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EDITORIAL

O Manual de Laboratério em sua nova edicdo procura manter as
caracteristicas da versdo anterior, ou seja, continuar padronizando os
procedimentos laboratoriais de Reproducdo Assistida na América Latina,
segundo a opinido dos seus embriologistas clinicos. Além disso, o Manual
servird como modelo para aqueles centros que desejarem participar da
REDE e que gostariam de adaptar seu laboratério segundo as normas de
acreditacdo de nossa instituicdo.

A Diretoria da REDE agradece a participacdo de todos os
embriologistas clinicos que participaram na elaboracdo deste manual,
especialmente a Dra. Claudia Borrero, quem iniciou este projeto.

A edicdo em espanhol e agora também em portugués facilita a
propagacao das informacdes e respeita a individualidade idiomatica dos
diferentes paises que compdem a REDE.

Finalmente, meus votos de sucesso para essa nova realizagdo da
REDE.

Prof. Dr. J.G. Franco Junior
Diretor Executivo
Red Latinoamericana de Reproduccion Asistida
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INTRODUCAO

Nos mamiferos, os odcitos permanecem detidos na préfase da
primeira divisdo meidtica até que a fémea experimente a maturidade
sexual. Com o estimulo hormonal apropriado, o odcito adquire
gradualmente a competéncia para entrar na etapa final da primeira divisdo
meidtica, a medida que aumenta de tamanho durante a maturacéo
folicular. A estimulacdo pelo horménio luteinizante (LH) ocasiona a
maturacgao nuclear do odcito, o qual experimenta a ruptura da vesicula
germinativa. Os cromossomos agrupam-se no primeiro fuso meiotico e
ocorre a primeira divisdo meidtica: um grupo de cromossomos
homologos envolto por uma pequena quantidade de citoplasma é
extruido como primeiro corpusculo polar. Neste estado, cada cromossomo
estd composto por cromatides irmés que ndo se separam até a anafase
da segunda divisdo meidtica (figura 1).

Vesicula germinativa

Ruptura vesicula germinativa

Metafase |

Metafase Il

Ce0eo

Figura 1: Meiose no Odcito

A meiose Il prossegue e 0 oécito entra em parada de divisdo, com
os cromossomos alinhados na placa equatorial do segundo fuso
meidtico. Neste estado, o odcito é liberado do foliculo e ocorre a
ovulagdo, em resposta ao pico de LH.




2. FECUNDACAO EM MAMIFEROS

Afecundacdo de um odcito compreende uma série de eventos
gue ocorrem em uma ordem cronoldgica e que levam a incorporacdo
do material genético do espermatozdéide no citoplasma do odcito,
dando origem a formacao de um zigoto.

Durante a tragetdria pelo trato genital até as trompas de Faldpio, o
espermatozdéide capacita-se, ou seja, ocorrem mudancgas fisioldgicas
e estruturais que permitem a hiperativacdo, seguida pela reacao
acrossdmica. A cabeca do espermatozéide hiperativado une-se a
zona pellcida do o6cito (unido primaria), mediante a interacdo de
residuos carboidratos de um componente da zona pellicida ZP3 com
moléculas na superficie do espermatozdide. Esta unido provoca a
reagdo acrossomica, na qual ocorre a fusdo da membrana acrossomal
externa com a membrana plasmaética do espermatozdide, liberando
o contelido acrossomal, cujo componente principal é a serina
proteasa, acrosina.

A unido primaria progride para unido secundaria que corresponde a
uma interacao espécie-especifica entre outro componente da zona
pellcida ZP2 e acrosina. Mediante a acdo proteasica da acrosina, o
espermatozdide solta-se e volta a interagir com a zona peltcida,
penetrando-a depois de ciclos alternados de unido e lise. O
espermatozdide alcancga assim o espago perivitelinico, entra em
contato com a membrana plasmética do oécito e a cauda para de
bater. A membrana plasmatica pds-acrossomal une-se com a
membrana plasmatica do odcito, incorporando-se o espermatozoide
ao citoplasma.

A fecundacéo induz a reacdo cortical no oécito, que por sua vez
provoca uma reagdo da zona pellcida. A reacdo cortical consiste na
liberacdo do contelido enzimatico dos granulos corticais por fusao
da membrana plasmatica do odcito com a membrana dos granulos.
A difusdo deste conteldo, através da zona pellcida, provoca
alteracdes estruturais que impedem a unido de novos
espermatozoides.



Afecundacéo ativa o odcito que encontrava-se parado na metafase
da segunda divisdo meibtica (figura 2a e b).

Esta divisdo se completa, eliminando-se o segundo corpusculo polar
(figura 2c). O material genético hapldide do odcito e do espermatozdide
sao envolvidos por membrana nuclear, constituindo os pronucleos
feminino e masculino, que migram até o centro da célula (figura 2c e
d). Durante esta migracao ocorre a duplicacdo do DNA. As membranas
dos pronucleos rompem-—se (singamia) e 0s cromossomos se agrupam
no fuso mitdtico (figura 2e), para dar lugar a primeira clivagem do novo
individuo (figura 2f).

A Fecundacao

Figura 2: Fecundagdo em Mamiferos




3. DESENVOLVIMENTO PREIMPLANTACIONAL

Define-se como desenvolvimento preimplantacional o periodo
compreendido entre a formacdo do zigoto e a implantacdo do
blastocisto no endométrio (figura 3). No ser humano, dura entre 6
e 7 dias, durante os quais migra desde a porcdo ampolar da trompa
até o Utero. Durante este periodo, o conceptus passa por uma série
de divisdes celulares sem apresentar crescimento e, finalmente, forma-
se o blastocisto, que contém um grupo de células que dara origem
ao embrido denominado massa celular interna (mci) e o primeiro
tecido diferenciado, o trofoblasto, que envolve a mci.

corpusculo

prontcleo . I
fuso mitético polar blastdmero

— zona pellcida

zigoto zigoto 2 células

massa celular
interna

trofoblasto

4 células mérula blastocisto

Figura 3: Desenvolvimento Preimplantacional



Capitulo 1: Preparacao de um Laboratorio para
Reproducao Assistida

1. RECOME,NDAQOES PARA A (;ONSTRU(;AO DE
UM LABORATORIO DE REPRODUCAOQO ASSISTIDA.

O laboratério de Reproducéo Assistida deve estar localizado em uma
area independente do espaco geral, cujo acesso deve ser restrito somente
as pessoas e materiais necessarios para cada procedimento. Deve ter
um tamanho adequado ao nimero de procedimentos a serem realizados.
Deve estar localizado ao lado da sala de procedimentos cirtrgicos onde
se realiza a aspiragdo folicular, de preferéncia com uma janela de
comunicacao pass-through.

O laboratério deve ser construido com material resistente e de facil
limpeza. A divisao das salas pode ser de alvenaria ou laminados. O piso,
revestido de vinil cirdrgico ou monolitico (poliuretano ou epéxi), com
bordas arredondadas, com o objetivo de ndo acumular particulas e facilitar
sua limpeza. Deve-se dar atencdo especial a unido do piso com a parede,
recomendando-se a forma arredondada para evitar orificios que possam
acumular particulas.

As paredes devem ser pintadas com pintura atoxica, sem odor, ndo
porosa e N0 pegajosa para nao aderir sujeira; ndo deve exalar vapor e
deve ser de facil limpeza (por exemplo, tinta epdxi a base de dgua).

Ailuminacao deve ser feita com lampada incandescente amarela
com ajuste de dimer, para graduar a intensidade.

As mesas de trabalho devem ser lisas e impermeaveis para diminuir
0 acimulo de particulas. Recomenda-se ago inoxidavel.

O laboratério deve contar com um gerador de corrente elétrica para
todos seus equipamentos, em caso de corte de energia. Além disso,
recomenda-se o uso de UPS para evitar a demora que as vezes ocorre no
reestabelecimento da corrente, o que pode ser grave em alguns
equipamentos que se desprogramam, como, por exemplo, as maquinas
de congelamento.




A qualidade do ar em um laboratério é um fator importante,
pois ha evidéncias que mostram que o uso de filtros favorece o
desenvolvimento embrionério. Por isso, deve existir um sistema de
pressdo positiva, com troca de ar pelo menos 12 vezes por hora,
com filtros HEPA e de carvao ativado. O filtro HEPA é empregado
para evitar a entrada de particulas e o de carvao ativado é empregado
para a retencdo de substancias volateis (VOC's), provenientes do
exterior ou do interior do laboratério, incluindo chaminés, veiculos,
combustiveis, ceras, materiais plasticos, lcoois, materiais de limpeza,
ar condicionado, etc.

AREAS DE TRABALHO EM UM CENTRO DE REPRODUGAO
ASSISTIDA:

Vestiario: deve estar localizado antes da entrada do laboratério
e sala de procedimentos cirdrgicos.

Area de escovacao: deve possuir uma torneira especial que se
ativa sem a utilizagdo das maos. O mesmo deve ocorrer para a
obtencdo do liquido de limpeza.

Sala de procedimentos cirdrgicos: deve estar préximo ou ao
lado do Laboratoério de Embriologia. Destina-se a aspiragao
folicular transvaginal e a transferéncia de embrides, realizacdo de
PESA, BITE e TESA para obtencao de espermatozoides, nos casos
de azoospermia.

Laboratério de Embriologia: nele encontram-se os
equipamentos necessarios para a realizagcdo dos procedimentos
de Reproducéo Assistida. Deve estar préximo ou ao lado da sala
de procedimentos cirdrgicos. Deve possuir gerador de corrente
elétrica para todos seus equipamentos para casos de emergéncia.

Laboratério de Andrologia: area separada do Laboratério de
Embriologia, destinada a manipulacdo em condigdes assépticas
das amostras de sémen.

Sala de criopreservacdo: area separada do Laboratério de
Embriologia, destinada a realizagdo dos procedimentos de
criopreservacao e ao armazenamento de amostras biolégicas em
tanques de nitrogénio liquido. Esta drea deve possuir boa
ventilacdo, pois durante o processo de congelamento hé liberacdo
de nitrogénio, o qual reage com o oxigénio do meio ambiente,
consumindo-o.




Deve possuir um tangue de nitrogénio liquido que ndo contenha
amostras bioldgicas para utiliza-lo de reserva para o caso de uma
descarga inesperada.

Deposito de materiais: drea reservada para o armazenamento de
materiais descartaveis. Deve entrar no Laboratério de Embriologia
somente o necessario para a utilizacdo, ndo devendo haver
armazenamentos.

2. NORMAS DE TRABALHO PARA O LABORATORIO DE
REPRODUCAO ASSISTIDA

MANUAL DE PROCEDIMENTOS

Todos os procedimentos e normas a seguir em um Laboratério de
Reproducao Assistida devem estar claramente detalhadas em um
manual de procedimentos, o qual deve ser constantemente revisado
e atualizado. Todas as pessoas que trabalham no lugar devem ter
conhecimento do conteddo deste manual.

Deve-se também possuir um livro de registro de Controle de Qualidade
de todos os ensaios que se realizam, de acordo com as seguintes
normas:

REGRAS DE CONTROLE DE QUALIDADE:

Toda observacdo e controle dos sistemas de laboratério devem ser
registrados em um caderno de Controle de Qualidade. Se néo estiver
registrado, ndo ha como comprovar a realizagao.

Qualquer dado registrado somente tem valor se forem estabelecidos
os valores de tolerancia.

Os valores de tolerancia tém significado somente se estdo escritas as
instrucdes de como proceder caso os limites tenham sido excedidos
("agbes corretivas”).

As acbes corretivas tém significado somente se tiverem sido
registradas.




3.  NORMAS DE HIGIENIZACAO DOS PROFISSIONAIS
QUE PARTICIPAM DO PROCEDIMENTO DE
REPRODUCAOQO ASSISTIDA

LIMPEZA CIRURGICA DAS MAOS E INDUMENTARIA

O objetivo é limpar a pele das méaos e antebracos de
microorganismos, gordura e outras matérias organicas, antes de iniciar
algum procedimento ou manipulacéo. Este procedimento elimina a
flora microbiana transitéria e diminui a flora microbiana normal da
pele. O propodsito definitivo é prevenir a disseminacdo de
microorganismos pelas maos, evitando a contaminacao microbiana
durante a manipulacdo do material biolégico. Por outro lado, o uso
de luvas tem duplo sentido: proteger o operador da transmissao de
patdgenos contidos em liquidos organicos ou tecidos e reforcar a
barreira de controle contra a contaminacdo pelas méos. Finalmente,
0 uso de méscara evita a transmissao de microorganismos infecciosos
que se propagam através do ar e aqueles cujas fontes de entrada ou
saida podem ocorrer pelo trato respiratério.

MATERIAIS

- Solucéo de clorexidina a 4%.
Toalha ou compressas estéreis.
Luvas de latex estéreis, sem talco.
Mascara descartavel.

PROCEDIMENTO

Antes de um procedimento de Reproducéo Assistida, as pessoas
gue entrardo no laboratério devem vestir-se de acordo com as normas
estabelecidas para um recinto cirlrgico. Lavar as maos e os antebragos
com agua e solucdo de clorexidina a 4 %, esfregando-os por alguns
minutos até obter bastante espuma, com énfase nos espacos
interdigitais e palmas. A lavagem deve se prolongar por no minimo
3 minutos.

- Enxaglar com dgua corrente, desde as mdos até os cotovelos.

- Fecharatorneira com os cotovelos.

- Secar primeiro as méos e depois os antebracos com toalha
individual estéril.



