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Denominamos como Reproduc¢édo Assistida o conjunto de técnicas
onde uma equipe multidisciplinar tem participagao estreita no acompanhamento do
desenvolvimento folicular, detecgéo e inducao da postura ovular, facilitagdo ou

mesmo realizacdo do encontro dos gametas assim como na otimizacao da fase
litea (Quadro 1)-

Vale lembrar que apesar de utilizacdo conhecida hd mais de um
século, a Inseminacao Artficial com sémen do marido (1IlU) ou de doador (IAD) faz
parte deste arsenal terapéutico participando de maneira direta dos avancos
obtidos nesta area, uma vez que seu carater de baixa complexidade permitiu sua
larga difusdo no meio médico

Dentro deste conjunto, as técnicas a Fertilizacao in vitro com Transferéncia
de Pré-Embrides(*.,2), um dos maiores avanc¢os obtidos nas ultimas trés décadas
para a terapéutica da infertiidade conjugal, ocupam com certeza lugar de
destaque ja que permitiu a solucdo de problema até entéo insolluvel, a auséncia da
funcao tubéria, além de trazer em seu rastro o desenvolvimento de um moderno e
eficiente arsenal de drogas de inducéo e estimulac&o ovulatoria.

Mais de uma década depois, com desenvolvimento da técnica de
micromanipulacdo de gametas agregou-se ao arsenal terapéutico das técnicas de
reproducdo assistida, a Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozéide (ICSI,
IntraCitoplasmic Sperm Injection) que permitiu entdo o tratamento da infertilidade
masculina severa® de maneira eficiente e o inicio das pesquisas com o objetivo
do tratamento direto dos gametas (Assisted Hatching, Defragmentacéo,
Transferéncia de Citoplasma etc...) e também a prevencdo da transmissédo de
patologias cromossdémicas ou génicas a partir da biopsia do oocito(corpo polar) ou
do pré-embrido(blastbmero), caracterzando o0 Diagnéstico Génetico Pré-
Implantacional (PGD).



O primeiro nascimento apés fertilizacdo in vitro de um 6ocito humano e
transferéncia de pré-embrido, foi publicado ha mais de 20 anos® A partir de
entdo, 0S numerosos levantamentos e registros nacionais e continentais
documentam em centenas de milhares as gesta¢fes obtidas com as técnicas de
Reproducdo Assistida pelo mundo, de tal maneira que estas técnicas sao
responsaveis na atualidade por 1 a 3% dos nascimentos nos EUA e Europa.

Dados do registro americano(CDC) para 2002®, mostram 115.392 ciclos de
fertilizag&o in vitro realizados naquele ano, com o consequiente nascimento de
45.751 bebés, o que representou uma taxa de sucesso(nascidos vivos por
transferéncia) de 34,8%, sem a inclusdo dos programas de doagéo e recepcéo de
oocitos e ou pré-embrides. Por outro lado, vale observar que quase 50% destas
gestacOes foram multiplas.

Resultados muito semelhantes sdo obtidos do registro de 2001 de 23
paises europeus®, onde se observou em 120.946 ciclos de fertilizagdo in vitro
uma distribuicdo de um, dois, trés e quatro pré-embrides transferidos em 12.0,
51.7, 30.8 e 5.5%, respectivamente. As taxas de nascimentos a partir de
gestacdes mdltiplas, neste registro, foram de 25.5%.

Quadro 1 - Principais técnicas de Reproducédo Assistida

QO

. Com tubas saudaveis e pérvias:

Relac&o programada (coito programado)

Inseminacéo Artificial Intra-uterina

Transferéncia de Gametas Intratubaria (GIFT)

Fertilizacdo in vitro com transferéncia de Zigoto(ZIFT) e/ou Embriées(TET)
intratubéria.

PwpPE

b. Sem tubas saudaveis e/ou com tubas impérvias

1. Fertilizagdo in vitro Convencional e Transferéncia Intra-uterina de Pré-
Embrides (FIV e TE)
2. Fertilizacao in vitro com Injecédo Intracitoplasméatica de Espermatozéide (ICSI)

c. Técnicas auxiliares ou acessorias

Criopreservacao de gametas (espermatozoides e 6vulos)
Criopreservacgao de Pré-embrides

Assisted Hatching

Cultura Prolongada até Blastocisto

Defragmentacao de Pré-embrides

Transferéncia de citoplasma

Transplante de Nucleo

NogokrwhE
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INDUCAO DA OVULACAO
PROTOCOLOS (longo e curto)

A estimulagdo da ovulagdo consiste em aumentar a exposicdo dos ovarios as
gonadotrofinas, promovendo o crescimento de multiplos foliculos ovarianos por ciclo. Além
disto, 0 aumento da concentracdo das gonadotrofinas nas células da granulosa produz aumento
da sintese de estradiol, de varios fatores de crescimento e de receptores hormonais, cuja acao
sinérgica torna o ambiente folicular mais adequado para o desenvolvimento de odcitos viaveis.

A escolha do esquema de estimulagdo ovariana que produza a melhor resposta folicular
da maneira mais fisiologica possivel é o objetivo de todos os especialistas que atuam em
Medicina Reprodutiva e os esquemas de hiperestimulacdo ovariana tém sido aprimorados
através da utilizacdo de novas opges terapéuticas.

Foliculogénese ovariana e maturacfo oocitaria

A maturagdo folicular ocorre pela multiplicagdo das células foliculares e formacdo do
antro. O foliculo primordial forma-se a partir de um pequeno odcito circundado por uma unica
camada de células escamosas que vao dar origem a camada de células da granulosa. As células
da granulosa véao sofrendo divisbes mitdticas até o foliculo conter cerca de 2.000 a 3.000
células e apresentar didmetro de 150 a 400um. A partir de entdo, colecBes de liquido folicular
aparecem para coalescer e formar uma cavidade Unica e esférica, o antro. A formacdo do antro
é dependente de estimulagdo de FSH e E2.

As células da granulosa s@o as Unicas células do nosso organismo que possuem
receptores para 0 FSH. A funcdo do FSH é estimular o crescimento folicular e a formagéo de
estrogénio, atraves da ocupacdo dos receptores das células da granulosa. O FSH, porém, ndo €
capaz de sintetizar estrogénios isoladamente. Uma pequena quantidade de LH também ¢é
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necessaria. Sabe-se que um nimero minimo de receptores de LH tem que estar ocupado para
que ocorra uma esteroidogénese adequada. As celulas da teca possuem receptores para o LH, os
quais estimulam a producdo de androgénios (a partir do colesterol), que por sua vez, sdo
metabolizados, ou seja, aromatizados em estrogénios nas células da granulosa e agem
diretamente nessas células modificando sua responsividade ao FSH.

Hiperestimulacio ovariana

Pode-se aumentar o0 FSH e o LH pelo aumento de sua sintese e liberacdo endogena
(citrato de clomifeno) ou por meio de administracdo exdgena (gonadotrofinas).

Quando administramos FSH, estimulamos a formacdo de moléculas que podem
influenciar a responsividade da teca ao LH. Por outro lado, quando administramos LH
estimulamos a formacao de moléculas que podem influenciar a responsividade da granulosa ao
FSH.

O LH estimula a sintese e a formacéo de esterdides sexuais masculinos, testosterona e
androgénios. O FSH, através do processo de aromatizacdo, metaboliza o androgénio em
estrogénio.

ESQUEMAS DE HIPERESTIMULACAO OVARIANA
Citrato de clomifeno

Ocupa receptores hipotalamicos gerando maior liberacdo de GnRH que facilita a
secre¢do de gonadotrofinas.

O citrato de clomifeno € a droga de primeira escolha para ciclos de coito programado ou
de inseminacdo intrauterina mas ndo é em geral a primeira opc¢do para estimulacdo ovariana em
ciclos de fertilizagdo “in vitro”, a menos que se queira viabilizar uma estimulagdo com custos
mais acessiveis e em mulheres jovens. A dose utilizada em geral ¢ de 100mg/dia, por um
periodo de 5 dias. Doses superiores a 150mg/ dia podem ser utilizadas porém com resultados
insatisfatorios. Vale lembrar que sendo um anti estrogénico o citrato de clomifeno altera a
qualidade do endométrio.

Gonadotrofinas urinarias

Na década de 60, iniciou-se a utilizagdo das gonadotrofinas extraidas da urina de
mulheres menopausadas e que continham niveis similares de FSH e de LH (cerca de 75 Ul de
cada). E 0 hMG (human menopausal gonadotrophin) que contém quantidades iguais de LH e
FSH, liofilizados, para posterior diluicao e aplicacdo IM ou SC. Sua apresentacdo é em ampolas
de 75 ou 150 UL.

