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Os gametas

no contexto da reproducao humana assistida

Ana Margarida Aleixo*, Vasco Almeida!
*CIIMAR/ Universidade do Porto
'DB/ FCUP

Estima-se que, em todo o mundo, entre 10% a 15% dos casais em idade fértil nao con-
sigam realizar o sonho de gerar um filho'. Diz-se, neste caso, que o casal enfrenta pro-
blemas de infertilidade, sendo esta condicao uma causa consideravel de sofrimento
emocional e psicoldgico?. No passado, a infertilidade era considerada como uma fata-
lidade bioldgica insuperavel mas, atualmente, os casais inférteis tém na reprodugao
humana assistida a possibilidade de realizar o seu objetivo de alargamento da familia3.
A importancia destas técnicas é revelada por estudos recentes, que mostram que 1 em
cada 50 criangas que nascem na Europa sao resultado de tratamentos de reproducao
humana assistida*.

Um dos primeiros passos para avaliacao da situacao de infertilidade e escolha do
caminho a seguir (entre as diversas técnicas disponiveis), passa pela avaliacdo dos
gametas do casal, ou seja, das suas células reprodutoras. Para a maior parte dos tra-
tamentos de reproducdo humana assistida sera necessaria a recolha desses gametas
e a sua preservacao, o que acarreta grandes desafios tecnoldgicos e éticos a comuni-
dade cientifica.

Gametas masculinos

0 espermograma é uma andlise da amostra seminal que permite avaliar o potencial de
fertilidade do homem. Faz-se um estudo das caracteristicas de visualizagao direta e das
caracteristicas microscdpicas do sémen. Assim, é possivel obter informagdes impor-
tantissimas: se a espermatogénese (processo de formacao dos gametas masculinos,
gue ocorre no interior dos testiculos) ocorre de forma expectavel, se ocorre o amadu-
recimento dos espermatozoides, se os canais deferentes estdo desimpedidos e se as
glandulas anexas estdo a funcionar de forma correta.

0 exame macroscopico inclui parametros como aparéncia visual, liquefagao, visco-
sidade, volume e pH. Paralelamente, deve ser realizado um exame microscaépico que
permita avaliar a motilidade, vitalidade, concentragcio e morfologia dos espermatozoi-
des, bem como a presenca de outras células ndo espermaticas (como células epiteliais,
células germinativas imaturas ou leucécitos, por exemplo) ou de anticorpos anti-esper-
matozoides (FIGURA 1).
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FIGURA 1. Observagao ao microscopio dtico de amostras de espermatozoides, ampliados 1000x. A) preparagao a fresco
(sem coloragao). B) preparagdo com coloragao, de forma a evidenciar a morfologia dos espermatozoides.

As medigGes obtidas devem ser comparadas com valores de referéncia, definidos pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), expressos na TABELA 1. Contudo, é importante
salientar que podera haver homens cujas caracteristicas de amostra seminal estejam

abaixo destes valores sem apresentarem quadros de infertilidade®.

TABELA 1. Valores de referéncia do espermograma, estabelecidos pela OMS (adaptado de DGS, 2011, p. 10).

Parametros Valores de referéncia
Volume >1,5ml
pH >772
Concentracéao >15x108/ml
Contagem total > 40 milhdes no ejaculado
Mobilidade progressiva >32%
Morfologia normal >4%
Vitalidade >58%
Leucécitos <1x108/ml
Teste MAR* <50% moveis

* Reacao mista de antiglobulina, permite detetar a presenca de anticorpos anti-espermatozoides.

Embora estes sejam os valores de referéncia, estudos recentes mostram o quanto os
avangos tecnolégicos permitem melhorar as metodologias para anélise da qualidade es-
permatica, definindo melhor a infertilidade masculina e fornecendo melhores prognosti-
cos para as técnicas de reprodugdo humana assistida que tenham de ser utilizadas®. Um
exemplo é um estudo muito recente que alerta para a quantidade de espermatozoides com
ADN fragmentado mas morfologia normal, encontrados em muitos individuos inférteis,
contrariando a ideia generalizada de que gdmetas com aspeto padronizado teriam, ine-
vitavelmente, conteudo normal de acidos nucleicos e, portanto, apresentavam garantia
de serem viaveis’. Outro estudo salienta que o conhecimento de marcadores moleculares
de diferentes fungdes espermaticas pode ser Util para determinar novas estratégias tera-
péuticas e de diagndstico da infertilidade masculina. Estes investigadores sugerem que
se deve procurar a presenga de determinadas proteinas nas membranas superficiais do
espermatozoide, ja que estas podem desempenhar um papel durante o desenvolvimento

embriondrio e, portanto, ser sinal de melhor qualidade e viabilidade do embrido®.
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Daqui se depreende que novas abordagens diagndsticas, apoiadas em avangos tecnold-
gicos, permitirao, no futuro, otimizar os valores que hoje consideramos como padrao. Isto,
por seu lado, vai permitir uma avaliagdo mais rigorosa dos espermatozoides e, consequen-

temente, contribuir para um sucesso maior das técnicas de reprodugdo humana assistida.