USO DE LUVAS ESTEREIS

Abrir o pacote de luvas antes da lavagem das maos (ou um auxiliar
oferece as luvas). Vestir a primeira luva pela parte que estard em
contato direto com sua pele. Vestir a segunda luva com a mao
enluvada, pegando-a por sua face externa e introduzi-la. As luvas
ndo devem conter talco, pois é toxico para os gametas e embrides.

USO DE MASCARA

Antes de lavar as maos, colocar a mascara cobrindo o nariz e a
boca, depois amarra-la segurando somente as tiras.

Ajusta-la a altura do nariz para deixa-la c©moda e segura.

Lavar as maos.

CONSIDERAQOES GERAIS

As pessoas devem manter as unhas curtas, limpas e sem esmalte.
N&o devem usar joias.

As mangas devem estar acima dos cotovelos.

Com o objetivo de ndo contaminar as maos, nao se deve tocar a
méscara, nem deixa-la cair no pescoco apds té-la colocado.

O mal uso da mécara e o uso de mascaras inadequadas aumenta a
possibilidade de transmissdo de microorganismos e da uma falsa
impressao de seguranca.

O uso de luvas ndo substitui a lavagem das maos.

As luvas ndo devem conter talco em po, elas devem ser enxagliadas
com agua estéril e secadas com compressa estéril.

As pessoas que participam dos procedimentos nao devem utilizar
perfumes, laqué nem qualquer outra substancia volatil.
Recomenda-se marcar os tubos e placas com lapis diamante para
evitar o alcool expelido por marcadores indeléveis.




4. ACONDICIONAMENTO Fisico DE UM
LABORATORIO DE REPRODUCAO ASSISTIDA
QUANDO SE TRABALHA EM CICLOS

LIMPEZA DO LABORATORIO

Objetivo: Diminuir ao méximo a carga contaminante (virus, bactérias,
fungos, particulas em suspenséo, fontes organicas, etc) do ambiente
do laboratdrio, antes, durante e depois de cada procedimento de
Reproducao Assistida.

MATERIAIS

- Solucéo para remocao de residuos organicos. Utiliza-se qualquer
amina quaterndria ou sabao bioldgico.

- Agua e panos limpos.

PROCEDIMIENTO

i) Antes do procedimento de FIV

No minimo uma semana antes do inicio de um ciclo de fertilizagdo
in vitro deve-se efetuar uma limpeza terminal do laboratorio de
FIV, que consiste em limpar completamente pisos, paredes e teto
do laboratério.

Molhar um pano limpo com solucdo de amina quaternéria ou
sabdo bioldgico e aplicar por todas as superficies (para remover
matérias organicas).

ii) Durante o procedimento de FIV
Deve-se realizar uma limpeza periédica somente com dgua sobre
0s pisos. Sob nenhuma circunstancia deve-se utilizar solugdes de
detergentes, cloro ou desinfetantes durante o procedimento de
fertilizacdo in vitro, pois sdo altamente nocivos para os gametas
e embrides.

i) Depois do procedimento de FIV
Uma vez finalizado o ciclo de FIV, repetir a limpeza terminal do
laboratdrio.




5. ROTINAS DIARIAS DE VERIFICA(;AO DE UM
LABORATORIO DE REPRODU(;AO ASSISTIDA.

Andlise da histéria clinica e de laboratério se houveram
procedimentos prévios, dos casos que se planeja realizar, para definir
a conduta a seguir.
Registro dos lotes e data de vencimento de todos os materiais, reativos
e meios de cultura empregados durante os procedimentos.
Verificacdo da identidade dos pacientes antes da aspiracao folicular,
da coleta de sémen, da inseminacéo e da transferéncia dos embrides.
Todas estas etapas devem ser realizadas com uma testemunha, cujo
nome também devera ser registrado na ficha de procedimento.
Identificar todos os materiais a ser utilizado em um procedimento
(frasco de coleta, tubos, placas, etc.) de modo homogénio e
relacionada com a ficha clinica da paciente.
Verificar e registrar os niveis de CO: e temperatura das incubadoras,
externa e internamente.
Verificar a temperatura de todas as platinas de aquecimento.
Verificar, duas vezes por semana, os niveis de nitrogénio liquido dos
tanques de armazenamento e do tanque reserva mantido para uma
emergéncia.
Limpeza das mesas de trabalho, cdmara de fluxo laminar e
equipamentos de purificacdo de agua.
Eliminar os materiais contaminados de acordo com as normas locais.

6. OUTRAS NORMAS DE TRABALHO =~ |
N&o portar documentos ou artigos de uso pessoal (lapis, reldgios,
joias, etc).

Toda alteragdo de material para os procedimentos de Reproducao
Assistida deve ser controlada, previamente, pelo responsavel do
laboratorio.

Proceder a limpeza cirlrgica de maos e bracos (segundo
procedimentos) ao abrir o laboratério e antes de realizar qualquer
operacao, evitando o contato posterior com materiais ou instrumentos
nao esterilizados.

Ativar a cdmara de fluxo laminar e ligar as platinas de aquecimento
(ajustadas em 37°C). Recomenda-se nio desliga-las durante todo o
procedimento.



Utilizar compressas estéreis e alcool a 70% na limpeza das
superficies de trabalho e na cdmara de fluxo laminar, somente se
ndo houverem embrides nas incubadoras. Caso contrario, deve-se
utilizar somente dgua.

Ao término do dia, pode-se utilizar dlcool a 70% para limpeza
sobre as areas de trabalho e imediatamente secar a superficie
comprometida com uma compressa estéril. Finalmente, deve-se
colocar essa compressa fora do laboratério para evitar a entrada de
alcool no ambiente das incubadoras.

Aplatina de aquecimento é o centro da atividade de cada operacao
que se realiza na camara de fluxo laminar, por este motivo,
recomenda-se depositar somente material estéril na superficie e evitar
apoiar maos ou bragos sobre o lugar.

A cadmara de fluxo laminar deve ser ligada pelo menos 20 minutos
antes de qualquer operacdo ou manipulacdo neste ambiente e
recomenda-se manté-la ligada durante todo o procedimento.

Antes e durante a manipulacao dos gametas ou embrides, tomar
cuidado para nao interromper o fluxo laminar. Preocupar-se, a todo
momento, em ndo bloquear o fluxo laminar por interferéncia de
objetos dispostos no ambiente de trabalho. Estes mesmos cuidados
devem ser tomados durante a manipulacdo do préprio material
bioldgico. Trabalhar o tempo todo no centro da cdmara de fluxo
laminar, pois nesta zona o fluxo é efetivamente horizontal e livre de
particulas ambientais.

O laboratério de embriologia sempre deve dispor de compressas
estéreis, dgua estéril, peréxido de hidrogénio e dlcool a 70% para
limpar superficies onde se tenha derramado liquidos organicos, tais
como: fluido folicular, sangue, soro, meio de cultura, etc. Nestes
casos, deve-se aplicar primeiro dgua para remover componentes
organicos e depois H.0: na zona afetada; em seguida, limpar com
compressa estéril e finalmente, com alcool e novamente com
compressa estéril. Nao aplicar solugdes de alcool sobre componentes
organicos antes de utilizar agua, pois o alcool fixa 0os componentes
organicos na superficie.

Deve-se ter cuidado durante a abertura e manipulagdo do material
estéril; este encontra-se esterilizado por radiagdo e sua duragdo é
indefinida, a menos que o envélucro plastico esteja violado ou aberto
em um ambiente carente de fluxo laminar e/ou pressao positiva ou
gue a data de validade tenha vencido.



O instrumento ou material esterilizado por autoclave tem duracao
definida e sua data de vencimento deve estar convenientemente
rotulada. Certificar que o material ndo esta vencido quanto a sua condigdo
de esterilidade antes de seu uso.

7. CERTIFICACAO DE EQUIPAMENTOS
CAMARA DE FLUXO LAMINAR
O programa de manutencao dos equipamentos de fluxo laminar inclui:

a) Substituicdo semestral de Pré-Filtros. Com isto, evita-se a
saturacdo dos filtros absolutos e assegura-se um correto e seguro
funcionamento do sistema.

b) Calibracdo anual do fluxo laminar. Avalia-se a qualidade do
fluxo laminar e a quantidade de particulas em suspensao contidas.

c¢) Certificagdo anual tipo D.O.P. a filtros absolutos. A finalidade
desta prova é determinar a qualidade de ar que o sitema esta
proporcionando. Examina as velocidades maximas e minimas
permitidas para assegurar um adequado fluxo laminar. Permite detectar
fugas e/ou deterioracdo no filtro absoluto. A prova tipo D.O.P. inclui
a calibragdo do equipamento mediante a deteccdo de indices de
penetracao utilizando particulas padrées em tamanho.

d) Revisdo anual de selos de cdmaras e vedadores de goma
de filtros absolutos (com o tempo podem ceder e gerar escapes
no sistema).

Consideragbes Gerais:

a) N&o expor o equipamento de fluxo laminar a correntes de ar.

b) Limpeza constante do equipamento, evitando o uso de solugdes de
hipoclorito de sédio, detergentes e/ou dlcool concentrado.

EQUIPAMENTOS OTICOS E ACESSORIOS

Lupas Estereoscdpicas, Microscopios Convencionais e Invertidos. Ao
considerar este tipo de equipamentos, trés apectos devem ser observados:

a) Elementos Oticos,

b) Elementos Mecanicos e Pinturas de Revestimento,

c) Acessorios tais como Equipamentos de Obtencdo de Imagens e
Microinjecao.




i)

Elementos Oticos.

Os componentes 6ticos de uso mais freqliente, e que os usuarios
manipulam diretamente, so as lentes objetivas e oculares. Para
0s primeiros, a manutengdo dependerd do grau de uso do
equipamento. Considerando-se um Laboratério de Reproducao
Assistida, cujas condigdes sdo as de um pavilhdo cirtrgico e onde
dois ou trés usuarios regulares manipulam os equipamentos com
uma média de 3 ou mais horas por dia, sob estas condi¢des,
deve-se realizar uma rotina de limpeza das lentes objetivas de
forma semanal com papel lente. Deve-se empregar papel especial
somente para limpeza dos cristais. £ importante ndo empregar
elementos corrosivos que possam danifica-las irreversivelmente.

No caso de uma maior freqiiéncia de uso, deve-se realizar limpeza
a cada trés dias ou menos, mas tudo dependera do nimero de
amostras analisadas diariamente e da limpeza geral do laboratério.
E possivel operar os equipamentos sem problemas por semanas,
sem requerer uma limpeza profunda.

Por Ultimo, é conveniente realizar uma manutencdo preventiva
geral das partes 6ticas com servigo técnico do representante oficial
a cada 6 meses pelo menos ou no minimo uma vez por ano,
para assegurar um 6timo rendimento. Nesta manutencéo,
considera-se desarme parcial do equipamento, com limpeza
interna de oculares, limpeza e aspiracdo dos tubos binoculares
do revélver, adaptadores de video, etc.

Elementos Mecanicos e Pinturas de Revestimento.

Em geral, considera-se que para os elementos mecanicos o usuario
s6 pode fazer servico de limpeza externa sem interferir em
dispositivos mecanicos internos, j& que isto pode ocasionar
alguma falha de operacdo. Deve-se considerar que todos os
componentes mecanicos chegam com calibragdes de fabrica
estritas, que por motivo algum devem ser modificadas ou
alteradas. Quanto a limpeza, s6 devem ser empregados
detergentes suaves nao corrosivos, aplicando-os com panos
suaves e limpos. Por outro lado, as pinturas de revestimento tém
por objetivo evitar a corrosdo por acdo de agentes quimicos,
razdo pela qual deve-se utilizar somente detergentes suaves ndo
corrosivos. Quando ocorrerem manchas aderidas, nunca se deve
raspar, pois pode remover parte da pintura e assim favorecer o
atague ao metal interno do equipamento.



iii) Acessorios

a)

b)

Equipamentos de obtencdo de imagens.

Acessérios como camaras de video, monitores, etc.: para cada marca
existirdo regras individuais que devem ser sequidas de forma precisa,
especialmente os tépicos de ajustes de sensibilidade de cdmaras e
monitores. Nestes casos, é conveniente revisar detalhadamente os
manuais de funcionamento e consultar o representante autorizado,
antes de modificar os parametros de operacdo, especialmente os
internos. Considera-se que 0s equipamentos devem operar sem
problemas durante muito tempo, salvo se 0 manual indicar algum
tempo definido para a substituicdo de algum componente,
especificamente.

Equipamentos de microinjecao.

Os acessorios para micromanipulagdo geralmente incluem um
conjunto basico de controladores grossos e finos, que podem ser
manuais ou automaticos (a maioria com sistemas hidraulicos),
injetores de 4ml e 10 ml e, em alguns casos, injetores automaticos.
Todos estes componentes estdo desenhados para operacdo em forma
indefinida e sé requerem manutencdo no que se refere a limpeza
externa das diferentes unidades. Se o usuario detecta problemas de
operacdo, como: fugas ou vazamentos do sistema hidraulico,
desajustes de operacdo ou outros, deverd dirigir-se a fabrica ou servico
técnico autorizado para uma adequada calibracao das diferentes
unidades, especialmente quando se trata de micromanipuladores
grossos e finos. Em caso de problemas maiores, o equipamento
deve retornar a fabrica para substituicdo ou calibracdo. Nunca se
deve tentar desarmar ou modificar a calibragdo original.