Na década de 80, foi desenvolvida uma outra formulagdo urinaria, porém desta vez
utilizando anticorpos monoclonais, 0 que aumentava a especificidade da atividade hormonal.
Dessa forma foi possivel que cada ampola de 75 Ul contivesse aproximadamente 75 Ul de
FSH, e menos de 0,1 Ul de LH, em funcdo do préprio entendimento da necessidade de uma
maior quantidade de FSH em relacfo ao LH para o adequado desenvolvimento folicular. E o
FSH “puro” apresentado em ampolas com 75 e 150 Ul, de aplicacdo IM ou SC.

O HCG urinério é extraido da urina de mulheres gravidas e encontra-se disponivel em
ampolas de 5.000 e 10.000Ul.



Gonadotrofinas recombinantes

Na década de 90, iniciaram-se as pesquisas com as gonadotrofinas recombinantes.
Primeiramente o FSH contendo 75Ul de FSH puro e nada de atividade LH, e posteriormente o
LH recombinante contendo 75Ul de LH puro e nada de atividade FSH. O FSH é apresentado
em ampolas de 37,5, 50, 75, 100, 150 e 200Ul ou em apresentacdo multidose; o LH em
ampolas de 75Ul. Podem ser utilizados IM ou SC. O HCG também encontra-se disponivel na
férmula recombinante com apresentacdo em ampolas de 6.000Ul.

Qualquer que seja a gonadotrofina escolhida as doses iniciais dependem da idade da
paciente e do protocolo utilizado: “step up” quando se inicia com doses baixas e vai se
aumentando a depender da resposta ovariana ao ultrasom ou “step down” quando se inicia com
doses maiores e depois vai se diminuindo a depender da resposta ovariana.

A dose inicial depende: da idade da paciente, do nivel de FSH plasmatico na fase
folicular inicial, da presenca ou ndo de anovulacdo cronica e da resposta prévia a estimulagéo
(se houver). Utilizam-se doses iniciais menores (entre 75 e 150 Ul por dia) nas pacientes mais
jovens, nas que apresentam FSH basal mais baixo, nas portadoras da Sindrome dos Ovarios
Policisticos, e nas que apresentaram resposta exagerada em ciclo anterior. Nas pacientes entre
30 e 35 anos utiliza-se habitualmente doses iniciais entre 150 e 225Ul e em pacientes acima de
35 anos ou naquelas que apresentam baixa reserva ovariana inicia-se com doses em torno de
300Ul por dia. A variagdo da dose é feita entdo de acordo com as necessidades e
particularidades de cada paciente.

O aumento indiscriminado das doses de gonadotrofinas na tentativa de se otimizar as
taxas de sucesso, ou 0 uso de protocolos sem comprovacdo cientifica, sem se avaliar a
necessidade individual da paciente acaba levando a indices inaceitaveis de gestacbes multiplas,
com todas as suas complicacBes, ou por outro lado, a falta de resposta. Dessa forma €
imprescindivel se optar por protocolos mais “fisioldgicos”, com o objetivo de se obter os
melhores odcitos, e assim os melhores embrides e maiores taxas de gravidez. Os ajustes de dose
devem ser acurados, ndo se utilizando doses inadequadas, e produzindo um melhor controle da
resposta ovariana com menos chance de gestagcdes multiplas em excesso.

O acompanhamento do crescimento folicular é realizado por ultrasonografia
transvaginal seriada e dosagens seriadas de estradiol, de modo que a dose do medicamento € a
frequiéncia das ultra-sonografias possam ser ajustadas conforme indicar o crescimento folicular
e 0s niveis de estradiol.

O primeiro exame deve ser realizado sempre antes de se iniciar o estimulo ovulatorio.
Este exame basal proporciona avaliagcdo do Utero, da cavidade endometrial e do aspecto dos
ovarios. Quando o exame revelar cistos ovarianos de 20mm e niveis de estradiol maiores que
40pg/mL ou mais o ciclo de estimulo deve ser suspenso. Se evidenciadas alteracfes relevantes
da textura uterina ou endometrial (miomas, pélipos, espessamentos endometriais e outras),
estas podem merecer complementacdo propedéutica antes do inicio do tratamento. O segundo
exame sera agendado em torno do 4° ou 5° dia de estimulo. Segue-se 0 acompanhamento
repetido das ultra-sonografias e dosagens de estradiol, quantas forem necessarias a cada 2 ou 3
dias até que se identifique foliculos com didmetro médio igual ou maior que 17 mm e valores
de pelo menos 200 a 300pg/mL de estradiol.



Estudos demonstram que o LH em excesso pode suprimir a proliferacdo da granulosa,
provocar luteinizacdo prematura do foliculo ou torna-lo atrésico. Desta forma, a presenca de
altos niveis de atividade LH durante as fases iniciais da estimulacdo ovariana pode ocasionar
um efeito deletério sobre os foliculos em desenvolvimento. Isto pode ocorrer em algumas
situacOes especificas como na sindrome dos ovarios policisticos, onde os niveis de LH s&o, de
forma absoluta ou relativa aumentados. Por outro lado, um minimo de LH é necessario durante
todo o ciclo de estimulagdo. Estudos realizados em pacientes com hipogonadismo
hipogonadotrdéfico, que sdo consideradas como modelo para se determinar a necessidade real de
cada uma das gonadotrofinas, demonstram que os foliculos ovarianos crescem razoavelmente
apenas com a administracdo de FSH. No entanto, para a esteroidogénese adequada, assim como
para um desenvolvimento endometrial, a adicdo de LH é fundamental. Além da adi¢do de LH
levar a producdo de estrogénio de forma dose-dependente, ele também antecipa o crescimento
dos foliculos, 0 que na pratica poderia se traduzir por uma reducdo no nimero de dias de
estimulacdo. A dose de LH que pareceu ser 6tima para a maioria das pacientes foi de 75 Ul por
dia. Doses maiores, como de 225 Ul de LH por dia parecem, ao contrario, exercer efeito
deleterio.

O LH ou 0 HMG podem ser utilizados para inducéo de ovulagdo em qualquer paciente,
mas é imprescindivel nos casos de mulheres inférteis com anovulacéo do tipo 1 da OMS. Tais
pacientes tém niveis baixos demais ou ausentes de LH, o que torna impossivel a produgédo de
estrogénios.

Analogos e antagonistas do GnRH

Para um perfeito acompanhamento e programacdo da inducdo da ovulacdo e para
evitarmos picos espontaneos de LH que poderiam inviabilizar a captacdo oocitéria levando a
ovulacdo e luteinizacdo folicular precoces (antes da administracdo do HCG e da captagdo
oocitaria) é necessario utilizarmos drogas como os agonistas e os antagonistas do GnRH.

Os agonistas do GnRH comecaram a ser utilizados na década de 80 e até hoje
constituem-se em ferramentas fundamentais para o sucesso da estimulagdo ovariana. Existem
varias opg¢des disponiveis como o acetato de leuprolide (Lupron®), a goserelina (Zoladex®), o
acetato de buserelina (Suprefact®), a triptorelina (Neodecapeptil®), etc. Realizamos a
dessensibilizacdo hipofisaria com analogos do GnRH, iniciado tanto na fase folicular inicial
quanto na fase lutea média. Apds confirmacdo da supressdo da funcdo pituitaria inicia-se a
inducdo da foliculogénese propriamente dita.

Podem ser utilizados basicamente 0 esquema longo em que o0 analogo € iniciado em
torno do 23° dia da fase lutea do ciclo prévio a estimulacdo ou no 1° dia do ciclo na dose de
0,10mUlI por dia por um periodo de 2 ou 3 semanas, até se conseguir um bloqueio hipofisario
(niveis de estradiol menores de 30-40pg/mL) e continuado durante a estimulacdo ovariana na
dose de 0,05mUl por dia, até um dia antes da administracdo do HCG. No esquema curto 0
analogo é iniciado na fase ldtea do ciclo prévio e apds a menstruacdo e confirmando-se niveis
baixos de estradiol € iniciada a estimulacdo ovariana. No esquema ultra curto ou “flare up” o
anélogo € iniciado concomitantemente com as gonadotrofinas no 1° ou 2° dias do ciclo
menstrual. Este esquema € utilizado em pacientes ma respondedoras ou com baixa reserva
ovariana.