Gametas femininos

0 estudo da qualidade dos ovdcitos e da funcdo ovarica comega com exames que permi-
tam avaliar parametros como a temperatura basal, quantificagdo de hormonas especificas
(FSH — homona foliculostimulante, LH — hormona luteinizante, estradiol, progesterona
e prolactina) ou a visualizagdo dos ovarios através de ecotomografia pélvica com sonda
vaginal. Desta forma, o médico procura confirmar a reserva folicular dos ovarios, se ocorre
ovulagdo ou se ha lesdes ovaricas que comprometam a fertilidade da mulher.

Através da administracdo de hormonas, é possivel estimular os ovarios artificialmente,
induzindo o amadurecimento de varios foliculos no mesmo ciclo e promovendo a ovulag3o.
Este é um procedimento de base que pode, por si sd, solucionar problemas de anovulagao
(auséncia de ovulagdo, que representa a principal causa de infertilidade de fator feminino®).

Esta estimulacdo ovarica é também um passo essencial nas técnicas de reprodugao
humana assistida, uma vez que possibilita 0 aumento do nimero de ovécitos colhidos e,
portanto, do nimero de embriGes que poder&o vir a formar-se (permitindo a selecdo dos
melhores, para transferéncia posterior e/ou que poderdo ser criopreservados). Assim,
consegue aumentar-se a taxa de gravidez.

A estimulagdo ovérica pode ser realizada de varias formas (recorrendo a diferentes
substancias) e opta-se por uma das hipdteses dependendo do estado clinico e do objetivo
que se pretende. Algumas dessas substancias interferem com os normais mecanismos
de feedback negativo do estrogénio ao nivel do complexo hipotalamo-hipéfise, ocupando
os recetores de estrogénio ou provocando a diminui¢cdo da sua produgdo. Assim sendo,
ha libertacdo de maiores concentragdes de GnRH (hormona libertadora de gonadotrofi-
na) e, consequentemente, de gonadotrofinas (LH e FSH). Outra opgdo pode passar pela
administracdo artificial dessas hormonas do complexo hipotalamo-hipdfise, interferindo
diretamente no amadurecimento de varios foliculos ovaricos?.

Os processos de indugdo da ovulagdo ndo estdo isentos de riscos: na verdade, ha a pos-
sibilidade de desenvolver sindrome de hiperestimulagdo ovarica (como o nome indica, é
uma situagdo em que, no ovario, demasiados foliculos estdo em processo de amadureci-
mento, ao mesmo tempo) devendo, neste caso, ser cancelado o ciclo’. O desrespeito por
esta recomendacgdo aumenta a probabilidade de ocorrer uma gravidez mdltipla, com as
complicagdes inerentes, quer para a mae, quer para os fetos'™.

Avaliado o estado de amadurecimento dos foliculos, € administrada hCG (gonadotrofina
coridnica humana), uma hormona que simula o pico de LH essencial para que ocorra a ovu-
lag3o, seguindo-se a aspiracdo dos ovdcitos libertados da estrutura folicular.

Passa-se de seguida para a avaliagdo da maturidade ovocitaria, com base no aspeto
morfoldgico do complexo cumulus-ovético, o conjunto de células que é libertado agquando
da ovulag3o, formado pelo ovdcito, rodeado de células somaticas (FIGURA 2A)). Em alter-
nativa (inclusivamente com resultados mais precisos), esta avaliagdo da maturidade dos
gametas femininos pode fazer-se depois de um processo de desnudagdo. O processo de

desnudacao implica a remocao das células que circundam o ovdcito, por meios enzimati-
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cos, tornando possivel a visualizagdo do citoplasma e de estruturas extracitoplasmaticas
(como o gldbulo polar, o espago perivitelino e a zona pellcida; FIGURA 2B)). Desta forma,
consegue-se perceber em que fase da divisdo meidtica se encontra o ovdcito e se este
apresenta sinais evidentes que indiguem anomalias genéticas ou dificuldades de sucesso
na fertilizacdo e/ou implantagdo!2 Apesar de ndo se conhecer convenientemente a relagéo
entre as anomalias extra e intracitoplasmaticas do ovdcito e o sucesso reprodutivo, é con-
veniente que se registem todas as alteragdes verificadas, com vista a avaliagdes futuras

que permitam melhorar esta técnica de diagndstico'®.