INCUBADORAS DE CO2

i)

Controle de Temperatura e Nivel de CO,

Deve-se realizar um controle didrio tanto da temperatura quanto do
nivel de CO: da incubadora. Para um controle adequado destes
parametros, deve-se registrar diariamente a informacdo, nao
empregando como guia 0s parametros de temperatura e CO:z
proporcionados pelo equipamento, a menos que estes tenham sido
previamente calibrados. Para calibrar a temperatura da incubadora,
é necessario um termémetro de precisdo (=0.1°C) certificado, que
deve serinstalado no interior da cémara de incubacao. Este termdmetro
ndo deve ser de mercurio devido ao risco de que ele se quebre
dentro da incubadora.




iii)

Ainformagado observada neste term&metro deve ser empregada
para calibrar o sensor de temperatura da prépria incubadora. O
nivel de CO: deve ser controlado com um instrumento capaz de
medir a tensdo do gas dentro da camara de incubacdo da
incubadora. Isto permite quantificar a porcentagem de CO: contida
na incubadora e assim calibrar o que o equipamento registra.
Estes passos de controle e calibragdo devem ser feitos com o
equipamento equilibrado e antes de ter realizado qualquer
operacdo ou abertura do equipamento.

Limpeza Interna

Ahigienizacdo da incubadora deve ser realizada mensalmente.
Para este procedimento, é preciso desencaixar o interior da cdmara
de incubacao retirando as bandejas, paredes e recipiente de dgua.
As pecas devem ser lavadas com dgua ultra-pura e sabao neutro
(Rocall, 7X, Extram MA-01), compressas estéreis. Cada um destes
componentes deve ser esterilizado por autoclave a 134°C antes
de sua reposicao. Por outro lado, a cdmara interna deve ser
higienizada incubando com uma solucéo saturada de bicarbonato
de sédio (NaHCO:s) durante 20 minutos (isto gera um ambiente
alcalino que permite a eliminacao seletiva de bactérias e fungos),
em seguida com alcool a 70% aplicado com compressas estéreis.
Finalmente, procede-se a higienizacdo da cdmara de incubacéo
e a reposicdo do recipiente com agua destilada estéril. Todos
estes passos devem ser realizados com a incubadora ligada,
mantendo interrompido o fornecimento de CO.. Uma vez que a
incubadora tenha sido higienizada, recomenda-se substituir
semanalmente a dgua e seu recipiente. Também é aconselhavel
substituir semanalmente as bandejas por outras estéreis.

Calibracao e Substituicdo de Componentes da Incubadora.
Deve-se substituir anualmente o kit de descontaminacéao,
embalagem e pas do ventilador, sensor e filtro bacteriolégico de
CO:. Também, anualmente, deve-se realizar uma limpeza dos
circuitos eletronicos e compartimentos acumuladores de p6 e
calibracdo dos circuitos eletrénicos (voltagem da fonte de poder,
circuitos de controle, etc.). Da mesma forma, deve-se calibrar a
temperatura e CO: da cdmara interna da incubadora, como se
detalhou no primeiro ponto desta secao. E importante salientar
que a calibracdo e substitucdo de componentes deve ser efetuada
por um técnico qualificado ou por operadores experientes.



Por outro lado, o ventilador de homogenizacdo do CO: funciona
continuamente e, portanto, esta exposto a desgaste, razao pela qual
recomenda-se sua substituicdo trimestral. Além disso, se o laboratério
possui 2 ou mais incubadoras, é necessario possuir um ventilador de
reposicao para cada modelo.

CONTROLES BIOLOGICOS

CULTURA PARA FUNGOS

Controle do laboratério e equipamentos:

Asincubadoras e o lugar onde se realizam os procedimentos devem
ser controlados bacteriologicamente para fungos, realizando culturas
em placas de Agar - Saubureaud. As placas devem ser dispostas de
maneira estéril dentro das incubadoras e lugares a serem controlados,
como: camaras de fluxo laminar, mesas de trabalho, etc.

Controle dos meios de cultura:

Realiza-se este controle com o meio de cultura onde foram
inseminados os odécitos e deixados na incubadora por 5 ou 6 dias. A
freqléncia vai depender da forma de trabalho, quer dizer, em série
ou de forma continua, da quantidade de pacientes e dos resultados.

CULTURA PARA BACTERIAS

Controle do laboratério e equipamentos:

As culturas para bactérias se realizam em placas de Agar - Sangue
(Gram + e -) e Agar - McConkey. Assim sao controladas as bactérias
das incubadoras, a 4gua do recipiente, com 0 mesmo protocolo
descrito para fungos.

Controle dos meios de cultura:

Se ndo foram comprados em empresas confidveis, os meios de cultura
devem ser preparados com &gua estéril isenta de pirogénios.
Recomenda-se analisar a 4gua para endotoxinas Test LAL 0.03. Depois
de preparado, o meio de cultura deve ser esterilizado por filtragem
em membrana de poro de 0.22 um e ser controlado
bacteriologicamente.




C. CONTROLE DE QUALIDADE DOS MEIOS DE CULTURA

i) Sobrevida Espermatica

Entende-se por sobrevida espermética a porcentagem de
espermatozdides com motilidade progressiva depois de um longo
periodo de incubacdo (18 - 20 hs). Para a realizacdo da sobrevida
espermaética, os espermatozéides deverao ser capacitados por
técnicas de separacdo espermatica e incubados nos diferentes
meios a serem provados. Um bom meio de cultura deve ser
capaz de manter, pelo menos, 60% dos espermatozdides com
motilidade progressiva ao final do tempo de incubacéo.

i) Desenvolvimento de embrido de camundongo
Para este controle, utilizam-se embrides de camundongo de 2
células, os quais sdo cultivados em meio de cultura suplementados
com soro e previamente estabilizado na incubadora a 37°C e
5% de COs..

Observa-se diariamente o desenvolvimento embrionario e as 72
horas calcula-se a porcentagem de blastulagdo, o qual ndo pode ser
menor de 80%.

Este controle bioldgico deve ser utilizado cada vez que se prepara
um novo lote de meio de cultura e quando se compram meios
prontos; apesar de que estes vém com esta prova realizada, mas é
necessario assegurar-se de que ndo houveram problemas em seu
transporte.




Capitulo 2: Procedimentos de Reproducao
Assistida

A. FERTILIZA(I;AO IN VITRO COM TRANSFERENCIA
EMBRIONARIA FIV (IVF-ET: In Vitro Fertilization with Embryo Transfer)

Neste procedimento, os odcitos recuperados por aspiracao folicular
sao inseminados com espermatozdides separados do liquido seminal
por técnicas de separacdo espermatica. Deste modo, o encontro dos
gametas e posterior fertilizacdo ocorre fora do organismo materno. Os
embrides originados sao colocados em um catéter de transferéncia e
depositados no fundo da cavidade uterina.

Uma variacao a este procedimento é transferir, via laparoscépica, os
embrides em estado de zigoto ou de 4-6 células, na cavidade da trompa
de Faldpio. A primeira modalidade é conhecida como Transferéncia de
Pronlcleos a Trompa (PROST) e a segunda como Transferéncia de
Embrides a Trompa (TET).

B. TRANSFERENCIA DE GAMETAS A TROMPA DE FALOPIO
GIFT (Gametes intra fallopian transfer)

GIFT é um procedimento no qual a fertilizagdo ocorre na trompa de
Falépio. Para isto, por meio de uma intervencao laparoscépica, os gametas
sao depositados na regido ampolar da trompa, com o auxilio de um
catéter de transferéncia. Neste catéter, os odcitos estdo separados dos
espermatozoides por uma bolha de ar.

Desta maneira, o encontro dos gametas e a fertilizacdo ocorre na
trompa, tal como ocorre na fecundacdo natural. Por este motivo, o
desenvolvimento embrionério progride a medida que os embrides sdo
transportados pela trompa até o Utero, ocorrendo uma perfeita sincronia
entre desenvolvimento embrionario e receptividade endometrial.




C. INJECAO INTRACITOPLASMATICA DE ESPERMATOZOIDE
ICSI (Intra Cytoplasmic Sperm Injection).

A ICSI é uma técnica de fertilizacdo assistida que consiste na
micro-injecdo de um Unico espermatozéide no citoplasma do odcito
através de um equipamento composto de microscépio invertido e
micromanipuladores. Apds a ICSI, os odcitos sdo mantidos em
incubadora de COz, onde completa-se a fertilizacdo e inicia-se seu
desenvolvimento embrionario, até a transferéncia ao Utero materno.
Uma variacdo a este procedimento é denominado SOFT (sperm
oocyte-microinyected fallopian transfer), no qual o odcito, apos ter
sido microinjetado, é imediatamente transferido a trompa via
laparoscépica, de modo que a fertilizacdo e o desenvolvimento
embrionario ocorrem no trato genital materno.

2.  MEIOS DE CULTURA

A. FORMULACAO DOS MEIOS DE CULTURA

Em Reproducdo Assistida, a qualidade do desenvolvimento
embrionario e a conseqUente possibilidade de gravidez depende em
grande parte da qualidade do meio de cultura que se utiliza.

Atualmente, a maioria dos centros de Reproducao Assistida utiliza
meios de cultura preparados por diferentes empresas que
comercializam produtos destinados a este propésito. Porém, alguns
centros preferem preparar seus proprios meios. Geralmente, estes
meios de cultura possuem relativamente poucos componentes, sendo
a maioria destes sais inorganicos, mais um ou dois compostos
organicos como fontes energéticas, de modo que podem ser
facilmente preparados no laboratério.

Ha pouco tempo, os meios de cultura foram suplementados com
soro humano pré-ovulatério, proveniente da paciente que estava
sendo preparada para uma fertilizacdo assistida ou com soro de
corddo umbilical. O uso destes soros mostrou bons resultados, mas
existe um risco de estarem contaminados com agentes patégenos
(virus da hepatite, HIV, etc) ou conter anticorpos que podem interferir
na fertilizacdo e no desenvolvimento embrionario.



Qualquer que seja o soro humano utilizado, eles devem ser inativados
por 30 minutos a 1 hora a 56°C. Atualmente, os meios de culura sdo
suplementados com albumina de soro humano (HSA) ou soro substituto
sintético (SSS) preparados comercialmente por empresas especializadas.

Os meios de cultura que podem ser preparados em Laboratério sao
chamados meios simples. Os mais usados na atualidade sdo o Human
Tubal Fluid (HTF) da Irvine Scientific, e o IVF Medium da Medicult.

B. PREPARACAO DOS MEIOS DE CULTURA

MATERIAIS
Os materiais necessarios para preparar estes meios de cultura sdo os
seguintes:

Agua ultra-pura com uma resisténcia de 15-18 Q) Ohms, esterilizada
em membrana de poro de 0.22 um e apirogénica (dgua com estas
caracteristicas pode ser obtida com os sistemas de ultra-purificacdo
de 4guas como Millipore).

Proveta ou baldo volumétrico aferidoa 1 |.

Osmometro.

Balanca analitica.

Agitador magnético.

Camara de fluxo laminar.

Sistema de esterilizacdo por filtro com membrana de poro 0.22 um.
Pipetas volumétricasde 5e 10 ml.

pHmetro

MEIO HTF (Human Tubal FLuid)
Utiliza-se como meio de inseminacdo e para o desenvolvimento

embrionario até o terceiro dia.

Sua férmula é a seguinte:




COMPONENTES mM g/l
1. NaCl 101.60 5.900
2. KCI 4.70 0.360
3. MgSO, 0.20 0.024
4. KH,PO4 0.37 0.050
5. CaCl,2H,0 2.04 0.300
6. NaHCOg3 25.00 2.100
7. Glicose 2.78 0.500
8. Piruvato de Na 0.33 0.036
9.Lactato de Na 21.40 2.400
10. Penicilina-G 100 Ul/ml 0.060
11.Estreptomicina-SO, 50 mg/ml 0.050
12. Vermelho Fenol 0.005

OSMOLARIDADE 285 + 5 mOsmol, pH 7.3 - 7.4 (Baixa tensdo de CO, a 5 %)
Suplementar com 10 — 15% de soro.

MEIO HTF MODIFICADO

O HTF pode ser modificado para ser usado sem tensao de CO.. Para
isto, o NaHCO:s deve ser diminuido a 4.0 mM , acrescentando-se
Hepes 25 mM. Levar a pH 7.3-7.4 com NaOH 1 N. Este meio é
utilizado para capacitar os espermatozoides e para manter gametas
e embrides em ambiente sem tensdo de COx.

MEIO DE CULTURA P1 (Preimplantation stage one)

Este meio é uma modificacdo do HTF. Caracteriza-se por ndo possuir
glicose nem fosfato e estar suplementado com Taurina, Citrato de
Sédio e Glutamina.

Sua férmula é a seguinte:

COMPONENTES mM g/l
1. NaCl 101.60 5.933
2. KCI 4.69 0.349
3. MgSO, 0.20 0.024
4. CaCl,.2H,0 2.04 0.300
5. NaHCO3 25.00 2.100
6. Piruvato de Na 0.33 0.036
7. Lactato de Na2H,O 21.40 2.398
8. Taurina 0.05 0.006
9. Citrato de Na 0.51 0.150
10. Glutamina 1.00 10 mg/ml
11. Vermelho Fenol 0.005

P1 é principalmente usado como o primeiro meio de cultura em um sistema de meios
sequenciais (P1-Blastocyst Medium). P1 é utilizado para o crescimento embrionario desde o dia
0 até o dia 3.

Este meio de cultura pronto para ser utilizado é comercializado por Irvine Scientific. Um meio de
cultura similar ao P1 é o QB-XI-HTF da empresa GIBCO.




MEIO DE EARLE (Earle’'s Balanced Salts Solution).