Os antagonistas do GnRH tém sido utilizados mais recentemente e realizam o
bloqueio hipofiséario apds o inicio da estimulacdo ovariana. Tém a vantagem de permitirem uma
aplicacdo mais confortavel para a paciente pois sao necessarias menos aplicacdes de injecdes.
Pode ser utilizada uma dose Unica de 3mg ou injecdes diarias de 0,25mg por dia, aplicadas
quando estiverem presentes foliculos de pelo menos 14mm de didametro. Como exemplos de
antagonistas do GnRH temos o acetato de ganirelix (Orgalutran®) e o0 acetato de cetrorelix
(Cetrotide®)

Pacientes com supressao hipofisaria induzida por analogos do GnRH (agonsitas ou
antagonistas) podem apresentar profunda supressao do LH, prejudicando uma adequada sintese
de estradiol resultando em taxas de fertilizacdo baixas e aumento de risco de abortamento. Tais
pacientes necessitam de altas doses de FSH e apresentam melhora das taxas de implantacéo
com a adi¢do de LH ao protocolo de estimulagdo com FSH.

Os protocolos de hiperestimulacdo ovariana devem ser aplicados de maneira a

mimetizar a0 maximo a fisiologia ovariana. A individualizacdo do tratamento, ministrando
doses mais adequadas de acordo com cada indicacéo, é o objetivo final.

Opcoes disponiveis no mercado

Védo aqui alguns exemplos de opcbes comerciais disponiveis para os medicamentos
utilizados na hiperestimulacéo ovariana:

Citrato de clomifeno Clomid® 50 mg
Generico 50 mg
Serofene®

HMG (LH/FSH) Pergonal® 75/75
Menogon® 75/75
Merional® 75/75 ou 150/150
Menopur® 75/75

p-FSH Fostimon® 75 ou 150

r-FSH Puregon® 50, 100, 150 e 200
Puregon Pen® 300 e 600
Gonal-F® 37,5, 75 e 150
Gonal-F® 600 1200

r-LH Luveris® 75

hCG Choragon® 1500 e 5000
Choriomon® 2000 e 5000
Profasi HP® 2000, 5000 e 10000
Pregnyl® 1500 e 5000

Progesterona natural micronizada Crinone® 80 mg
Utrogestan® 100 e 200mg

Combinacio de clomifeno e gonadotrofinas



Pode ser utilizado o clomifeno, na dose de 100mg/dia associado a gonadotrofinas. Este
procedimento apresenta boa relagdo custo-beneficio, apesar dos possiveis efeitos
antiestrogénicos do citrato de clomifeno. Da mesma forma que ocorre com 0S esquemas
anteriores, a ovulacdo é deflagrada quando o exame ultra-sonografico mostrar que pelo menos
3 foliculos atingiram o didmetro maior ou igual a 17mm e nivel de estradiol maior que 200 a
300pg/mL por foliculo maduro.

Administracao do HCG

A ovulacdo é deflagrada com 10.000 Ul de gonadotrofina coriénica (hCG) urinaria ou
6.000UI de HCG recombinante por via subcutanea (SC) ou intramuscular (IM) quando o exame
ultra-sonogréafico mostrar que pelo estdo presentes pelo menos 3 foliculos com didmetro medio
de pelo menos 17mm e nivel de estradiol de pelo menos 200 a 300pg/mL por foliculo maduro.
Neste momento, simula-se o pico enddgeno do LH. Programa-se a captacdo oocitaria 36h apos
a injecdo do HCG. O cancelamento do ciclo devera ocorrer caso ndo se consiga obter pelo
menos 2 ou 3 foliculos maduros ou se o nivel de estradiol estiver muito baixo.

Suplementaciio da fase litea

A suplementacdo da fase liutea devera sempre ser realizada para profilaxia da
insuficiéncia do corpo luteo. A suplementacdo pode ser feita usando-se a progesterona ou o
HCG. Na literatura ndo ha evidéncias que demonstrem a superioridade de uma ou outra forma
de suplementacdo. A suplementagdo com HCG ndo deverd ser prescrita para pacientes com
risco para hiperestimulo pois pode piorar o quadro. A suplementacdo pode ser descontinuada
apos a placenta assumir o pleno controle enddcrino da gestacdo, o que ocorre apds a décima
segunda semana de gestagdo. O momento para se iniciar a suplementacao da fase lutea € apds a
captacao oocitaria.

A suplementacdo com progesterona pode ser feita com progesterona por via oral, via
intramuscular ou natural micronizada por via vaginal. O esquema mais utilizado por sua
efetividade e menor incidéncia de efeitos colaterais, seguranca de uso, facilidade de
administracdo e custo, é a progesterona natural micronizada administrada por via vaginal na
dose de 800mg por dia. Os niveis séricos de progesterona ap0s tratamento vaginal com
progesterona micronizada sdao menores que por via IM, porém os niveis no tecido uterino sdo
maiores quando se usa a via vaginal. Quando o HCG foi comparado com a progesterona
vaginal ou IM, ndo houve nenhuma diferenca nos resultados. A aplicagdo vaginal da
progesterona pode apresentar alguns efeitos colaterais como: corrimento e irritacdo vulvo-
vaginal; a administragdo por via oral pode ocasionar: sedacdo, sonoléncia, nauseas, vomitos e
retencdo hidrica.

Quando se utiliza 0 HCG este é administrado a cada 4 dias a partir de 72 horas apds a
captacdo folicular na dose de 2.000Ul em cada aplicacdo. Deve ser observado que a utilizacdo
do hCG na suplementacdo da fase lutea podera resultar em testes de gravidez falso-positivos
quando estes sao realizados em curto espacgo de tempo ap0és a ultima aplicacéo.

O diagnostico da gestacdo podera ser realizado por exame plasmatico de beta HCG
quantitativo a partir de 12 dias ap0s a transferéncia embrionaria.

Outras drogas



Algumas drogas tém sido usadas em associacdo as gonadotrofinas para reduzir a
hiperinsulinemia, aumentando sua sensibilidade em pacientes diabéticas obesas com
hiperandrogenemia. Tem também se mostrado efetivas em mulheres insulino resistentes na
auséncia de diabetes declarada e em pacientes com Sindrome dos Ovarios Policisticos.

A metformina (Glucoformin®, Dimefor®) um composto pertencente ao grupo das
biguanidas, € utilizada na dose de 850 mg duas vezes ao dia, as refeicdes. O mecanismo
primario de acdo parece ser seu efeito na inibicdo da gliconeogénese hepatica. Tem sido
relatado que novos derivados da thiazolidinediona, como a troglitazona ou a roziglitazona
(Avantia®), melhoram a insulino-resisténcia e anormalidades reprodutivas em mulheres com
SOP.

Complicacoes

As principais complicacdes realcionadas a FIV sdo o risco de gravidez multipla e a
sindrome de hiperestimulo ovariano.

Para se evitar as gestacdes miltiplas jA& comentamos que a hiperestimulagdo ovariana
deve ser cautela e individualizada e a tendéncia da maioria dos centros hoje € transferir um
pequeno namero de embrides.

A Sindrome de Hiperestimulo Ovariano é a complicacdo mais temida devido a sua
gravidade. A paciente apresenta mdaltiplos foliculos ovarianos acompanhados de ascite,
alteracbes hematoldgicas (hemoconcentracdo), derrame pleural e alteracdes hepaticas e de
coagulacdo. Pode ser evitada através de uma inducdo de ovulagdo com baixas doses e evitando-
se a administracdo de HCG. Caso a administracdo ja tenha sido feita os embriGes podem ser
congelados para transferéncia num outro ciclo, ja que os casos graves de Sindrome de
Hiperestimulo Ovariano sé se manifestam em pacientes gravidas.
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INSEMINACAO INTRA - UTERINA

Definicio
Introducéo de espermatozoides, previamente capacitados na cavidade uterina.

Técnica

O primeiro passo é a inducgdo da ovulagdo, realizada com objetivo de selecionar
foliculos pré-ovulatorios, com didmetros médios de 18mm (no maximo quatro) e
endométrio trilaminar, apto a receber os embrides. E importante sincronizar o dia da
inseminacdo com o dia da ovulacdo, através da monitorizacdo da ovulacdo, com
acompanhamento da ultra-sonografia transvaginal observando o nimero, o sincronismo e
tamanho dos foliculos assim como a espessura endometrial, para administracao de HCG,
em média 36h antes da inseminacao.

A preparacdo dos espermatozoides devera ser feita para selecionar os de melhor
morfologia e de boa motilidade. As técnicas utilizadas sejam gradiente de concentracdo ou
swim-up apresentam resultados semelhantes.

No dia da inseminagdo, com os espermatozdides ja capacitados, seguiremos as
seguintes etapas:

Introducgéo do especulo vaginal

Embrocacao da vagina com soro, para promover a assepsia do colo uterino e
paredes vaginais.

Aspiracdo do muco cervical

Introducdo do cateter com os espermatozoides capacitados (0,5 ml), na cavidade
uterina, onde serdo depositados.