A) B)

FIGURA 2. Observagdo ao microscépio 6tico de gametas femininos. A) complexo cumulus-ovdcito, apés pungao folicular
observado ao microscdpio, com uma ampliagdo de 400x. 1) ovdcito. 2) células somaticas circundantes. B) ovdcito desnu-
dado. 3) zona pellcida. 4) espago perivitelino. 5) 1.2 globulo polar. 6) ovdcito.

A maturidade dos ovdcitos &, portanto, um pré-requisito essencial para o sucesso da
fertilizagado e a viabilidade do embrido resultante. Na pratica clinica, é costume supor que
cada ovdcito que exiba um globulo polar é um ovécito maduro em metafase IT (MII). No
entanto, a observacgdo da dindmica dos microtubulos durante a maturagao do ovécito hu-
mano revelou que o glébulo polar se torna visivel algumas horas antes da concretizacao
dessa fase no gameta feminino, podendo levar a falsas classificagdes e, consequentemen-
te, reduzir as taxas de sucesso das técnicas de reprodugdo humana assistida. Estudos
recentes demonstram os beneficios de observar o desenvolvimento do fuso meidtico (com
recurso a microscopios de luz polarizada) nos ciclos de fertilizac&o in vitro que habitual-
mente tenham uma resposta abaixo do ideal a estimulagdo convencional. Assim, otimiza-
-se a determinacdo de amadurecimento dos ovdcitos de maturacgéo tardia e, quando ne-
cessario, adia-se a técnica para que os gametas femininos possam concluir a maturagao in
vitro, diminuindo os riscos de fertilizagcdo prematura.

Outros estudos tentam, por outro lado, demonstrar a relagao entre a expressao de de-
terminados genes e a maturagdo dos ovdcitos, abrindo caminhos para novas abordagens
laboratoriais e afinagdo da avaliagdo. Dependem, obviamente, do desenvolvimento tecno-
logico que permita essa detegdo em tempo Util e com boa relagéo custo-beneficio para a

pratica clinica®®.

Criopreservagao de gametas e embriGes
Criopreservacao é o “congelamento ou vitrificagdo (método ultrarrépido) e armazenamen-
to de gametas, zigotos, embrides ou tecido das gonadas”®.

Pretende-se, com este processo, conservar células e tecidos, armazenando-os em tem-

peraturas abaixo de zero (-196 °C), a fim de interromper toda a atividade biolégica e pre-
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servar a sua viabilidade para uso futuro. Ndo é uma técnica simples, pois o alto teor de
4gua na matéria viva acarreta grande probabilidade de criagao de cristais de gelo. Uma vez
que os sistemas bioldgicos humanos ndo possuem mecanismos de defesa interna eficien-
tes contra lesdes causadas pelo frio, corre-se o risco de comprometer a viabilidade celular,
pela possibilidade de provocar danos graves e irreversiveis nas estruturas citoplasmati-
cas. A expulsdo de agua intracelular e, consequentemente, a redugéo na formagao de gelo
dentro das células é facilitada pela exposicao a crioprotetores?’.

Ao longo dos anos, os cientistas propuseram diferentes estratégias de criopreservagao
no esforgo de obter uma receita otimizada, garantindo a sobrevivéncia das células e, ao
mesmo tempo, a manutengao das fungdes e habilidades fisioldgicas necessarias para con-
tinuar a vida.

A criopreservagdo de esperma humano é uma abordagem simples e eficaz para a pre-
servacao da fertilidade masculina. E também utilizada com vista 3 criagcao de bancos de
dadores masculinos. Contudo, ndo é uma técnica inécua, induzindo frequentemente uma
diminuigdo notavel da motilidade espermatica, além de poder afetar outros parametros,
como a integridade da membrana e do acrossoma ou a fragmentagao de ADN*®.

O principal método de criopreservacido de espermatozoides, atualmente, é o congela-
mento lento convencional; no entanto, mais recentemente, a vitrificagao é também usada?®.