E a base para o preparo de IVF Medium y Flushing Medium,

comercializados por Medicult.

Sua férmula é a seguinte:

COMPONENTES mM g/l
1. CaCl».2H,0 1.80 0.265
2. MgSOj (Anidro) 0.80 0.097
3. KCI 5.30 0.400
4. NaCl 116.00 6.800
5. NaHzPO, (Anidro) 0.90 0.122
6. Glicose 5.5 1.000
7 Vermelho Fenol 0.005

Este meio é comercializado por SIGMA (Cat. E-6132) e é apresentado em frasco de 8.7 gramas,

devendo ser diluido em 1 | de dgua ultra-pura.

MEIOS “IVF Medium” e “Flushing Mediun”

COMPONENTES IVF Mgl;IDIUM FLUSHINgIMEDIUM

1. EBSS 1 frasco para 1l 1 frasco para 11
2. Piruvato de Na 0.088 0.088

3. Soro (*SSS) 10% 710%

4. Hepes (25mM) 6.5

5. NaHCOs 2.200 0.336

6. Albumina do Soro (HAS) 0.1% (1mg/ml) 1% (10 mg/ml)

7. Penicilina-G 0.060 0.060

8. Estreptomicina-SO4 0.50 0.050

Levar a pH 7.4 com NaOH 1 N.

IVF Medium é utilizado como meio de cultura para inseminacéo e desenvolvimento embrionario
até o terceiro dia.

Flushing Medium é utilizado como meio para espermatozéides e embribes em ambientes sem
tenséo de CO,.

FORMULA PARA AJUSTAR A OSMOLARIDADE:

Osmolaridade Observada - Osmolaridade Desejada

X Volume de meio preparado
Osmolaridade Observada

Medir a osmolaridade do meio recém preparado (Osmolaridade
Observada), diminuir a Osmolaridade Desejada (por exemplo: 280),
dividir o resultado pela Osmolaridade Observada e multiplicar pelo
Volume, em ml, do meio preparado (por exemplo: 1000 ml). O
resultado obtido é a quantidade de meio que debe ser retirado do
meio preparado, substitui-lo porigual quantidade de dgua ultra-pura.
Voltar a medir a osmolaridade para comprovar a osmolaridade
alcancada. Finalmente, o meio deve ser suplementado com soro a
uma concentracao de acordo com o procedimento no qual serd usado,
em seguida, esterilizar por filtragem em membrana de 0.22 um.



Os meios compostos também podem ser utilizados sem tensao de
CO: a 5%. Para isto, debe-se usar Hepes e NaHCOs nas mesmas
concentracdes indicadas na preparacdo dos meios simples.

C. PREPARACAO DE MEIOS DE CULTURA PARA AS DIFERENTES
ETAPAS DE UM PROCEDIMENTO DE REPRODUCAO ASSISTIDA

1. MEIO PARA CAPACITACAO ESPERMATICA
Meio de Cultura (tamponado com Hepes) suplementado com
soro sintético substituto (SSS).

2. MEIO DE ASPIRACAO FOLICULAR
Buffer Dulbecco suplementado com antibidticos (Penicilina-G,
60 mg/ml, - S, 50 mg/ml) e Heparina 30 Ul/ml. Este meio deve
estar com pH 7.4 e com uma osmolaridade igual a 280 + 5m
Osmol. N&o é necessério suplementar com SSS. Atualmente,
recomenda-se utilizar meio HTF modificado para as lavagens
durante a aspiracao folicular.

3. MEIO DE INSEMINACAO
Meio de cultura suplementado com 10% de SSS.

4. MEIO DE CRESCIMENTO
Meio de cultura suplementado com 10 ou 15% de SSS.

5. MEIO DE TRANSFERENCIA
Meio de cultura suplementado com 30 ou 50% de SSS.

D. MEIOS DE CULTURA COMERCIALIZADOS

Atualmente, no mercado Norte-americano e Europeu, existem
diferentes meios de cultura ja preparados, alguns incompletos nos
quais é necessario acrescentar soro, e outros completos, prontos
para serem usados. Existem meios para todas as etapas dos
procedimentos de fertilizacdo assistida: para a aspiracao folicular,
separacdo espermatica, inseminacao, cultura de odcitos, primeiros
estagios do desenvolvimento embrionario, e para desenvolvimento
até blastocisto.

Estes Meios de Cultura sdo oferecidos por:



IRVINE SCIENTIFIC
HTF Medium, requer suplementacdo com soro.
Modified HTF Medium- Hepes, requer suplementacdo com soro.

P1, requer suplementagdo com soro.

Estes trés meios também podem ser adquiridos em po para serem
reconstituidos no laboratério. Requerem a adicao de lactato de soédio e
bicarbonato de sédio. Possuem validade de até 3 anos.

Blastocyst medium, requer suplementacdo com soro. Utiliza-se
geralmente em conjunto com P1 como meio sequiencial para a obtencao
de blastocistos.

Além disso, estes mesmos meios podem ser adquiridos prontos para
uso, ndo necessitando a adicdo de nenhum suplemento.

MEDICULT

IVF Medium, para a cultura de odécitos e embrides (contém EBSS,
piruvato, SSS, NaHCO:s, HSA, Insulina e antibidticos)

M3 Medium, para a cultura de embrides de 3 a 5 dias de
desenvolvimento. (Contém MCDB, que é uma modificacdo dos Meios
Ham F-10 e F-12, SSS, HSA e antibidticos).

Flushing Medium, para a aspiracdo folicular, preparo de
espermatozdides e manutengdo de gametas em ambiente sem CO.
(contém EBSS, piruvato, SSS, Hepes, HSA e antibiéticos).

COOK CULTURE MEDIA

Sydney IVF Follicle Flushing Buffer, solucdo tamponada com Hepes,
contendo aminoacidos nao essenciais. Este buffer é utilizado para
aspiracao folicular.

Sydney IVF Oocyte Wash Buffer, solucdo tamponada com Hepes,
contém aminoéacidos ndo essenciais e é utilizada para lavar o complexo
cUmulo-odcitos.

Sydney IVF Fertilization Medium, meio formulado para otimizar as
taxas de fertilizacdo. Contém glicose, anti-oxidantes e aminoacidos nao
essenciais.




Sydney IVF Cleavage Medium, este meio pode ou ndo conter
glicose, possui baixa concentracdo de fosfato para adaptar-se as
necessidades metabdlicas do desenvolvimento embrionario desde 2
PN a 8 células.

Sydney IVF Blastocyst Medium, este é um meio complexo, contém
glicose, aminodcidos essenciais e ndo essenciais para promover o
desenvolvimento ao estagio de blastocisto.

VITROLIFE CULTURE MEDIA

G-MOPS, solugdo tamponada com Hepes, contendo aminoacidos
nao essenciais. Este buffer & usado para aspiracdo folicular.

G-1, meio para o desenvolvimento embrionario desde 2 PN a 8 células.

G-2, para cultura de embrides de 8 células a estagio de blastocisto.

3. METODOS DE PREPARACAO E SELECAO DE
ESPERMATOZOIDES

Uma vez obtida a amostra de sémen, seja por masturbacao ou
outro procedimiento, deve-se esperar sua liqguefacdo, pelo menos
por 20 minutos a 37°C ou por 1 hora a temperatura ambiente. Se
durante este periodo ndo ocorrer a liquefagdo do sémen, pode-se
induzi-la passando-o por uma seringa com agulha N° 21, por uma
ou mais vezes. Uma vez obtida a liquefacdo, deve-se avaliar os
diferentes pardmetros esperméticos segundo critério OMS (*). A
seguir, procede-se a separacdo dos espermatozodides do liquido
seminal, mediante gradientes de densidade.

Nos casos em que o paciente apresente antecedentes de
dificuldade na obtencdo de sémen, recomenda-se ter uma amostra
criopreservada com antecedéncia ao procedimento de Reproducao
Assistida.

(*) Normalidade dos parametros esperméaticos (OMS, 1999):
Concentracao : 20 milhdes ou mais por ml.

Motilidade: 50% ou mais com motilidade A+ B.
Morfologia(**): 14% ou mais com morfologia normal

(**) Nao existe uma definicdo do valor de referéncia para a morfologia
segundo a OMS 1999. Os autores optaram pela utilizagdo do Critério
Estrito de Kruger (Kriiger et al. Sperm morphologic features as a
prognostic factor in in vitro fertilization. Fert. Steril. 46: 1118, 1986).



A. DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO E MOTILIDADE

Colocam-se 5 ul de sémen com micropipeta automética na Camara
de Makler. A amostra é avaliada com um microscépio invertido (40X) e
procede-se a determinacdo da concentragdo de espermatozoides, expressa
em milhdes por mililitro (Nx10%mL). Determina-se a motilidade como a
porcentagem de espermatozdéides moveis contados na cdmara em funcdo
do total de espermatozdides presentes. Além de determinar a motilidade
total, avalia-se a porcentagem de espermatozéides com progressao rapida
(I); lentos (I1) e méveis sem progressao (1).

Concentragdo: N x 10 espermatozoides /mL

Motilidade: % total (% Ill; % I1; % 1)

Camara de Makler Quadricula da camara

Quadricula da Camara de Makler
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Quando a amostra de espermatozdides apresenta uma distribucao
uniforme nas quadriculas e possui pelo menos 1 espermatozdéide
por quadrado, retira-se uma média de espermatozéides por quadrado
usando pelo menos 10 quadrados. Este valor multiplicado por 10
indicara a concentracdo de espermatozdides em 108/mL (exemplo:
as amostras consideradas normais; média de espermatozdides por
quadrado: 6, 60x10°/mL).

Quando a quantidade de espermatozoides apresenta uma
distribuicdo ndo uniforme, mas entre filas (ou colunas) da quadricula,
deve-se retirar uma média de espermatozodides de 10 filas ou colunas
e esse valor indicard a concentracdo de espermatozéides em 108/
mL (exemplo: pacientes com amostras subnormais; média de
espermatozoides por fila ou coluna: 4, 4x108/mL).

Em pacientes oligozoospérmicos severos, a concentracdo de
espermatozdides é avaliada contando todos os espermatozoides
presentes nas quadriculas. Realizar este procedimento pelo menos 3
vezes e retirar uma média. Desta forma, obtém-se a concentracao
de espermatozdides em 10°/mL (exemplo: média de espermatozdides
por quadricula: 2.5, 250.000/ mL)

Naqueles pacientes com espermatozoides escassos presentes na
camara, realiza-se a contagem em campos diferentes. Indica-se o
resultado como N espermatozdides a cada P campos contados.

Deve-se homogeneizar a suspensao de espermatozdéides antes
de tomar a aliquota de 5 ul e proceder a sua avaliagdo.

Em todos os casos a suspensdo de espermatozoéides deve ser
contada sobre a Cadmara de Makler previamente aquecida sobre
platina de aquecimento a 37°C, de outra maneira a motilidade
seria afetada.

Critério de inclusdo para a contagem com a Camara de Makler:
considera-se dentro do quadrado (ou a quadricula) aqueles
espermatozoides que toquem as bordas superiores e direitas (ou
inferiores e esquerdas). Assim, evita-se contar os espermatozéides
duas vezes.



B. SEPARACAO POR GRADIENTES DE DENSIDADE

Para o preparo dos gradientes, utilizam-se solucdes de alta densidade,
tais como: Isolate (Irvine Scientific), Pure -Sperm (Nidacon), Sydney IVF
sperm gradient (Cook). Desde Janeiro de 1997, os laboratérios Pharmacia
desaconselham o uso de Percoll para a separacdo de células humanas
por possuir efeito toxico.

Cada uma destas solugdes sdo utilizados, geralmente, em gradientes
de 40% e 80% ou em gradientes de 45% e 90%.

MATERIAIS:

Tubos cdnicos de 15 ml de poliestireno.

Gradiente de densidade (Isolate, Pure-Sperm, etc.).

Pipetas Pasteur estéreis.

Pipetas graduadas de 1 ml.

Meios de cultura para lavar (por exemplo: HTF modificado
suplementado com 10% de soro sintético substituto (SSS- Irvine
Scientific).

PROCEDIMENTO:

O volume utilizado de cada gradiente depende da concentracao
espermatica da amostra. Amostra espermatica com:

Mais de 6 X108/ml, coloca-se 1.0 ml de cada gradiente.

0.5a 6 X108/ml, 0.5 ml de cada gradiente.

Se a amostra seminal contém uma concentracdo espermatica inferior
a 0.5 X108/ml, sugere-se empregar outra técnica de separacdo de
espermatozoides, como o Swim-out.

PREPARO DA COLUNA COM GRADIENTES

1. Depositar em um tubo de centrifuga 1 ml de gradiente de maior
densidade (80% ou 90%) e sobre este, colocar cuidadosamente 1 ml
do gradiente de menor densidade (40% ou 45%), de modo que os
diferentes gradientes fiqguem separados por um menisco de interfase.

2. Depositar suavemente sobre o gradiente de menor densidade 1 ml da
amostra de sémen.

3. Centrifugar a 300g por 15 a 20 minutos.

4. Retirar o0 sémen e gradiente de menor densidade, com pipeta Pasteur
e descarta-los.

5. Aspirar o sedimento formado com uma nova pipeta Pasteur e
resuspendé-lo em um tubo com 5 ml de meio de cultura.




6. Centrifugara 300g por 5-7 minutos. Pode-se lavar novamente o
sedimento formado em 5 ml de meio de cultura.

7. Desprezar o sobrenadante e resuspender o sedimento com o

meio de cultura que serd utilizado na inseminacéo.