Retirada de espéculo

Repouso no leito por 10 min
Apenas uma inseminacao sera suficiente. Muitos estudos mostram que repetir a
inseminagdo ap0s alguns dias ndo traz nenhum beneficio.

Os catéteres utilizados na inseminacdo apresentam os mesmos resultados, seja o
Soft ou Hard-tip catheter



Indicac¢odes
Fator Cervical - muco cervical de baixa qualidade, presenca de anticorpos
antiespermatozdides.
Fator Masculino relativo - oligoastenozoospermia, defeitos nos mecanismos de
ejaculacao.
Infertilidade Sem Causa Aparente
Inseminag&o com sémen de doador

Resultados

Os indices variam entre 12,5 e 18% de gravidez por ciclo, em mulheres até 35 anos. Os
principais fatores dos baixos indices de sucesso estdo na incapacidade de avaliar a
qualidade dos 6vulos liberados, assi
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INJECAO INTRACITOPLASMATICA DE ESPERMATOZOIDE (ICSI)

Definicao

E a técnica de RA em que apenas um espermatozoide capacitado é micro-injetado no
interior do citoplasma ovocitério.

Este procedimento consiste nas diversas etapas a seguir:

Aspiracéo folicular

Identificacdo e classificacdo ovocitaria
Preparacgdo e capacitagdo espermatica
Preparacdo e limpeza ovocitaria
Microinjecéo dos espermatozoides
Avaliacdo embrionaria

Transferéncia embrionaria

Técnica

Paciente em posicdo ginecologica, sob sedacdo com uso de hipnoanalgésicos de agéo ultra-
curta.

Antissepsia da cavidade vaginal.

Aspiracdo folicular com auxilio de ultra-som tranvaginal.

Transporte imediato do liquido folicular para o laboratério para identificacdo e avaliacéo
ovocitaria.

Materiais utilizados para avaliacao ovocitaria
-Placas de Petri pré-aquecidas

-Pipetas de Pasteur Humagen esterilizadas

-Seringas de 20 ml pré-aquecidas



-Lupa aquecida (pelo menos 15 minutos de antecedéncia)
-Placas de Petri duplo poco contendo meio de cultura( HTF Modificado 15% SSS)

-Placas de Petri com gotas de 25 microlitros de HTF Simples 15% SSS cobertos com 6leo
mineral (Irvine Embryotested) preparadas na vespera.

Procedimento de identificacao e avaliacao ovocitaria

Observar na lupa o liquido folicular e capturar os évulos com o auxilio de pipeta de
Pasteur.

Transferir os dvulos para as placas com HTF Modificado, lavando-o0s sucessivamente para
a retirada de células indesejaveis (hemaécias, etc.). Acada seis évulos capturados, transferir
para as placas com HTF Simples e colocar a seguir na incubadora evitando contato

prolongado com o ambiente externo. Manter os évulos nas gotas de HTF Simples pelo
menos duas horas até 0 momento da limpeza.

Materiais utilizados para a limpeza ovocitaria
Pipetas de Paster Humagen esterilizadas

Stripper com ponteira de 135 mc
Pipetas de pasteur Humagen estiradas

Placas de Petri duplo poco aquecidas

HTF com Hepes e 15% de soro substituto a 37°C
Hialorunidase 80U/ml & 37°C

2 seringas BD ultrafine

Lupa aquecida



Procedimento de limpeza ovocitaria

Mergulhar os évulos (3 em 3) na solugéo de hialorunidase contida no poco central da placa
de Petri.

Lavagem sucessiva dos mesmos com pipetas ndo estiradas até a dissolu¢do do cumulus(ndo
ultrapassar 1 minuto).

Retira-los com a pipeta estirada colocando-os na parte externa da placa preenchida com
HTF Modificado. Com o auxilio do stripper completar a limpeza dos évulos.

Coloca-los nas gotas com HTF simples e transferi-los para a incubadora até 0 momento da
ICSI (1 hora).

Separar 0s ovocitos em M 1l para a ICSI
Enquanto os ovdcitos estdo na incubadora, preparar as placas para ICSI:

8 gotas de 5 microlitros em forma de circulo e numeradas, contendo HTF
Modificado e 2 gotas na pare central de PVVP cobertas com 6leo mineral.

Injecdo intracitoplasmatica realizada com auxilo de micropipetas Humagen 30° contendo
um unico espermatozoide pré-capacitado.

Os dvulos retornam para a incubadora de CO2.
Avaliacéo de fertilizagcdo apds 16/18 hs.
Avaliagdo embrionaria no segundo dia.

Avaliagdo e transferéncia embrionaria no segundo ou terceiro dia

Indicacgodes

1- Fator masculino alterado
Oligoastenospermia
Azoospermia obstrutiva
Teratospermia
Falhas na fertilizac&o classica

2- Auséncia ou baixo indice de fertilizacdo na FIV convencional



Resultados

IDADE <34 34-38 38-43 43>
GRAVIDEZ 41% 34% 17% 8%
CLINICA

NASCIMENTO | 35% 28% 10% 4%
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Fertilizacao in vitro convencional (FIVc e TE)

A fertilizagdo in vitro convencional refere-se ao procedimento onde um ou
mais oocitos sdo aspirados dos foliculos ovarianos, incubados juntamente com
espermatozoides previamente processados, fertilizados espontaneamente por um
destes espermatozoéides e entdo um ou mais dos pré-embrides assim obtidos séao
transferidos para a cavidade uterina.

Indicacdes:

A indicacao desta técnica implica numa busca apurada da causa basica da
infertilidade conjugal, obtida a partir de uma avaliacdo clinica e laboratorial
completa realizada em ambos os parceiros.

A experiéncia inicial com a FIVc teve como indicacao principal as patologias
tubarias sem possibilidade de correcdo cirargica. Posteriormente e de maneira
progressiva, a partir do estabelecimento de melhores condi¢cdes de cultivo, da
otimizacdo do processo de estimulacdo ovariana e obtencdo de odcitos que em
conjunto determinaram a eficacia do procedimento, viu-se a expansdo das
indicacBes. Assim foi que, outras causas de infertilidade feminina e até mesmo
algumas masculinas tiveram seu tratamento viabilizado através da FIVc.



Séo indicagbes de FlVc:

- Auséncia ou obstrucéo tubaria

- Insucesso de Salpingdlise e/ou Reanastomose tubaria

- Endometriose Severa

- Fator masculino moderado

- Disovulias e/ ou anovulias em falha de tratamentos anteriores

- Infertilidade Sem Causa Aparente (falha de tratamento(s) prévio)
- Faléncia ovariana ( programa de ovodoagao )

Consideracfes importantes:

A indicacao definitiva da FIVc deve ser precedida de algumas reflexdes, em
gue pesem seu alto custo, a necessidade de procedimento mais invasivo e a
utiizacdo de medicamentos de estimulacdo da foliculogénese associados com
alguns riscos para a mulher. Além destes ndo se pode esquecer 0 aumento na
taxa de gestacdes multiplas que é responsavel diretamente por muitos dos custos
das gestacdes obtidas pelas técnicas de fertilizacdo in vitro® e também pelo
aumento das complicacgdes fetais.

A opcdo de tratamentos mais conservadores deve sempre ser levada em
conta nos casais com tubas pérvias e sem fator masculino mais acentuado
(moderado ou severo).

Causas de subfertiidade deverdo ser tratadas antes de iniciadas as
tentativas de FIVc, uma vez que ndo sO as taxas de concepcdo natural mas
também as da propria FIVc podem ser melhoradas com tais cuidados.

Geralmente, na auséncia de fatores absolutos de infertilidade tais como a
obstrucao tubéria bilateral e fator masculino severo, deve-se oferecer a estes
casais de trés a seis ciclos de estimulacdo e inseminacao.

Em casais onde a mulher apresenta idade superior a 40 anos encontra-se
apoio na literatura para se oferecer a FIVc como tratamento de primeira opcao,
ndo se desprezando contudo o tratamento prévio de fatores que venham a afetar
negativamente o resultado final.

E consenso na literatura que a presenca de hidrossalpinge ao exame
ultrassonogréafico da pelve feminina, reduz de maneira significativa os resultados
da FIV convencional ou com ICSI. A salpingectomia prévia, na situacao citada,
recebe apoio da literatura e das principais sociedades internacionais, como
maneira mais eficiente de aumentarem-se as taxas de sucesso do tratamento.

N&o se encontra na literatura consenso quanto a garantir-se melhores
resultados com a ICSI nos casos onde a FIVc pode ser utilizada.

Descricéo da Teécnica:



1. Identificacdo:

O liquido folicular é recebido e aliquotado em plaquetas de Petri onde, sob
Visdo microscopica 0s oocitos séo identificados e classificados quanto a sua
maturidade.

