianca na ciéncia e dos seus métodos, observar-se-d4 um aumento
na procura dos tratamentos da infertiidade, situagdo jd relatada nos dias de hoje. Estes fatores
associados ao avanc¢o da tecnologia estabelecerdo sinergicamente a potencializacdo da investigagio

na drea, da qual resultardo solugdes sobre as quais algumas jd se especula, e outras nem se imagina.

Como forma de encerrar este relatério, torna-se de extrema relevancia relembrar, ndo sé
para aqueles que nesta drea jd exercem o seu caminho profissional como para aqueles que nele
pretendem integrar, que com toda a responsabilidade e orgulho tém nas suas maos a capacidade
de trazer para o mundo a mais importante das posses, a Vida. E nada mais hd de gratificante que

isto.
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