Avaliar os parametros espermaticos.

Ajustar a concentracdo de espermatozdéides de acordo com o

volume a ser inseminado.

© ®

C. SWIM-OUT

Esta técnica é utilizada principalmente para ICSI, quando o volume
da amostra seminal é muito pequena e/ou a concentragdo espermatica
é menor que 0.5 X10%/mL. Diluir a amostra seminal 1:1 com meio
de cultura e centrifugar por 10 minutos a 300g. Resuspender o
sedimento formado em 0.5 ml de meio. Prepara-se uma placa de
Petri com gotas de 50 ul de meio de cultura cobertas com éleo
mineral. Coloca-se 10ul da suspensdo de espermatozoides em cada
uma dessas gotas. Incuba-se por 15 minutos ou mais (dependendo
da concentragdo e motilidade espermética). Durante este periodo,
os espermatozdides moveis migram a interfase 6leo mineral-meio
de cultura, podendo assim ser selecionados com micropipetas
adaptadas a um micromanipulador.

D. CENTRIFUGACAO A ALTA VELOCIDADE

Preparar aliquotas da amostra em tubos Eppendorf de 1.5 c.c.
(n&do mais de 0.5 mL de sémen por tubo), completa-se com meio de
cultura (Hepes-HTF suplementado com 15% de SSS). Passar os tubos
por vortex, centrifugar durante 5 minutos a 4800 r.p.m. Os
sobrenadantes sdo descartados com pipeta Pasteur estéril. Os
sedimentos sdo recuperados em um Unico tubo Eppendorf
resuspendendo em um pequeno volume de meio de cultura (50-
100 ul de acordo com o sedimento obtido). Em seguida, avalia-se a
concentracdo e motilidade dos espermatozéides recuperados
colocando 5 ul desta suspensdo na Camara de Makler ou diretamente
colocando uma pequena gota da suspensao na tampa da placa de
Petri.



4. RECEPCAO DE OOCITOS DURANTE A
ASPIRACAO FOLICULAR.

Neste procedimento, pode-se utilizar como meio de aspiracao buffer
Dulbecco (Sigma) suplementado com antibidticos, pH 7.4 e com uma
osmolaridade de 280 + 5 mOsmol. Nao é necesséria a adicdo de soro.
A adicdo de Heparina é opcional. Este meio pode ser facilmente
preparado no Laboratério ou adquirido em Sigma cat. D-5773.

Também pode-se utilizar meio HTF modificado sem a necessidade
de suplementagdo com SSS.

Férmula do buffer Dulbecco:

COMPONENTES g/l
Cloreto de Magnésio. 6H20 0.100
Cloreto de Potéssio 0.200
Fosfato de Potassio (Monobasico) 0.200
Cloreto de Sédio 8.000
Fosfato de Sédio (Dibasico) 1.150P
Penicilina G 0.060
Streptomicina-SO4 0.050
Vermelho Fenol 0.005

Acertar o pH para 7,4 com NaOH 1 N ou HCI 1 N e ajustar a
osmolaridade a 280 + 5 mOsm.

MATERIAIS NECESSARIOS PARA A COLETA DE OOCITOS:

Tubos estéreis de 17 x 100 mm (Falcon 2001)

Placas de poco duplo (Falcon 3037)

Placas de 60 x 15 mm (Falcon 3002)

Pipetas volumétricas de 5 ou 10 ml.

Pipetas Pasteur estéreis

Platina de aquecimento a 37°C.

Meio de cultura tamponado com Hepes e suplementado com 7%
ou 10% de SSS.

Buffer Dulbecco suplementado com antibidticos.

PROCEDIMENTO DE COLETA DOS OOCITOS ASPIRADOS
Dia anterior a aspiracao folicular

No dia anterior a aspiracao folicular, recomenda-se deixar preparadas
as placas (Falcon 3037) para a coleta dos odcitos.



Para isto, depositar uma gota de 120 ul de meio de cultura
tamponado com Hepes (ex. HTF Modificado) no poco central de
cada placa, cobrindo-a com 1 ml de éleo mineral. Manté-las na
incubadora a 37°C. N&o deve-se utilizar incubadora com tensdo de
CO;, pois ela acidifica 0 meio com Hepes. Também deve-se deixar o
buffer Dulbecco a 37°C.

Dia da aspiracéo folicular

1. Depois de receber o tubo (Falcon 2001) contendo o liquido
folicular aspirado no centro cirtrgico, depositar o contedido do
tubo em uma ou duas placas de 60 x 15 mm.

2. Com uma lupa, analisar o liquido folicular quanto a presenca de
complexos ciimulo-odcitos (CCO).

3. ldentificado um CCO, transferi-lo com a ajuda de uma pipeta
Pasteur a uma placa de poco duplo. Lavé-lo 2 ou 3 vezes no
compartimento marginal e transferir o CCO ao compartimento
central da placa. Em cada uma destas placas, é possivel armazenar
até 5 CCO. Manter as placas a 37°C.

4. Antesdainseminacdo, avaliar a maturagdo dos CCO com a objetiva
20x do microscépio invertido e classifica-los de acordo com o
aspecto morfoldgico do cimulo e corona.

5. CLASSIFICACAO DA MATURACAO SOMATICA
DO COMPLEXO CUMULO-CORONA-OOCITO.

A classificacdo do CCO é realizada observando-se:
a) Tamanho e filancia do cimulo.
b) Grau de dispersdo das células do cimulo e da corona.

Sobre a base destes critérios, pode-se avaliar a maturacdo dos CCO e
assim selecionar aqueles com melhores probabilidades de fertilizagdo
e desenvolvimento.

Maturagdo 1 ou Imaturo (M1): Cimulo pequeno ou grande,
com pouca filancia. Corona compacta formando uma capa densa
(escura) ao redor do odcito.

Maturacdo 2 ou Intermediario (M2): Cimulo grande, disperso
e filante. Corona ainda escura e compacta ao redor do odcito, mas
com inicio de dispersdo (pequenos espacos entre suas células).

Maturagdo 3 ou Maduro (M3): Cumulo grande, disperso e
filante. Corona radiada caracteristica, com espacos entre as células
em forma de raios, podendo observar-se os limites do odcito. Este
CCO é o que possui melhores probabilidades de fertilizagdo e
desenvolvimento.



Maturagao 4 ou Pés-maduro (M4): Cimulo muito disperso, grande
ou pequeno por fragmentacdo do mesmo. Muito filante e corona
inexistente. Pode-se observar o odcito com nitidez e identificar o primeiro
corpusculo polar.

CLASSIFICAGAO DE OOCITOS
Cimaturo J 888270
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Figura 4: Classificacdo da maturacédo do complexo ciumulo-corona-odcito.

6. INSEMINACAO

O numero de espermatozoéides que geralmente é utilizado para a
fertilizacdo in vitro varia entre 50.000 e 100.000/ml. Porém,
concentracdes de 25.000 a 1.000.000/ml também sédo utilizadas sem
grandes diferencas nas taxas de fertilizacdo, apesar de que concentracoes
mais altas aumentam o risco de poliespermia.

a) INSEMINACAO EM PLACA ABERTA

MATERIAIS:

Meio de cultura de inseminacdo mantido desde o dia anterior a
37°Csob tensdo de CO: a 5%.

Placa de poco duplo (Falcon 3037)

Pipeta automatica para pontas de 5 a 40 ul.

Ponteiras estéreis de 200 ul.

Pipetas volumétricas de 1 e 5 ml.

Pipetas Pasteur estéreis.
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PROCEDIMENTO

Preparar placas de pogo duplo, depositando 2 ml de meio de
cultura no compartimento marginal e 1 ml no compartimento
central. Preparar estas placas pelo menos 3 horas antes da
inseminacao ou deixa-las preparadas no dia anterior, com a
finalidade de permitir que o meio de cultura se equilibre a
temperatura e tensao de CO: da incubadora.

Colocar 1 ou 2 odcitos por placa para serem inseminados.
Com a ajuda de uma pipeta automatica, inseminar com 50.000
ou 100.000 espermatozéides por mL de meio de culura. E
conveniente que o volume do meio contendo os
espermatozdéides ndo seja superiora 10 ul

Trés a 4 horas ap0s a inseminacao, recomenda-se transferir
0s 0dcitos a uma placa com meio de cultura limpo para evitar a
acdo de espécies reativas do oxigénio que liberam-se
espontaneamente dos espermatozdides, especialmente dos que
vao morrendo. O mesmo ocorre com as células do cimulo
ooforo. Outra alternativa, que é a tradicional, é deixar os 0dcitos
junto aos espermatozoéides por 15 a 18 horas.

Colocar as placas de inseminacdo por 15 a 18 horas em
incubadora a 37°Ce CO: a 5%. Apds este periodo, observar a
presenca de 2 prontcleos (PN) e 2 corpUsculos polares, para
verificar a fertilizacdo.

a) INSEMINAGAO COM OLEO MINERAL

MATERIAIS:

Placas estéreis de 35x 10 ou 60 x 15 mm.

Meio de cultura para inseminacéo.

Oleo mineral de baixa densidade (0.8 g/ml), qualidade embryo tested.
Pipeta automatica para pontas de 5 a 40 ul.

Ponteiras estéreis.

Pipetas Pasteur estéreis

Pipetas volumétricas estéreis de 5 ml.

PROCEDIMENTO
1.

Sob camara de fluxo laminar, preparar as placas de inseminacéo
com 4 gotas de lavado de 30-40 ul de meio de culturae4 a6
gotas de inseminacao de 20 — 30 ul.

Cobrir as gotas com 6leo mineral.

Deixar as placas de inseminacéo estabilizando na incubadora a
37°Ce CO2a 5%, por pelo menos 3 horas antes da inseminagéo
ou deixa-las preparadas no dia anterior.



4. Com a ajuda de uma pipeta Pasteur, lavar os CCO nas gotas de

lavagem e colocar 1 a 2 CCO por gota de inseminacéo.

Estabilizar em incubadora por 15 minutos.

6. Inseminar com 20.000 espermatozdéides nas gotas de 20 ul, ou com
30.000 nas gotas de 30 ul, em um volume nao superiora 5 ul.

7. Deixar as placas de inseminacdo na incubadora por 3 a 4 horas e
transferi-las a uma nova placa de inseminacao ou deixa-las por 15 a
18 apds a fertilizacdo; em seguida, verificar a fertilizacéo.

o

7.  AVALIACAO DA FERTILIZACAO

MATERIAIS

Lamparina

Pipetas Pasteur estéreis

Placas de Petri de 35x10 ou de 60x15 mm
Meio de cultura de crescimento

PROCEDIMENTO

1. Observar os oécitos 15 a 18 horas apds a inseminacéo.

2. Comprovar a total dispersao das células do cimulo. Caso persista o
cumulo agrupado ao redor do odcito, pode-se liberar com a ajuda
de 2 agulhas de tuberculina a maneira de microbisturi.

3. Com o auxilio de uma lupa, dispersar as células da corona que
permanecem persistentes, junto ao odcito, com a ajuda de uma
pipeta Pasteur estirada sobre a chama da lamparina, até um didmetro
um pouco maior que o dos odcitos (140 + 5 um).

4. Com a pipeta Pasteur estirada, aspirar e soltar repetidamente o odcito
até que as células da corona se desprendam.

5. Verificar a fertilizacdo identificando a presenca de 2 PN, no citoplasma
do o06cito e de 2 corpusculos polares no espaco perivitelinico (usar
aumento 20x do microscépio invertido).

6. Lavar os odcitos fecundados por 3 vezes e transferi-los a uma placa
com novo meio de cultura de crescimento e transferi-la a uma
incubadora para seu posterior desenvolvimento.

ANORMALIDADES DA FERTILIZACAO

Como resultado da fertilizacao in vitro, é possivel encontrar zigotos
com um ndmero anormal de PN:




1. PRONUCLEO UNICO. Esta anormalidade pode ser devido a:

a) Nao desenvolvimento do PN paterno ou materno.

b) Ativacdo do odcito devido a uma breve exposicdo a
temperaturas superiores a 37°C, ou a uma alteracdo osmética,
antes de serinseminado. Ambos problemas podem induzir a
uma ruptura precoce dos granulos corticais, provocando a reacao
da zona pellicida e por conseguinte, a impossibilidade de
penetracdo espermatica. Os zigotos com um sé PN podem
clivar dando origem a embriées morfologicamente normais,
mas inviaveis.

2. POLIPLOIDIA. Formagao de 3 ou mais PN, devido a:
a) Falha no bloqueio da poliespermia (que é freqliente nos odcitos
pos-maduros).
b) Internalizacdo no citoplasma do 2° corpusculo polar.
) Fertilizacdo por um espermatozdide binucleado ou pela
fertilizagdo de um odcito binucleado.

Estes zigotos podem dar origem a embrides morfologicamente
normais, mas nao viaveis.

by WL C o .ﬁ"l.

a) Odcito fecundado com 2 PN b) Odcito fecundado com 3 PN. c¢) Odcito com | PN

8.  DESENVOLVIMENTO PREIMPLANTACIONAL IN VITRO

O desenvolvimento embrionario deve ser realizado sob 6leo mineral.

MATERIAIS

Placas de 35x10 mm ou de 60x 15 mm.

Oleo mineral de baixa densidade, embryo tested.

Pipetas Pasteur estéreis, estiradas sob chama a um didmetro de
+ 200 um.

Meio de cultura de crescimento

Pipetas volumétricas estéreis de 5 ml.