2. Classificacao oocitaria:

Existem véarias classificacdes porém a mais utilizada e aconselhada para
utiizacdo em nosso meio pelo | Consenso Brasileiro de Embriologia em
Medicina Reprodutiva — 2004®, é baseada naquela descrita pela Clinica Bourn
Hall (Cambridge) , como se segue:

a. Vesicula Germinativa — Células do cumulos e da corona aderidas ao
oocito e vesicula germinativa presente no citoplasma. O odcito esta em Profase

(P).

b. Odbcito Imaturo — Células da corona compactadas com células do
cumulus apresentando algum grau de dispersdo. Odcito em geral em Metéafase |
(M1).

c. Odcito Pré-Ovulatério — Células da corona ainda aderidas e as do
cumulus bem dispersas. O primeiro corpusculo polar ja liberado. Odcito em
Metéafase Il (M2).

d. Odcito Pés-Maduro — Corona ausente com intensa dispersdo das células
do cumulus. O primeiro corpusculo polar € ainda visivel e o oécito permanece em
metéfase II.

e. Odcito Luteinizado — Auséncia de corona e a arquitetura das células do
cumulus é representada como uma massa gelatinosa.

f. Odcito Degenerado ou Atrésico — Cumulus retraido com células escassas
ao redor do odcito. Podem ser identificados diferentes sinais de anormalidades
como: citoplasma retraido e escurecido, vacuolos, zona pelucida(ZP) fraturada ou
rota e ainda ZP vazia.

3. Processamento Seminal:

O Sémen coletado apds periodo de liguefacdo, € avaliado quanto as suas
caracteristicas biofisicas e passa entdo por técnica de processamento com a
associacdo de lavagens, centrifugacfes e migracfes ( Swim-Up, Centrifugacéo
em Gradientes Descendentes ou outros), em meios especificos ( Isolate, Pure-
Sperm ou outros) que visam a separacdo do plasma seminal e selecdo dos
espermatozéides mais méveis e capazes para a inseminacéo dos odcitos ©,

4. Inseminacao dos Odcitos:

Apos periodo de incubacdo de 2 a 3h em meio de cultura especifico (HTF,
Ham F10 ou outros) e enriquecido 10 a 20% com fonte de proteina (Albumina,
Soro Materno ou Substitutos Sintéticos) em ambiente a 5% de CO,, 37°C e 90%
de umidade, os odcitos maduros recebem os espermatozoéides processados ( 100
— 200 x 10° espz/ml/odcito ).

5. Verificacao da Fertilizacao:



A fertilizacdo é confirmada 17 a 20 horas apds a inseminacdo quando €&
observada a presenca dos pro-nucleos feminino e masculino(2PN).

Neste momento, para alguns autores, jA se poderia identificar os futuros
bons pré-embrides para a transferéncia, baseando-se na posi¢éo dos pro-nucleos,
assim como no numero e distribuicdo dos nucléolos observados em cada pro-
nucleo.

6. Verificagc&o da Clivagem:

A clivagem embrionaria com a formacéo dos pré-embrides é observada na
maioria dos protocolos publicados, ap6s periodo de mais 24 horas da fertilizacdo
confirmada, isto €, por volta de 48 horas apés a inseminac&o dos o0citos.

Alguns autores aconselham a identificacdo da clivagem precoce, avaliada
25 a 29 horas apds a inseminagdo, como maneira mais eficiente para a
identificagdo do melhor pré-embrido para a transferéncia.

7. Classificacdo dos Pré-Embrides:

Vérios sistemas de classificacdo dos pré-embrides estdo disponiveis na
literatura especializada!”. Quase a totalidade dos métodos baseia-se na
equivaléncia de tamanho e numero de blastdmeros, porcentagem e caracteristicas
da fragmentacdo. Estes autores consideram como bons pré-embries para a
transferéncia aqueles com maior numero, equivaléncia de tamanho entre os
blastdbmeros e auséncia ou menos de 20% de fragmentacao visivel no espaco
peri-vitelinico.

A opcéo do cultivo prolongado até fases mais tardias do desenvolvimento in
vitro (moérula ou blastocisto) parece ter no terceiro dia de cultivo 0 momento
decisivo, uma vez que neste momento a presenca de pré-embribes de boa
qualidade e com 8 blastdbmeros ou mais, parece predizer com boa dose de acerto
a possibilidade de obtencao do blastocisto.

8. Transferéncia dos Pré-Embrides:

A transferéncia do(s) pré-embrido(6es) pode ser realizada com 48 (2 — 4
células), 72 (6 -10 células) ou 120 horas (mérula ou blastocisto) apds o dia da
coleta e inseminacdo dos odcitos.

Catéteres mais macios conjugados a camisa externa, parecem determinar
melhores resultados finais.

A decisdo do numero de pré-embrides para a transferéncia devera estar
calcada em fatores que equilibrem a melhor chance de gestacdo com a menor
possibilidade de ocorréncia da gemelaridade ou multigestagcdo. Assim sendo,
como o numero de pré-embrides € o fator determinante desta Ultima ocorréncia,
este devera ser diminuido até limites minimos que garantam taxa de gestacdo
aceitavel. Estudos demonstram que € possivel a utilizacdo da transferéncia de
pré-embrido Unico em indmeras situacdes clinicas com boa taxa de sucesso.
Quando nao se observam estas condi¢fes, a transferéncia de nUmero superior a 4
pré-embrides sO parece receber apoio da literatura em idade superiores a 40 anos
na mulher, sendo que muitos autores demonstram resultados bastante aceitaveis
com transferéncia nunca superior a 2 pré-embrides em idades inferiores.



Resultados

O maior determinante de sucesso das técnicas de fertilizag&o in vitro, FIVC
ou com ICSI, é sem duvida a idade da mulher.

Em 2002, o registro americano mostrou que as taxas de nascidos vivos por
ciclo em mulheres com idade inferior a 35 anos foi de 37%, de 35 a 37 anos de
31%, 38 a 40 anos 21%, 41 a 42 anos 11% e acima de 42 anos 4% “.

No continente sul-americano a distribuicdo percentual dos procedimentos
de fertilizacdo assistida, registrados e publicados pela Rede Latinoamericana de
Reproducdo Assistida para os ciclos realizados entre os anos de 1992 e 2003
mostra uma nitida reducao na utilizacéo da FIVc frente a ICSI. Figura 1

A observacédo dos resultados obtidos com FIVc ndo demonstram qualquer
vantagem para a ICSI quando se comparam as taxas de gestacao por aspiracao e
por transferéncia, assim como as taxas de parto por aspiracéo e por transferéncia.
Figura 2
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Figura 2 Resultados do Registro da REDLARA - 2003
FIVc(%) FIV com ICSI(%)
% Gestacdao Clinica por:
aspiracao 30,7 29,4
transferéncia 34,0 33,1
% Parto por:
aspiracao 24,9 23,5
transferéncia 27,5 26,1
Total de Ciclos 3344 8874
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PROTOCOLOS DE CRIOPRESERVACAO EM LABORATORIO DE
REPRODUCAO ASSISTIDA

1. Introducao

A criobiologia (estudo dos processos de congelagdo de células e tecidos) tem
permitido a preservacgdo de células por tempos prolongados, geralmente com a manutencéo
de suas propriedades bioldgicas, uma vez descongeladas. Todas as células dos mamiferos
funcionam com uma pequena variacdo de temperatura, que vai de 37°C a 39°C, e todas
contém &gua, tornando possivel a criopreservagdo se forem resfriadas em nitrogénio liquido
a- 196 °C . Isso significa que as células toleram a exposicdo a temperaturas néo fisioldgicas
e a mudanca do estado liquido para o solido, ja que o gelo se forma em uma temperatura
pouco abaixo de 0° C. Os danos sofridos pelas células dos mamiferos durante a
criopreservacao estdo diretamente ligados a velocidade de resfriamento e aquecimento das
células.

A criopreservacdo € cada vez mais importante para a medicina reprodutiva. O
principal objetivo de um programa de congelamento € causar o minimo de dano possivel no



momento em que 0s gametas, embrides e tecido germinativo estiverem expostos a uma
temperatura muito baixa ndo-fisiolégica. Quando os espermatozdides, os o0d6citos, 0s
zigotos, e os pré-embribes estdo expostos a solucdes hipermolares, reagem a elas perdendo
agua. Quando alguns componentes sdo adicionados ao meio de criopreservacdo, a relacao
entre sobrevida e temperatura pode ser drasticamente alterada. A sobrevida das células e
tecidos vivos criopreservados depende em grande parte do meio crioprotetor. Dessa
maneira, a utilizacdo de agentes crioprotetores adequados € indispensavel para prevenir
danos as células e tecidos germinativos.