Se, para o gdmeta masculino, o processo de conservagao é relativamente simples, para
0s gametas femininos ha motivo de maior cuidados: ovécitos em metafase II sdo notavel-
mente vulneraveis a criopreservacao, principalmente devido ao seu grande tamanho, ao
teor de agua relativamente alto e a presenca do fuso meidtico. Representam, por isso, os
maiores desafios ao desenvolvimento de técnicas que se revelem eficazes.

Muitas mulheres procuram a conservagdo dos seus ovdcitos por questdes de saude
(antes de serem submetidas a tratamentos oncoldgicos, por exemplo) ou como forma
de adiarem a maternidade (permitindo o acesso a gdmetas de melhor qualidade quando
quiserem concretizar o sonho de ter filhos, mesmo que numa idade mais avangada)” 2°.
Nos Estados Unidos da América, por exemplo, estima-se que em 2015 se tenham rea-
lizado 46.000 ciclos de reprodugao assistida com o objetivo de preservar estas células
reprodutoras para o futuro, contra cerca de 1.000 em 2006%. Alguns cientistas, contudo,
mostram preocupacgao pelo facto de faltarem estudos de acompanhamento de longo pra-
zo em criangas nascidas de ovdcitos congelados para avaliar convenientemente a eficacia
desta técnica®.

Devido as restrigdes legislativas e as preocupacgodes religiosas e éticas relativamente
a producdo e congelamento de embrides em grande nimero que ndo sejam implanta-
dos no utero materno durante esse ciclo, notou-se, nos ultimos tempos, um aumento da
investigacao cientifica em criopreservacao destas células, levando a avancos técnicos
significativos, de modo que, atualmente, é reconhecido como um procedimento estabe-
lecido e atil*” 20,

A maior parte das técnicas de reprodugdo humana assistida implica recolha de esper-
matozoides e ovdcitos, fecundacao fora do corpo materno e posterior transferéncia de em-
brides para o Utero (FIGURA 3). Com frequéncia, destes processos resulta a formagéo de
um numero de embrides maior do que os que se transferem, pelo que ha a necessidade de
criopreservar alguns deles.
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FIGURA 3. Embrido observado ao microscapio tico, ampliado 400x, em diferentes fases de desenvolvimento. A) Em-
brido com 2 células, cerca de 24h depois da fecundagao. B) Embrido com 3 dias de desenvolvimento, apresentando 8
células. C) Embrido com 5 dias de desenvolvimento, num estadio denominado de blastocisto. 1) Trofoectoderme (células
que induzem a nidagZo e permitem a formac&o da placenta). 2) Blastocélio. 3) Massa celular interna (células a partir
das quais se forma o embrido).

A primeira gravidez apés um congelamento embrionario, com um método de preser-
vacdo mais lento, ocorreu na década de 1980. Posteriormente, como ja foi referido, foi
desenvolvido um novo procedimento de congelamento, a vitrificagdo?2. Este procedimento
permite o armazenamento de embriGes resultantes de técnicas de fertilizacao in vitro, com
vantagens indiscutiveis: os embrides excedentarios podem ser transferidos mais tarde,
sem necessidade de reiniciar todo o processo de recolha de gdmetas, caso seja necessario
recorrer a uma nova tentativa de gravidez ou caso o casal pretenda ter mais filhos, no fu-
turo. Por outro lado, reservar embrides excedentarios permite que nio sejam transferidos
mais do que um ou dois em cada ciclo, diminuindo a probabilidade de uma gravidez multi-
pla, com grandes riscos associados'’.

Na Europa, a proporgéo de ciclos de transferéncia de embrides criopreservados em com-
paragdo com novos ciclos regista crescimentos de forma geral, estima-se que os ciclos
criopreservados contribuiram para 32% das transferéncias em 2011 em comparagdo com
28% em 2010, chegando, em alguns paises, a uma proporgao superior a 50%2.

Em Portugal, é obrigatdria a criopreservagao dos embrides que ndo tenham sido transfe-
ridos, desde que tenham caracteristicas adequadas para tal. Ndo podera haver lugar a um
novo ciclo de FIV (fertilizagdo in vitro) a fresco, sem que tenha sido tentada a transferéncia
de todos os embrides criopreservados desse casall. Contudo, este procedimento implica
questdes bioéticas muito prementes: é fundamental refletir sobre qual o destino a dar aos
inimeros embrides excedentarios que resultam dos varios ciclos de tratamento e que nun-
ca chegam a ser implantados.

A criopreservacdo de gametas e de embrides assenta em tecnologias cada vez mais
desenvolvidas e diversos estudos revelam que as taxas de sucesso, nestas situagdes, sdo

comparaveis as obtidas com gametas novos?* %,
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