Pipetas automaticas para pontasde 1a 10 ulede 5a 40 ul.
Ponteiras estéreis.



PROCEDIMENTO

1.

2.

Preparar, com pelo menos 3 horas de antecedéncia, uma placa de
35x10mm, com 4 a 8 gotas de meio de cultura de crescimento e
cobertas com éleo mineral.

Transferir 1 zigoto a cada uma das gotas de meio de cultura, se
desejar realizar um acompanhamento do desenvolvimento, ou todos
0s zigotos a uma sé gota.

Deixar na incubadora a 37°C e CO: a 5% até o dia da transferéncia
dos embrides.

AVALIAGAQ DO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

Atualmente, existem dois critérios que sdo os mais usados para avaliar a
qualidade do desenvolvimento embrionario:

a) Aqualidade embrionaria pode ser prognosticada, indiretamente, pela
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avaliacdo morfoldgica do zigoto em estagio de dois PN. Esta
classificacdo esta baseada na localizacdo e nimero dos corpos
precursores de nucléolos (CPN) nos compartimentos pronucleares,
masculino e feminino. Assim como, também, a formacdo de um
halo no cortex do odcito, produto da contracdo das organelas
citoplasmaticas ao redor dos PN, que seriam preditivos da qualidade
embrionaria. Durante o desenvolvimento dos PN, os CPN sdo moveis
e sua distribuicdo pode sofrer alteracdo de maneira imprevista até
alinhar-se na regido de contato de ambos PN. O padrao de polarizacdo
dos CPN é considerado um bom sinal para o subseqlente
desenvolvimento embrionario. Portanto, a presenca conjunta do halo
com a localizagdo dos CPN, mostrou ser um eficiente marcador
positivo de embrides de boa qualidade.
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PADRAO 0

PADRAO 1 PADRAO 2 PADRAO 3
Figura6a: Figura6b:
Classificagao dos odcitos em estagio de PN. Odcito com a presenca do halo.




Padrao 0: Com altas probabilidades de desenvolvimento e gravidez
Padrao 1 a 3: Com poucas probabilidades de desenvolvimento e gravidez

b) O critério mais usado para avaliar a qualidade embrionaria é
descrito por L. Veeck. Este sistema leva em conta a presenca de
fragmentos citoplasméticos anucleados e o tamanho relativo dos
blastbmeros. Para este sistema, o melhor embrido é aquele
qualificado grau |, apesar de haver centros que designam o melhor
embrido como grau IV.

Grau I: Embrido com blastdmeros de igual tamanho; sem fragmentos
citoplasmaticos e com citoplasma claro e homogéneo.

Grau lI: Embrido com blastdmeros de igual tamanho e menos de
30% de fragmentos citoplasmaticos.

Grau lll: Embrido com blastdmeros de tamanhos diferentes; zero
% de fragmentos citoplasmaticos.

Grau IV: Embrido com blastémeros de tamanho igual ou desigual;
com 30% a 50% de fragmentos citoplasmaticos.

Grau V: Embrido com mais de 50% de fragmentos citoplasmaticos.

Figura 7: Avaliagdo da qualidade embrionaria:
1) Grau I; 2) Grau ll; 3) Grau lll; 4) Grau IV; 5) Grau V




10.  TRANSFERENCIA DE EMBRIOES
A transferéncia dos embrides pode ser realizada ao Utero ou as
trompas.

MATERIAIS

Placas de poco duplo

Meio de cultura de transferéncia

Pipetas volumétricas estéreis de 5 ml.

Lamparina

Pipetas Pasteur estéreis, estiradas sobre a chama de uma lamparina
até um diametro de = 200 um.

Seringas de 1 ml

Catéter de transferéncia (para transferir as trompas (TET): catéter de
transferéncia laparoscépica.)

PROCEDIMENTO

1. Preparar no dia anterior ou pelo menos com 3 horas de antecedéncia
uma placa de po¢o duplo com meio de cultura de transferéncia.

2. Transferir os embrides da placa de crescimento a placa de
transferéncia, lavando-os no compartimento marginal; em seguida,
transferi-los ao compartimento central da placa.

3. Manter a placa de transferéncia na incubadora até o momento da
transferéncia ao Utero ou as trompas.

Para a transferéncia:

a) Acoplara seringa de 1 mlao catéter de transferéncia.

b) Transferir os embrides da placa de crescimento a placa de

transferéncia.

c) Posicionar a ponta do catéter no compartimento central da placa e
aspirar = 10 ul de meio de cultura.

d) Levantara ponta do catéter e aspirar ar para formar uma pequena
bolha.

e) Voltara mergulhar a ponta do catéter no meio e aspirar um pouco
de meio junto com os embrides (ndo mais de 5 ul).

f) Levantar a ponta do catéter e aspirar = 10 ul de meio de cultura.
Desta maneira, os embrides ficardo em “sanduiche” de meio de
cultura, que os protegera e assegurara sua transferéncia ao Utero ou
as trompas.




Devido ao fato da transferéncia de embrides ao Utero ser um
procedimento cego e com grande transcendéncia para o sucesso da
Reproducdo Assistida, € muito importante registrar se a transferéncia
de embrides foi:

1. Facil: Sem dificuldade na introducédo do catéter de transferéncia
pelo colo uterino, independente do tipo de catéter utilizado. Ao
extrair o catéter do colo, ndo deve estar contaminado com sangue.

2. Dificil: Dificuldade para introduzir o catéter, como por exemplo:
se foi necessario substitui-lo, ou a presenca de sangue no condutor
ou No guia, como na ponta do catéter. Se todos ou algum embrido
ficou retido no catéter e houve a necessidade de uma segunda
ou mais tentativas de transferéncia.

Atualmente, com a existéncia de catéteres com ponta eco-
refringente, a transferéncia embrionaria pode ser realizada com mais
precisdo sob visdo ecogréfica, o que assegura a étima localizacao
dos embrides na cavidade uterina.




Capitulo 3: Fecundacao Assistida

INJEGAO INTRACITOPLASMATICA DE ESPERMATOZOIDES (ICSI)

A Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI) é uma técnica
de fertilizacdo in vitro introduzida por G. Palermo y col. em 1992. A ICSI
é indicada para casais inférteis por fator masculino severo, azoospermias
e aplicavel também a casais inférteis com falhas sucessivas de fertilizagdo
in vitro. Como indica 0 nome, a ICS| consiste na introdugdo mecanica,
com a ajuda de um sistema de micromanipulagdo, de um sé
espermatozdéide no citoplasma de um odcito.

1. PREPARO DOS OOCITOS PARA ICSI:
TRATAMENTO COM HIALURONIDASE.

MATERIAIS

Hialuronidase SIGMA tipo VII.

Meio de cultura HTF-Hepes suplementado com 15 % SSS (H-HTF +
15%SSS).

Placas de Petri.

Pipetas Pasteur estéreis ou Stripper com ponta de 1 mm, 300 um,
150 ume 135 um.

Oleo mineral equilibrado e embryo tested.

PROCEDIMENTO

Manter os odcitos na incubadora para estabilizagdo e maturacao por
aproximadamente 2-3 horas. Em seguida, para proceder a retirada da
corona radiata e do cimulo oéforo, prepara-se uma placa com uma
gota central de 80 Ul de hialuronidase com varias gotas periféricas de
H-HTF+15%SSS para realizar as lavagens. Esse procedimento é realizado
na cdmara de fluxo laminar sobre a platina de aquecimento. Cobrir com
oOleo pré-equilibrado.

HIALURONIDASE H-HTF+15%SSS

(80 UI/mL)

PLACA




Utiliza-se microscopio estereoscopico com uma platina de
aguecimento para o mesmo. Os odcitos sdo transferidos, com pipeta
Pasteur estéril, desde a gota de meio de cultura até a hialuronidase,
transferindo a menor quantidade possivel de meio de cultura para
nao diluir a enzima. Com a mesma pipeta Pasteur, aspirar e soltar os
odcitos energicamente (com certa pressao) para favorecer a liberacdo
das células do cimulo e da granulosa. Evitar a formagdo de bolhas.
Logo ap6s 10 segundos aproximadamente, retiram-se os 06citos
transferindo-os para uma gota de H-HTF+15%SSS. Os capilares,
devem ser selecionados antes de comecar a desnudagdo dos oécitos,
deverdo ir desde um didametro maior que o odcito (por exemplo 200
um) e afinando-se até chegar finalmente a um didmetro de 135-140
um, ja que de outra maneira ocorreria a ruptura do oécito. Com o
capilar mais grosso, transfere-se os o6citos a gotas de meio fresco
(pelo menos fazé-los passar por quatro gotas) para eliminar os restos
de hialuronidase. Em seguida, com capilares de diametro menor,
“limpa-los” fazendo-os rodar com certa pressao contra a borda da
gota. E importante que o odcito ndo se deforme ao passar pelo
capilar, pois é possivel que este se degenere posteriormente.

Todos estes passos se realizam com um dispositivo de aspiracao
bucal e capilares de vidro. Também pode-se utilizar a pipeta STRIPPER
e os capilares correspondentes.

Capilar de vidro unido

ao dispositivo bucal de
aspiragdo ou a pipeta
STRIPPER

135-140 pm| Odcitos

Capilar ampliado Gota magnificada onde
se limpam os odcitos

Uma vez que os odcitos foram desnudados corretamente, guarda-
los na incubadora por uns minutos para sua recuperagao antes de
injeta-los.

Rotula-se a placa prestando especial atencdo. Avalia-se a
maturacdo dos 06citos no microscopio invertido caso ndo tenha
sido possivel sua classificacdo na lupa. Anota-se na ficha
correspondente a paciente. Coloca-se a placa na incubadora (5 =
0.5 % CO;; 37 = 0.5°C; cdmara 100% umidade) até o momento
da injecdo. No minimo devem passar aproximadamente 1.5-2 horas
antes se sua injecdo. Quando se tratar de um caso onde a maioria
dos odcitos encontrarem-se em estado de Metéafase |, deve-se esperar
0 tempo necessario para que estes atinjam a maturacédo, sendo no
maximo 10-12 horas.



CLASSIFICAGAO OOCITARIA |

A. SEGUNDO SUA MATURACAO

A classificagdo dos odcitos se realiza com maior precisdo utilizando
o microscopio invertido (40x), pois permite avaliar possiveis defeitos
citoplasmaticos (granulos, vaclolos, etc.), além de determinar o estagio
de maturacgdo que eles se encontram.

METAFASE Il METAFASE | PROFASE |
(presenca do 1° (ausénciado 1° (presenca de
corpusculo polar) corpusculo polar) vesicula germinal)

Figura 8

B. SEGUNDO SUA MORFOLOGIA

Nos ultimos anos, foram publicados varios trabalhos que
correlacionam positivamente a morfologia do odcito com o
desenvolvimento embrionario e as taxas de gravidez. Assim como o
dismorfismo do odcito também tem sido correlacionado com baixas
taxas de implantacdo, apesar do desenvolvimento embrionario ser similar
aos odcitos com morfologia normal. Neste contexto, a citomorfologia
oocitaria é um fator importante, especialmente para o sucesso da injecao
intracitoplasmatica de espermatozdide (ICSI).

As principais anormalidades do odcito estdo demonstradas nas Figuras
9 e 10. A origem destas alteracdes é multifatorial e ndo sdo bem
conhecidas, entre as quais podemos mencionar a hiperestimulacdo
ovariana com gonadotrofinas exdégenas, a assincronia na maturacdo
nuclear e citoplasmatica e a idade da mulher. Porém, é mais frequente
observar-se alteragcdes como granulagdo e inclusdes citoplasmaticas em
odcitos com citoplasma imaturo; observa-se fragmentacdo do corpusculo
polar e espaco perivitelinico aumentado em odcitos com envelhecimento
intrafolicular, e alteragdes da zona pellicida sdo freqlientes em mulheres
com mais de 40 anos. Além disso, observa-se uma importante incidéncia
de anormalidades cromossémicas relacionadas com a morfologia
oocitaria.




ANORMALIDADES DA MORFOLOGIA OOCITARIA

NORMAL CORPUSCULO VACUOLOS GRANUL/_\(;Z\O
POLAR HOMOGENEA
FRAGMENTADO

GRANULAGAO FORMA INCLUSOES ESPACO
CENTRAL ANORMAL PERIVITELINICO
AUMENTADO
Figura 9

ANORMALIDADES DO 00CITO

. Granulacéo Central, Corpusculo Polar Fragmentado
. Inclusées, Corpusculo Polar fragmentado
. Corpo Refringente

. Vactolo, Forma Anormal

1
2
3
4. Forma Anormal, Espaco Perivitelinico Aumentado
5.
6. Corpusculo Polar Gigante

Figura 10




2. REALIZACAO DA TECNICA DE ICSI

MATERIAIS

Pipeta de microinjecéo

Pipeta de sustentacdo (holding)

Solucao de PVP (polivinilpirrolidina)

Placa Falcon 1006

Micropipetas automaticas de 1 a 10ul
Ponteiras estéreis

Oleo mineral equilibrado e embryo tested.

Antes de realizar a ICSI, deve-se checar o bom funcionamento do
micromanipulador (auséncia de bolhas, correto nivel de dleo, etc.),
colocam-se as pipetas de injecdo e sustentacao.

A placa (Falcon 1006) na qual se realizara a injecdo dos odcitos é
preparada com gotas de 5 uL de H-HTF-15 % SSS e coberta com 5 ml
de 6leo pré-equilibrado.