Os protocolos usados hoje em dia envolvem, essencialmente, técnicas que permitem
a desidratacdo da célula, prevenindo a formacéo de gelo intracelular, que pode causar danos
pelo arrebentamento e dispersdo das organelas celulares, ou por provocar quebras da
membrana citoplasmatica.. Quando os gametas ou embrides sdo colocadas em um meio
contendo um agente de crioprotecdo intracelular, a agua sai da célula devido a alta
concentracdo extra-celular de crioprotetores . 1sso causa o encolhimento da célula até o
equilibrio osmdtico ser atingido pela difusdo lenta dos crioprotetores para o interior celular.
Para prevenir o super-resfriamento durante o congelamento, um cristal de gelo é
introduzido num processo controlado chamado "seeding”. Isto contribui para desidratacao
intracelular.

Um correto equilibrio entre a velocidade de congelamento e a concentracdo do
crioprotetor diminui os danos que o congelamento pode causar nas estruturas celulares no
processo de desidratacdo. Se a taxa de resfriamento é muito rapida, a agua ndo pode sair
suficientemente rapido da célula e, ocorre a formacao intensa de cristais de gelo. A taxa de
penetracdo dos crioprotetores depende da temperatura; o equilibrio é ativado rapidamente
em altas temperaturas. Por esta razdo, odcitos e embrides sdo usualmente colocados no
meio de crioprotecdo em temperatura ambiente. Entretanto, como alguns crioprotetores,
como o dimetilsulfoxido (DMSO), sdo toxicos em elevadas concentracbes, este é
freqlientemente usado em baixas temperaturas para reduzir os efeitos adversos.

Se o resfriamento final ocorre a uma temperatura relativamente alta (>-30°C) , a
célula carrega mais gelo intracelular do que se o resfriamento for mais demorado,
com baixas temperaturas (<-80°C). Assim, para proteger a célula naquela situacio, o
descongelamento deve ser realizado rapidamente, induzindo a uma rapida dispersao
do gelo. Inversamente, amostras resfriadas a <- 80°C devem ser descongeladas mais
lentamente para permitir a re-hidratacio gradual e evitar o risco de arrebentamento
da célula. Desta maneira, amostras descongeladas sido usualmente expostas
progressivamente em dilui¢oes mais baixas de crioprotetores para remové-los da
célula gradativamente.

1.1. Crioprotetores

= estabilizam proteinas intracelulares.
* reduzem a formacéao de gelo intracelular.
= moderam o impacto da concentracgéo de eletrdlitos intra e extracelulares.



= hidrossoluveis.
= baixa toxicidade mesmo em concentragoes elevadas.
= facilmente permeéaveis as membranas da célula.

» Dimetilsulfoxido (DMSO), Propanodiol (PROH) e Glicerol (GLY) - agentes
celulares com pequenas moléculas — facilmente permeaveis a membrana celular.
DMSO e PROH sédo freqiientemente usados para congelamento de embriGes em
estagio de pouca divisdo celular , e o glicerol é sempre usado para blastocistos.

» Sacarose — substancia extracelular com grandes moléculas ndo permeaveis.
Apresenta efeito osmético, acelerando a desidratacdo da célula. Nao pode ser
usada isoladamente, é utilizada junto a crioprotetores intracelulares padréo.

1.2. Amostras suscetiveis a criopreservacao

= Espermatozoides

» Pré-zigotos em estagio de pronucleo
= Embrides em estéagio clivado

=  Embrides em blastocisto

= Odcitos

= Tecido ovariano



2. Tipos de Congelamento

2.1 Lento ou Computadorizado
» Interacdo das amostras com substancia crioprotetora - equilibrio.
» Transferéncia para recipiente apropriado
= Colocados na maquina de congelamento computadorizada.
= Programacéo das rampas de congelamento
= “Seeding" -
= Decréscimo lento da temperatura (TA até -30 ou -40 ).
» Transferéncia para cilindro contendo nitrogénio liquido (-196<C) onde sao
armazenados.
gfve haver um correto equilibrio entre a velocidade de congelamento e a concentragéo
crioprotetor.

2.2 Ultra-rapido

As amostras sdo colocadas em substancia crioprotetora altamente concentrada (DMSO
a 3,5 M e sacarose a 0,25M), onde permanecem por um breve periodo de equilibrio e entéo
sdo mergulhados diretamente no nitrogénio liquido. O congelamento € tdo rapido que nédo
permite a desidratacdo. O descongelamento é feito rapidamente em banho-maria a 37°C
para remover o crioprotetor em um s passo.

O método ultra-répido é bem mais simples e mais barato. Os resultados, entretanto,
apresentam-se ainda inferiores aos encontrados no congelamento lento. Gordts et al, em
1990, relataram quatro casos de gravidez ap6s o congelamento ultra-rdpido de embrides.
No estudo, alta taxa de sobrevivéncia foi observada em embriGes congelados em
pronucleos comparados a embrides clivados, achado condizente com outras pesquisas. Em
contrapartida, Lai et al (1996), utilizando técnica de congelamento ultra-rapido, reportaram
taxa de sobrevivéncia de 83% e de nascidos de 16% com embrides clivados. As estruturas
mitocondriais e de outras organelas apresentaram-se preservadas ap0s 0 processo de
criopreservacao.

2.3 Vitrificacao

A vitrificacdo como técnica ultra-rapida de refrigeraciao baseia-se no contato
direto entre a solucio de vitrificacdo, que contém os agentes crioprotetores altamente
concentrados, e o nitrogénio liquido. Em contraste com o protocolo de congelamento
lento, durante a vitrificacio a solucio permanece completamente inalterada e a agua
nio precipita, assim nenhum cristal de gelo é formado e ocorre a transformacao
instantanea de liquido em so6lido. Os estudos de vitrificacdo iniciaram em 1987, com
Rall, que submeteu embrides de ratos a esse processo de criopreservaciao. Kuleshova
et al, em 1999, relataram o nascimento de uma menina saudavel apés a vitrificacido de
oocitos maduros de pacientes submetida a fertilizagao in vitro.

Os protocolos para vitrificacio sdo simples, e permitem as células e tecidos
serem colocados rapidamente em contato com os crioprotetores e mergulhados
diretamente em nitrogénio liquido. Varios métodos diferentes foram usados para



vitrificar oodcitos e embridoes humanos antes da implantacio, com diferentes taxas de
sucesso. Os métodos incluem o uso de payettes convencionais, utilizando uma canula
denominada cryoloop, as OPS - Open Pulled Straws (Vajta et al, 1998; Chen et al,
2000); as pipetas de denudacao flexiveis - FDP (Liebermann et al, 2002) e as grades de
microscopia eletronica para sustentacio (Martino et al, 1996 e Park et al, 1999).

Yoon et al e Yokota et al (2000); El-Danasouri e Selman (2001);
Vanderzwalmen et al e Jelinkova et al (2002), concluiram que os embrides apresentam
maiores indices de sobrevivéncia apés a vitrificacio do que os odcitos, porém
Kuleshova et al (1999) e Lucena et al (2006) apresentaram estudo com gravidez e nati-
vivos apos a vitrificacio oocitaria..

Com relagdo a vitrificacio de tecido ovariano, poucas pesquisas foram
realizadas. Em 2004, Hasegawa et al estabeleceram um modelo experimental em
camundongos. Os autores concluiram que o método utilizado apresentou-se eficaz
para o armazenamento de ovarios, uma vez que os 00citos preservaram a capacidade
de fertilizacdo e desenvolvimento embrionario pré-implantacio.

Yeoman, Wolf e Lee, em 2005, estudaram a criopreservacgao de tecido ovariano
de macaco utilizando as técnicas de vitrificacdo e congelamento lento. Antes da analise
de viabilidade folicular, algumas amostras do tecido descongelado foram colocadas em
cocultura com fibroblastos fetais de camundongos com inativacio de mitose. Os
resultados levaram a conclusido de que a cocultura do tecido ovariano descongelado
aumenta a porcentagem de foliculos viaveis, e que 0 método de vitrificacao de tecido
ovariano ¢é tio eficaz quanto o congelamento lento.

Ceschin et al, em 2005, compararam criopreservacio por congelamento lento e
vitrificacdo de tecido ovariano de ratas. O processo de vitrificacio demonstrou menor
grau de degeneracio tissular e maior indice de viabilidade folicular.

Os crioprotetores utilizados na vitrificacio sio DMSO, EG e PROH, isolados
ou em associacao, adicionados a sacarose, sempre em altas concentracoes.

A maioria dos protocolos de vitrificacio segue o de Nakagata et al (1997), com
algumas modificacoes.

A remocio do protetor é realizada por exposicio progressiva da amostra em
dilui¢oes mais baixas de crioprotetores, proporcionando a lenta retirada da célula.

Etapas da vitrificacao:

= Desidratacio da amostra em duas etapas:
Soluciio de equilibrio: 15-20% de crioprotetores por 2-20 minutos.

Solucdo de vitrificacdo: 30-40% de crioprotetores por 20-90 segundos.

= C(Colocacido das amostras em OPS/Cryoloop/Cryotop/Cryotip -
quantidade de meio de vitrificacio ¢ critica.

= Colocaciao em nitrogénio liquido.

= Devitrificacido - diluicio dos crioprotetores em 3 etapas, com diminuicao
da concentracio de sacarose:



Solucao de aquecimento: 1,0 M de sacarose
Solucio de dilui¢cao: 0,5 M de sacarose

Solucio de lavagem: sem sacarose.



3.1

3.2

Congelamento de espermatozoides
Indicacoes:

Criopreservaciao terapéutica: manutencdo de fertilidade em homens a serem
submetidos a quimio ou radioterapia ou cirurgias que possam comprometer o
potencial fertil (disseccdo do retroperitbneo, resseccdo endoscopica da prostata,
cirurgias envolvendo o colo da bexiga). A presenca de tumores ou outras
neoplasias, aliada as terapias de erradicacdo podem ter como resultado a inducdo de
oligozoospermia ou mesmo de azoospermia, sendo essas alteracbes podendo ser
temporarias ou definitivas.

Inseminacio artificial ou fertilizacio in vitro com sémen de doador - Formacao
de banco de sémen

Inseminag¢do com sémen do parceiro: nos casos de auséncia temporaria ou
definitiva do mesmo, baixa freqiiéncia sexual e disfuncédo erétil em procedimentos
de inseminagé&o intrauterina ou fertilizacdo in vitro.

Preservacio do material genético - Pacientes que desejam ser submetidos a
vasectomia, poderdo guardar amostras de sémen para serem utilizadas no futuro
procedimentos de reproducao assistida.

Criopreservacio dos espermatozéides obtidos durante microcirurgias para
reconstrucdo do sistema reprodutivo (reversdao de vasectomia) ou por técnicas
cirdrgicas do epididimo ou do parénquima testicular (aspiracdo microcirdrgica do
epididimo; bidpsia convencional ou microcirirgica do testiculo), para futura
utilizacdo em micromanipulacdo de gametas.

Criopreservacio de sémen de individuos que trabalham em profissdes de alto
risco (mergulhadores de elevada profundidade, pilotos, industrias quimicas,
exposicao a agrotoxicos e pesticidas e exposicdo a radiacles ionizantes).

Coleta das amostras:

Todos os pacientes que desejam criopreservar amostras seminais devem realizar,

previamente ao procedimento, os seguintes exames: HIV | e 1I; HTLV | e Il; VDRL;
HBsAg; Anti-HBc; Anti-HBe; Anti- HBs; Anti-HCV; Grupo ABO; Fator Rh; Clamidia,
Ureaplasma, Micoplasma, Gonorréia, Espermograma e Espermocultura. Os marcadores de
hepatite e AIDS devem ser repetidos ap6s 3 meses da coleta para afastar o risco de
resultado falso negativo devido a janela imunologica.

33

Avaliacdo das amostras:

Identificagcdo adequada da amostra.
Separacdo de uma aliquota para anélise apds a autoliquefacgéo.
Sdo utilizados os critérios de analise:
» Caracteres gerais: volume, pH, cor, aspecto, viscosidade, presenca ou
n&o de grumos e tempo de autoliqueacgéo.
» Contagem espermatica inicial: nimero total de espermatozoides,
células jovens, células epiteliais, leucocitos e hemaécias.



» Motilidade, morfologia e viabilidade iniciais.

3.4 Taxas -Espermatozoéides

» Taxa de sobrevivéncia de espermatozoides criopreservados = 25 a 75%
» Taxas de gravidez (espermatozdides criopreservados) = semelhante a obtida com
esperma a fresco.



4. Congelamento de embrides:
4.1 Indicacoes:

e Preservar os pré-embrides formados apds ciclos de FIV/ICSI, reduzindo o risco de
gravidez mdaltipla e aumentando a chance de gravidez por ciclo.

e Aumentar a possibilidade de concepcdo em pacientes que ndo apresentem
endométrio adequado apos inducéo.

e Permitir posterior transferéncia embrionédria em pacientes com hiperestimulacdo

ovariana.

e Permitir a posterior transferéncia em casos de nao-sincronia dos ciclos de doadora e
receptora.

e Permitir a doacdo de embrides a casais impossibilitados de produzir seus proprios
embrides.

e Possibilitar o armazenamento de embrides para pacientes a serem submetidas a
qguimio/radioterapia ou cirurgia ginecologica radical.

4.2  Pré-zigotos

O pré-zigoto, estdgio de desenvolvimento do dvulo ap6s a penetracdo do
espermatozodide, se caracteriza pela presenca, no centro da célula, de dois corpusculos
separados, que representam as cargas cromossOmicas provindas do Ovulo e do
espermatozdide, os pronucleos. O congelamento neste estagio celular tem sido realizado ha
mais de uma década e culminado em milhares de nascimentos. O fato da perda do fuso no
pré-zigoto €, em grande parte, responsavel pela excelente sobrevivéncia e potencial de
implantacdo. Quando congelados pré-embrides em estagio de pro-nucleo, a selecdo pode
ser feita unicamente através da classificacdo baseada na posicdo, no alinhamento e no
namero de nucléolos, por isso a maioria dos centros prefere efetuar o congelamento apds
clivagem. A vantagem da criopreservacgdo nesse estagio consiste no fato dos pronucleos néo
apresentarem a decondensacdo dos nucleos, na qual um novo ser geneticamente
identificado é formado, portanto diminui questdes éticas associadas ao congelamento
embrionario.

E de extrema importancia congelar o pré-zigoto antes do desaparecimento dos
prondcleos, para garantir melhores resultados. A morfologia dos pré-zigotos descongelados
é, geralmente, semelhante a sua aparéncia pré-congelamento, porém, ocasionalmente, o
citoplasma é mais claro e ha reduzido ndmero de organelas em torno das estruturas
pronucleares. Apds o descongelamento os nucléolos sdo freqiientemente vistos espalhados
dentro dos pronucleos apesar de seu prévio alinhamento nas juncdes pronucleares antes do
congelamento. Pode ocorrer a condensacdo de dois pronucleos em um grande pronucleo
durante o processo de criopreservacdo. Deixado em cultura por 15-24 horas, o pronucleo
saudavel com completa o processo de fertilizacdo, e prossegue para primeira clivagem, o
que indica verdadeiramente a sobrevivéncia apos o descongelamento; < 5% dos pré-zigotos
que parecem estar saudaveis apos o descongelamento falham no seguimento deste padréo.



4.3  Pré-embrides em clivagem

Como em od0citos em estadgio de pronucleo, os pré-embrides em clivagem se
desenvolvem apds o descongelamento e resultam em taxas aceitaveis de gestacdo. Sao
comumente congelados, semelhantemente aos pré-zigotos, em solu¢bes 1,5M de
propanodiol associadas a sacarose.

O protocolo lento para criopreservacdo embrionéria tem sido largamente utilizado
desde o primeiro relato de gravidez obtida apds o descongelamento de pré-embrides
clivados, em 1983, por Trounson e Mohr.

Os pré-embrides clivados podem ser congelados quando se encontram com 2 a 8
células, sem necessidade de restricbes com relagdo ao momento da criopreservagdo. Além
dessa vantagem, o congelamento nesse estagio permite melhor selecdo embrionaria
conforme as caracteristicas morfologicas e conseqlentemente otimizar as taxas de
sobrevivéncia e implantagcdo. Tornou-se mais comum escolher os melhores embrides para
transferéncia a fresco e congelar todos os outros com boa morfologia somente apds ter sido
feita a selecdo a fresco.

O descongelamento pode resultar em pré-embrides com blastémeros vivos e mortos,
0 que se apresenta como a desvantagem desse processo, ja que a avaliacdo da viabilidade
torna-se mais dificil. Cultivar esse pré-embrido por 18 a 24 horas pode confirmar
viabilidade, se ocorrer uma ou duas divisdes nesse periodo.Em geral, um pré-embrido que
possui mais de 50% de blastdmeros viaveis no descongelamento é considerado um
sobrevivente. Nao existe evidéncia convincente de que a perda de um ou dois blastémeros é
claramente danosa para os pré-embriGes no seu desenvolvimento inicial. Apesar disso, tem
sido relatado que pré-embribes humanos inteiramente intactos demonstram uma taxa de
implantacdo mais elevada do que aqueles parcialmente intactos.