Substituir algumas das gotas de meio de cultura por Polivinilpirrolidina
(PVP). Duas ou trés gotas de PVP devem ser suficientes nos casos onde
encontram-se facilmente espermatozdides. Adicionar aproximadamente
1-2 ul da suspensdo dos espermatozdides j& processados a uma das
gotas de PVP.

Com a micropipeta automatica, substituir as microgotas de H-HTF
pelo PVP, PVP + espermatozdides ja processados e espermatozdides
processados sozinhos.

Nos casos em que a amostra de espermatozdides apresentar
motilidade = 5% ou motilidade razoavel > 5%, mas com motilidade
Grau |, ap6s capacitacao, realizar-se-4 também uma microgota que
contenha somente meio de cultura contendo espermatozodides ja
processados.

Adicionar aproximadamente 3 ul da suspensao espermatica se a
concentracao final for de 1x10°— 1x10°. Se a concentracdo for maior,
sugere-se diluir a amostra ou colocar um volume menor a uma das
gotas que contém o PVP e a outra que s6 contém meio de cultura
(manter uma seqUiéncia para substituir as gotas e rotular corretamente).




Resumindo, faz-se as microgotas com H-HTF+15%SSS, cobre-se
com 0leo, esvaziam-se algumas e substituem-se pelo PVP e se adicionam
0s espermatozoides j& processados segundo convenha. Finalmente,
colocam-se os odcitos. Nos casos onde demora-se muito a encontrar
espermatozoéides moveis, procurar primeiro todos os espermatozdides
necessarios e logo apds encontra-los, colocam-se os 0dcitos na placa
para sua injegao.

As microgotas podem ser preparadas conforme mostra a figura 11.

00 O
00 O
00 O

Paciente XX

O= microgota de 5 uL que contém PVP e PVP com os espermatozoides jd processados
O-= microgota de 5 uL de H-HTF-15 % SSS que contém oécitos MII

® = marca que indica posi¢ao superior da placa

No caso de tratar-se de espermatozdides provenientes de Bidpsia
Testicular ou Puncdo de Epididimo, a placa devera ser preparada de modo
um pouco diferente. Utilizar trés gotas com PVP e preparam-se varias
gotas de meio de cultura (por exemplo, 14-16 gotas) para agregar a elas
aproximadamente 3 ul da suspensdo dos espermatozdides provenientes
da biopsia testicular ou puncdo epididimaria, reservando-se um nlmero
de gotas apropriado para que assim que forem encontrados os
espermatozdides necessarios, os 0dcitos sejam colocados nela.

As microgotas podem ser distribuidas conforme mostra a figura 12.

Paciente XX

©= microgota de 5 uL que contém PVP
O= microgota de 5 uL de H-HTF-15 % SSS e espermatozéides da biopsia ou pungdo
0= microgota de 5 uL de H-HTF-15 % SSS que contém odcitos MIT

® = marca que indica posi¢do superior da placa



Os o6citos sdo colocados nas microgotas da placa de injecdo (sempre
controlar duas vezes o nome da paciente, lendo-o em voz alta).

Apds realizacdo da ICSI, os o6citos sdo lavados na parte central da
placa, isto é feito porque estamos trocando de meio de cultura (de H-
HTF-SSS a HTF-SSS), deixando-0s nos pocos livres. A proporcdo é de 5
odcitos cada 200 ul, como o volume de meio de cultura em cada pogo
é de 400 ul, podem-se colocar até 10 odcitos juntos.

Guardar a(s) placa(s) corretamente rotulada(s) na incubadora
destinada.

Apbs aproximadamente 15-18 horas da ICSI, verifica-se a fertilizacao
utilizando o microscopio invertido (40x). Transferir os zigotos para uma
placa pré-estabilizada, com novo meio de cultura, estas sdo mantidas
na incubadora de CO.. Caso queira avaliar o desenvolvimento individual
de cada zigoto, pode-se realizar a cultura em microgotas de 20 ul sob
6leo.

Registra-se a informacdo correspondente a cada paciente em sua
respectiva ficha anotando data, hora, profissional que realizou a
observagao e os comentérios que forem necessérios (odcito vacuolado,
granulado, corpusculo polar fragmentado, etc.).

No caso de fertilizagdes anormais (3 pronucleos, 1 pronucleo, etc.)
e oécitos degenerados, descartam-se de imediato.

Aproximadamente as 48 ou 72 horas da injecao, avalia-se a qualidade
embrionaria.

3.  PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE )
ESPERMATOZOIDES SEGUNDO SUA CLASSIFICACAO

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS 1999), uma
amostra de sémen normal apresenta os seguintes parametros: volume:
2-6 mL, concentragdo =20 x 10 ®espermatozdéides /mL, motilidade >
50 % e morfologia segundo Kriger = 14 % de formas normais.

Quando trabalhamos com amostras normais, utilizamos a técnica
de gradiente descontinuo como método de separagao.




Naquelas amostras de sémen consideradas pela O.M.S. como
subnormais, a técnica de separacao que utilizamos sera gradiente
descontinuo se houver boa motilidade ou swim out, como foi
descrito no capitulo 2.

Nos casos de pacientes que apresentem Criptozoospermia,
processamos a amostra de sémen por centrifugacdo a alta
velocidade. Este mesmo procedimento é aplicado nos casos de
Oligozoospermia severa nos quais ndo se recuperam
espermatozdéides apds gradiente.

Quando se trabalha com amostras de espermatozéides do
ejaculado criopreservadas, deixa-se descongelar a temperatura
ambiente e lentamente, acrescenta-se o meio de cultura em uma
proporcdo 2:1 a suspensao de espermatozdides. Coloca-se em
um tubo de centrifuga de 15 mL e centrifuga-se a 1600 r.p.m.
durante 5 minutos. O sedimento obtido é ressuspenso em 1 mL
de meio de cultura H-HTF+15%SSS, e avalia-se a concentracdo
e motilidade em Camara de Makler. Normalmente, as amostras
criopreservadas apresentam baixa motilidade inicial. A suspensao
obtida é colocada sobre um gradiente de densidade de 2 (95% e
45 %) ou 3 (95 %, 70 % e 45 %) camadas, segundo as
caracteristicas da amostra, e procede-se como se explicou nesse
ponto.

Quando tratar-se de espermatozdides criopreservados provenientes
de puncdes (epididimo, testiculo) ou de bidpsias testiculares,
logo apds a centrifugacdo de 5 minutos, ressuspender o sedimento
obtido em um volume pequeno (100-500 ul) de H-HTF+ 15%SSS;
observa-se uma pequena gota da suspensao no microscopio
invertido e incuba-se na incubadora de CO: até sua utilizacdo.

Se as amostras de sémen sdo extremamente viscosas, passa-las
através de uma seringa de 1 ou 10 c.c. com agulha de 21G para
romper a massa viscosa e em seguida avalia-se a concentragdo e
motilidade. Quando realizar este procedimento, normalmente a
motilidade espermatica é afetada transitoriamente. Processé-la
de acordo com os parametros seminais apresentados.

Nos casos em que o paciente apresenta ejaculacao retrégrada,
indica-se ingerir uma dieta escassa em liquidos e tomar 2 colheres
de sopa de Bicarbonato de Sédio dissolvidas em um copo de
agua, cada 8 horas, no dia anterior ao procedimento.



N&o deve-se ingerir liquido na noite anterior. Na manha seguinte,
deve-se urinar e em seguida manter relacao sexual ou masturbar-se.
Em seguida, devera urinar novamente e coletar essa urina em um
recipiente estéril que contém 10 mL de Buffer Fosfato Salino de
Dulbecco. Entrega-lo o mais rapido possivel ao laboratério onde
serd dividido em aliquotas em tubos de centrifuga de 15 mL,
centrifuga-se por 5 minutos a 1700 r.p.m. Descarta-se 0 sobrenadante
e os sedimentos obtidos sdo suspensos novamente colocando-os
em um Unico tubo com meio de cultura H-HTF+15% SSS e avalia-
se a concentracao e a motilidade final na Camara de Makler. Sempre
que possivel, aplicar o gradiente como método de separacdo de
acordo com as caracteristicas de concentragdo e motilidade, utiliza-
se um gradiente de uma s6 camada (90%) ou de duas (90% e 45%).

Em pacientes descapacitados medulares ou com anejaculacéo, a
amostra de sémen é obtida por eletroestimulacdo. Para isto, utiliza-
se um eletroestimulador com transdutores transretais; a amostra de
sémen é coletada em um frasco estéril que contém 5 mL de Buffer
Fosfato Salino de Dulbecco; uma aliquota de 5 ul é avaliada na
camara de Makler e a amostra é logo processada por gradientes de
densidade por centrifugacdo a alta velocidade segundo suas
caracteristicas de concentracdo e motilidade iniciais. O sedimento
final é suspenso novamente em meio de cultura H-HTF+15%SSS e
avalia-se a concentracdo e motilidade final na Cadmara de Makler.
Sempre que possivel, aplicar o gradiente como método de separacdo
de acordo com as caracteristicas de concentracao e motilidade, utiliza-
se um gradiente de uma s6 camada (90%) ou de duas (90% e 45%).

Quando o paciente apresenta Azoospermia obstrutiva ou nao
obstrutiva (Secretora), a técnica de recuperacao de espermatozoides
aplicada varia. Nos casos de A. Obstrutiva, utiliza-se Puncado de
Epididimo, ja que é um bom método pelo qual se recupera grande
quantidade de espermatozdides e na maioria dos casos, uma grande
porcentagem dos mesmos é mével. Quando se trata de A. Secretoras,
realizam-se biépsias testiculares multiplas.




4. PUNCAO DE EPIDIDIMO

Realiza-se a Puncao de Epididimo com anestésico na pele e tdnica
vaginal a nivel da cabeca do epididimo. Em seguida, procede-se a
puncdo da estrutura com seringa de 1 c.c. e agulha calibre 30 (30
G) (a seringa contém 0.1 mL de H-HTF+15%SSS). As seringas sao
enviadas imediatamente ao laboratério onde se esvazia o contetido
das mesmas em uma placa de 60x15 mm. Verifica-se pelo microscopio
invertido a presenca de espermatozdéides e a motilidade. Anota-se
de qual epididimo foi puncionado e as caracteristicas dos
espermatozdides presentes. Coloca-se esta suspensdo de
espermatozdides com pipeta Pasteur de vidro estéril em um tubo de
centrifuga de 15 mL; acrescenta-se aproximadamente 1 mL de H-
HTF+15%SSS centrifuga-se durante 5 minutos a 1700 r.p.m. e o
sedimento obtido é ressuspenso em 50-200 ulL de H-HTF+15%SSS
(dependendo do sedimento).

Sempre que possivel, aplicar o gradiente como método de
separacao de acordo com as caracteristicas de concentracdo e
motilidade, utiliza-se um gradiente de uma s6 camada (90%) ou de
duas (90% e 45%).

No caso de ndo encontrar ou considerar insuficiente a quantidade
de espermatozdides méveis, realizam-se outras puncdes epididimarias.

5. BIOPSIA TESTICULAR

Aanestesia requerida para esta intervencao pode ser geral, peridural
ou local. Uma vez exteriorizados os testiculos, realizam-se pequenas
bidpsias (6 ou 7 / testiculo) com o objetivo de cobrir a maior parte
da superficie da glandula. Lavam-se as amostras em solucéo fisioldgica
(NaCla 0.9 % estéril) e imediatamente sdo colocados em um tubo
de 15 mL que contém 2 mL de H-HTF+15%SSS. Envia-se ao
laboratério onde, com a ajuda de uma placa de 60x15 mm e duas
pincas estéreis (agulha ou bisturi), massera-se o tecido
minuciosamente.

Determina-se a presenca de espermatozdides e sua motilidade
no microscépio invertido. Anota-se o lado biopsiado e as
caracteristicas dos espermatozdides presentes. Transferir esta
suspensao com uma pipeta Pasteur estéril para um tubo de centrifuga
de 15 mL; acrescenta-se aproximadamente 1 mL de H-HTF+ 15%SSS;
centrifuga-se durante 5 minutos a 1700 r.p.m. e o sedimento obtido



é suspenso novamente em 50-200 uL de H-HTF+15%SSS (dependendo
do sedimento obtido). No caso de ndo encontrar ou considerar
insuficiente a quantidade de espermatozoides méveis, realizam-se novas
bidpsias e procede-se do mesmo modo.

No caso de trabalhar com espermatozéides iméveis; seja provenientes
de puncéo de epididimo ou de bidpsia testicular, amostras descongeladas
ou espermatozdides provenientes de amostras de sémen fresco imoveis
ou que apresentam motilidade inicial muito baixa e no momento de
utilizé-las logo ap6s umas horas de processadas perderam a motilidade,
emprega-se uma metilxantina, como a Pentoxifilina, a 0.5 % em Buffer
Fosfato Salino (3.5 mM).

Acrescenta-se em tubo de 15 mL a amostra com a suspensao de
espermatozoides imoveis, em uma relagdo 1:1, a solucao de Pentoxifilina
preparada no momento. Incuba-se durante 20 minutos em incubadora
de CO:. Apos finalizada a incubaco, acrescenta-se aproximadamente 1 ml
de H-HTF+15%SSS e centrifuga-se durante 5 minutos a 1600 r.p.m., 0
sedimento obtido é suspenso novamente em 50-200 ul de H-
HTF4-15%SSS.

Pentoxifilina a 0.5 % (3.5 mM).

Prepara-se no momento de ser utilizada. Pesar 0.01 g de Pentoxifilina e
acrescentar 2 ml de Buffer Fosfato previamente descongelado. Deixar
dissolver e filtrar em membrana de 0.22 um.