Devem ser congelados nesse estagio os embrides remanescentes, apos transferéncia,
com caracteristicas morfologicas satisfatorias — zona pellcida integra, clivados no dia 2
para dia 3, que apresentarem blastdmeros simetricos ou com discreta assimetria e com
menos de 50% de fragmentacdo. Os demais embriGes devem ser mantidos em cultura até
dia 5, quando serdo congelados somente os blastocistos viaveis.

4.4 Blastocistos



Existe uma tendéncia crescente em cultivar o embrido até estagio de blastocisto em
alguns centros com intuito de sincronizar de maneira mais efetiva esse estagio e o
desenvolvimento endometrial e assim selecionar os embrides com maior potencial de
implantacdo e reduzir a frequéncia de gestagbes mdaltiplas. Conseqlientemente, ocorre o
aumento na rotina de congelamento de blastocistos expandidos. VVarios autores tém relatado
0 sucesso do congelamento e nascidos vivos, e muitos deles usaram sistemas de co-cultura
para suportar o crescimento dos pré-embrides, porém a taxas de implantacao de blastocistos
descongelados ndo é melhor do que a de embrides em estdgio de clivagem, apesar da
melhor selecéo.

Em centros onde o cultivo de blastocisto ndo € rotina, é dificil conseguir uma
amostra satisfatoria para criar um parametro de sucesso da criopreservacao em blastocisto.

4.5  Vitrificacao de embriodes

O primeiro relato de gravidez apds vitrificacdo de embrides humanos data de 1990
(Gordts et al). Os resultados clinicos decorrentes de blastocistos vitrificados permanecem
controversos (Hartshorne et al, 1991; Menezo et al, 1992; Choi et al., 2000).

Porém Huang et al, em 2005, realizaram a criopreservacdo de blastocistos de
camundongos e humanos utilizando um novo protocolo de vitrificacdo, realizado em duas
etapas, e alcancaram alta taxa de sucesso. No estudo, os blastocistos foram vitrificados em
cryoloops apos tratamento em solucdo de vitrificacdo (VS) 50% e 100% (solucdo composta
por 20% EG, 20% DMSO e 0,5 mol/l de sucrose de mol/l em meio HTF, suplementado
com 20% soro-albumina humano) por 2 minutos e 30 segundos, respectivamente. Os
embrides foram devitrificados ap6s tratamento em 0,25 e 0,125 mol/l de sucrose por 2 e 3
min, respectivamente. O indice de sobrevivéncia dos blastocistos de camundongos foi de
87% e taxa de prenhez de 50%. Os blastocistos humanos devitrificados atingiram indice de
sobrevida de 77,1% e taxa de gravidez de 53,8%, levando os autores a concluir que a
criopreservacao por vitrificagcdo apresenta-se como uma alternativa viavel ao congelamento
embrionario por protocolo lento.

4.6  Taxas de implantacido e nascimentos com embrides criopreservados

Atualmente, ao descongelar embrides, as taxas de sobrevida flutuam entre 40 e
100%. Essas taxas tém relacdo, acima de tudo, com o potencial biolégico dos
embrides, previamente ao congelamento. E altamente provavel que aqueles embrides
que nao sobrevivem ao serem descongelados, sio os mesmos que niio teriam atingido o
desenvolvimento embrionario até a implantacao.

A taxa de gravidez clinica ao transferir embriées congelados é inferior a obtida
com embrides frescos, porém varia também conforme a idade da paciente e 0 nimero
de embrioes transferidos, como indicam a tabela 1 e 2.



Tabela 1 - Taxa de gravidez com transferéncia de embrides a fresco e criopreservados -

Fonte: REDLARA 2003

FIV a fresco ICSIl a fresco FIV Crio ICSI Crio
Transferéncias 3344 8874 592 1434
Gravidez clinica |1136 2936 11.6 234
% gravidez 33,97% 33,08% 19,59% 16,31%

Tabela 2 - Taxa de gravidez com transferéncia de embrides criopreservados de acordo com

atdadedapactente—ohte 2003 REDEARA

TASA DE EMBARAZO CLINICO CON TRANSFERENCIA DE EMBRIONES
CRIOPRESERVADOS DE ACUERDO A LA EDAD DE LA MUJER (2003)

EMBRIONES CRIOPRESERVADOS
N* EMBRIONES EDAD (afios) N°® TRANSFEREMNCIAS TASA EMBARAZO
s gt 9g 7.1%
el 65 4,6%
e 23 0.0%
SUBTOTAL 187 5.3%
e e 333 14,7%
3538 173 11,0%
EE 44 B,8%
SUBTOTAL 550 12 9%
L= <35 397 20,4%
bl 213 15,0%
R 61 19.7%
SUBTOTAL 571 18.6%
CUATRO = 35 256 27 7%
LR 153 21,6%
e 44 11.4%
SUBTOTAL 453 24 1%

5. Congelamento de odcitos

A criopreservagdo de odcitos humanos ainda € uma metodologia em
desenvolvimento, apesar das primeiras gestacdes pds-descongelamento ja terem sido
descritas em meados da década de oitenta (Chen, 1986; Van Uem et al, 1987).

A possibilidade de criopreservacdo de o6citos humanos e seu armazenamento por
tempo indeterminado poderiam beneficiar tanto pacientes com neoplasias que apresentam
risco de tornar-se estéreis ap0s a terapia quanto mulheres que pretendam postergar a
gravidez.. A outra indicagdo seria reduzir os conflitos éticos e religiosos associados ao
congelamento e armazenamento de embrides, ja que a tendéncia atual constitui a
transferéncia de embrido Unico, assim, a producdo de numeros excessivos de embrides
parece cada vez mais impropria. Pacientes submetidas a tratamentos de FIV ou ICSI que



obtiverem um grande ndmero de odcitos poderiam congelar os excedentes e utiliza-los em
uma outra tentativa ou ainda doa-los a um banco de évulos.

6. Criopreservacao de tecido ovariano:

Enquanto a criopreservacdo do sémen esta disponivel para homens, os protocolos de
preservacao de oocitos permanecem aquém do desejado e ainda ndo ha método apropriado
para criangas pré-puberes. As vantagens da criopreservagédo do tecido ovariano no lugar dos
odcitos incluem a abundancia de odcitos disponiveis numa fase de maturacdo em que séo
menos susceptiveis aos danos potenciais do procedimento, além de dispensar o uso de
TRA. Uma desvantagem a ser considerada é a possibilidade de se reimplantar células
cancerosas em pacientes ja tratados. Dessa forma, a criopreservacdo de tecido ovariano,
embora promissora, precisa ser melhor estudada antes de ser oferecida como alternativa
para preservacao da fertilidade.

Atualmente, o congelamento lento e a vitrificacido tém sido estudados no
processo de criopreservacio de tecido ovariano, utilizando diversos protocolos, com
diferentes crioprotetores. A idéia principal do procedimento é congelar os foliculos
primordiais imaturos in situ no cortex ovariano, ja que se sabe que esses foliculos sido
os que sobrevivem a criopreservacao.



7. Protocolos utilizados em criopreservacdao de células e
tecidos germinativos em humanos:

71 Protocolo de criopreservaciao seminal:
Verheyen et al (1993)

Agca e Crister (2002)

Leibo et al (2002)

Schuster et al (2003)

Isachenko et al (2004)

7.2 Protocolos de congelamento de pré-zigoto em pronucleo e pré-embrides
clivados - PROH e sucrose

Baker et al (1991)

Testart et al (1986)

7.3  Protocolos de congelamento de pré-embrides em estagio de blastocisto - GLY e
sucrose

Gardner (1999)

Menezo et al (1992,1996)

7.4  Protocolos de vitrificacio de embrides -
Nakagata (1997)
Lane et al (1999)

7.5  Protocolos de congelamento de odcitos -
Chen (1986)

Van Uem (1987)

Tucker et al (1998)

Porcu (1997, 2001)

Stachecki (1998, 2002, 2004)

Quintas et al (2002)

7.6  Protocolos de vitrificacio de odcitos -
Stachecki JJ e Cohen , 2004

Kuleshova et al (1999)

Lucena et al (2006)

7.7  Protocolos de congelamento de tecido ovariano -
Newton et al (1996)
Almodin et al (2004) - fase experimental

7.8 Protocolos de vitrificacao de tecido ovariano -
Martinez-Madrid (2004)

Ceschin et al (2005) - fase experimental

Gandolfi et al (2006)
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