Buffer Fosfato Salino.

Prepara-se com 100 ml de 4gua bidestilada autoclavada. Acrescenta-se
0.718 g de Cloreto de Sédio, 0.037g de Cloreto de Potasio, 0.025g de
Sulfato de Magnésio e 0.448g de TRIS. Deixar dissolver bem e filtrar em
membrana de 0.22 um. Fazer aliquotas de 2.5 ml em tubos de 6 ml e
conservar a—20°C (freezer).

6. . PROTOCOLOS ACESSORIOS

A seguir, detalharemos Protocolos de Lises de Eritrocitos e Digestdo
Enzimética do Tecido Testicular. Estes protocolos podem ser utilizados
para facilitar a busca dos espermatozdides nos casos de bidpsia testicular.




A. Protocolo de Lises de Eritrocitos do Tecido Testicular.

Buffer de lises de eritrécitos (BLE):

Dissolver, na ordem indicada, um a um cada componente em
agua bidestilada estéril.

8.29 g/litro de NH.CL
1.00 g/litro de KHCO:s
0.83 g/litro de EDTA

Ajustar o pH a 7.2 utilizando 1 N de HCI (filtrado). Filtrar em
membrana de 0.22 um e fazer aliquotas de 3 ml. Rotular
corretamente e aguardar a 4°C durante Tmés.

Colocar em uma placa de 4 pocos, 1 ml do Buffer de Lises de
Eritrocitos (BLE) no pogo n° 1 e 1 ml de meio de cultura (H-
HTF+15%SSS) no poco n° 2. Acrescentar o tecido previamente
masserado com duas pingas estéreis (agulha ou bisturi), no pogon® 1.
Misturar o tecido com 2 agulhas de 25G unidas a seringas de
tuberculina (1cc). Apds 5 minutos, transferir os pedacos de tecido
ao pogo n° 2. Colocar o BLE do po¢o n® 1 em um tubo cdnico de 15
ml e centrifugar durante 5 minutos a 1800 r.p.m.. Resuspender o
sedimento em H-HTF+15%SSS, em um volume de acordo com o
sedimento visualizado e avaliar a presenca de espermatozdides. Caso
ndo se encontre espermatozdides, proceder com o tratamento de
DNAse/Colagenase (ver a seguir).

Todo o tecido remanescente deve permanecer a 37 °C. Este tecido
pode ser utilizado posteriormente para procurar espermatozdides ou
para ser criopreservado no caso de que o nimero de espermatozdides
seja adequado.

B. Tratamento de digestdo enzimatica do tecido testicular
com DNAse/Colagenase.

Descongelar em um banho de dgua a 30° durante 5 minutos
uma das aliquotas de 1 ml da solucdo de DNAse/Colagenase ja
preparada.

Descartar todo o liquido possivel do tecido testicular, determinar
aproximadamente o volume testicular em ml. Deve-se processar o
tecido em tubos Eppendorf ou tubos de centrifuga de 15 ml, segundo
o volume do processado.



Acrescentar um volume igual de BLE (pré-aquecido a 37°C) para
gue ocorra a lise dos eritrcitos.

Incubar os tubos com as tampas semi-abertas na incubadora a 37°C
durante 5 minutos.

Transferir o liquido a um novo tubo, acrescentar 4 ml de H-
HTF+15%SSS. Centrifugar 5 minutos a 1800 r.p.m.

Ressuspender o sedimento em volume igual (ex.: 100 ul de tecido,
acrescentar 100ul de meio).

Acrescentar um volume igual da Solucdo DNAse/Colagenase (ex.:
200ul da suspenséo, acrescentar 200ul da solucdo DNAse/
Colagenase).

Incubar esta suspensdo com tampa semi-aberta na incubadora
durante 1 hora, agitando a cada 10-15 minutos para facilitar a
digestdo enzimatica.

Logo apds a incubagdo, centrifugar 5 minutos a 500 r.p.m. para
eliminar os residuos ndo digeridos. Transferir todo o sobrenadante a
um novo tubo.

Remover a enzima do sobrenadante acrescentando H-HTF+ 15%SSS
(dobro do volume).

Centrifugar 5 minutos a 1600 r.p.m. Ressuspender o sedimento em
um volume pequeno de H-HTF+ 15%SSS, dependendo do sedimento
obtido.

Homogeneizar e avaliar a presenca de espermatozoides.

Solucado DNAse/Colagenase
Adicionar 0.0015 g DNAse a 30 mL de H-HTF suplementado a 1% de
BSA. Homogeneizar bem.

Retirar 10 ml desta solugdo com uma seringa de 10 c.c. e acrescenta-los
em um frasco de 50 mg de Colagenase Tipo IV. Dissolver bem. Filtrar
em membrana de 0.22 um e fazer aliquotas de 1 ml cada uma. Rotular
corretamente os tubos levando-os imediatamente ao freezer. Manté-los
no congelador até sua utilizagdo.

Quando se acrescenta a um volume de tecido testicular igual, a
concentracdo final de DNAse é de aproximadamente 25 ug/ml e a
concentracdo final da Colagenase é de aproximadamente 2.6 mg/ml.




C. Preparo para Injecao Intracitoplasmatica
de Espermatozoides (ICSI).

Se a amostra foi processada por gradiente de densidade, o
sedimento obtido pds-separagdo é colocado em um tubo Eppendorf,
acrescentando-se H-HTF+15%SSS até nivelar o tubo Eppendorf,
centrifugando-o durante 5 minutos a 4800 r.p.m.. Descarta-se o
sobrenadante e, o sedimento obtido é ressuspenso em 20-200 ul de
H-HTF+15%SSS.

O critério para decidir a quantidade final de meio de cultura é
parecida mas inverso ao utilizado para um FIV. Nesta técnica, é
necessario ter os espermatozdides moveis (seja qual for o Grau de
motilidade) suficientemente diluidos (aproximadamente 1x10°-1x10°
espermatozoides moéveis /mL) de maneira tal que se possa trabalhar
de forma cémoda no momento de realizar a “captura” dos
espermatozéides moveis nas microgotas de 5 ul de H-HTF+15%SSS.

Se a amostra foi processada por centrifugacdo a alta velocidade,
descartam-se os sobrenadantes e ressuspende-se os sedimentos, em
um Unico tubo Eppendorf, em aproximadamente 20-200 uL de H-
HTF+415%SSS, utilizando o critério explicado acima.

As vezes ocorre de realizar-se um ICS| devido a falhas da fertilizacso
em tentativas prévias de FIV, seja falha de fertilizagdo normal ou
falha total de fertilizacdo. Assim, este sémen apresenta caracteristicas
normais de concentracao e motilidade. Nestes casos, nao é necessario
processar todo o volume seminal, basta uma pequena aliquota.

Apds o processamento da amostra por gradiente deste tipo de
sémen, usualmente recupera-se um bom sedimento, de maneira
gue possa ser lavado em um tubo de centrifuga de 15 mLcom 1 mL
de H-HTF+15%SSS e em seguida ressuspender o sedimento obtido
com o critério j& explicado. Neste caso, pode ser necessario
ressuspender o sedimento final em até 2 mL de H-HTF+15%SSS
para ndo superar 1x108 espermatozoides méveis/ mL.



REACTIVOS:

Albumina Sérica Bovina, BSA (SIGMA A-4503)

Bicarbonato de Sodio (SIGMA S-5761)

Buffer Fosfato Salino (ver no Preparo de meios de cultura)
Carbonato de Potassio (KHCO3 , SIGMA P-9144)

Cloreto de Amonio (NH4Cl, SIGMA AO-171)

Cloreto de Potassio (MERCK, pro-analise)

Cloreto de Sédio (SIGMA S-5886)

Colagenase Tipo IV (SIGMA C-1889)

DNAse (SIGMA DN-25)

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (GIBCO, Catélogo 14040-117)
EDTA (GIBCO 11267-010)

Estreptomicina (SIGMA S-6501)

Freezing Medium Test Yolk Buffer (Irvine Scientific, Catalogo 9971)
Gamete Preparation Medium, GPM, (Serono)

HAM F-10 10X (GIBCO, Catalogo 11955-036)

Hepes-Human Tubal Fluid, H-HTF (Irvine Scientific, Catdlogo 9963)
Human Tubal Fluid, HTF (Irvine Scientific, Catadlogo 9962)

L (+) Acido Lactico (SIGMA L-2000)

Penicilina-G (SIGMA PEN-NA, sodium salt, 25.000.000 unidades)
Pentoxifilina (SIGMA, P-1784)

Soro Sintético Substituto, SSS (Irvine Scientific, Catadlogo 99193)
Sulfato de Magnésio (SIGMA M-2643)

TRIS (MERCK, pro-anélise)




Capitulo 4: Criopreservacao de Gametas,
Zigotos e Embrioes .............................ociiiiiennnn.

1. CRIOPRESERVA(;AO DE ESPERMATOZOIDES

Os processos vitais requerem alteracdes bioquimicas que se
realizam através do movimento de moléculas em um meio aquoso.
Se a agua dentro e fora do citoplasma de uma célula viva é
transformada em gelo a temperaturas suficientemente baixas para
deter o movimento molecular, e se o sistema biolégico pode ser
reaquecido sem que ocorram danos, entdo a vida da célula detida
neste estado de animagdo suspensa podera ser preservada.

Spallanzani, em 1776, foi o primeiro a observar o efeito da
temperatura de congelamento no sémen humano, e Montegazza,
em 1886, o primeiro a sugerir a idéia de bancos para congelamento
de espermatozoéides humanos. Entretanto, somente mais tarde
publicou-se o sucesso do congelamento de sémen humano com
gelo seco, demonstrando-se que os espermatozoéides assim
congelados, e posteriormente descongelados, foram capazes de
fecundar e originar um desenvolvimento embrionario normal.

A. APLICACOES DO CONGELAMENTO DE SEMEN

1. Banco de sémen (HIV, Hepatite e Sifilis).

2. Pacientes que serdo submetidos a tratamentos cirdrgicos ou de
guimioterapia.

3. Sémen de cOnjuge ausente.

Diluentes empregados

Um aspecto de grande importancia é o diluente ou compostos
guimicos que formam o diluente base. Geralmente, um diluente é
formado por uma fracdo acida, outra basica e um composto que
forneca energia a célula espermatica até o momento de ser congelada.
Todas estas solugdes devem estar a uma pressao isosmética com o
plasma seminal, e a combinacdo delas deve ser mantida em um pH
neutro.

Os diluentes devem cumprir alguns requisitos de pH, capacidade
tampao, osmolaridade e forca idnica. Devem proporcionar protecdo
a célula espermética quanto aos efeitos da temperatura, refrigeracao,
congelamento e descongelamento.



B. CRIOPROTETORES

As lesdes atribuidas a criopreservacao sobre as estruturas celulares
podem atenuar-se mediante a inclusdo de agentes crioprotetores na
elaboracao dos diluentes, que as protejem durante os processos de
congelamento e descongelamento. Numerosas substancias tém sido
identificadas por sua acdo crioprotetora. Os crioprotetores podem ser
classificados em permeaveis (metanol, glicerol, dimetilsuolféxido, etileno
glicol, 1-2 propanediol, acetamida) e ndo permeéveis (acuUcares,
lipoproteinas da gema do ovo e proteinas de alto peso molecular), em
funcdo de sua permeabilidade para as membranas plasmaéticas.

O mecanismo de acao destes compostos ndo é totalmente conhecido.
Sabe-se que os permeaveis penetram na célula de forma uniforme,
provocando a desidratacdo celular por substituicdo da dgua intracelular,
evitando-se assim o0 aumento da concentracdo de solutos e a formagao
de cristais de gelo, sendo mais efetivos quando as velocidades de
congelamento sao baixas. Os ndo permedveis situam-se recobrindo a
membrana plasmética e induzem a formacao de cristais de gelo ao redor
da mesma, sendo mais efetivos em congelamentos rapidos.

Os crioprotetores mais empregados sdo o glicerol e a gema de ovo, a
qual deve seu efeito protetor as lipoproteinas de baixa densidade. O
glicerol, apesar de ser mais amplamente empregado, apresenta certos
graus de toxicidade para a célula espermatica, sendo que a concentragdo
de glicerol ndo deve ultrapassar 4% - 8%.

C. EXAMES DE CONTROLE REALIZADOS AO PACIENTE:

Antes de congelar as amostras de sémen de um paciente ou doador,
este deve ser submetido aos seguintes controles de enfermidades
transmissiveis: Sifilis, HIV-1, HIV-2, Hepatite B, Hepatite C, HTLV I e Il.

D. TECNICA

1. Congelamento rapido: Uma vez obtida a amostra em um recipiente
estéril, espera-se meia hora para sua liquefacdo completa e realiza-se
um espermograma de controle. Acrescenta-se a solugdo crioprotetora
(TEST Yolk Buffer-Irvine Scientific) na propor¢do 1:1 com relaco ao
sémen e coloca-se durante 30 minutos a uma temperatura de 2-8 °C
em um recipiente com agua. Apds este tempo, preenche-se as palhetas
(0.5 ml) ou criotubos (1.0 ml) e coloca-se em vapores de nitrogénio
liquido (10 cm acima) durante pelo menos 10 minutos ou toda a
noite.




Posteriormente, realiza-se a imersdo no nitrogénio liquido e
organizam-se dentro do banco de sémen. Os criotubos ou palhetas
devem ser rotulados com marcador permanente resistente ao
frio.

2. Congelamento programado: O processo inicial é igual ao anterior.
Uma vez feita a solucdo, as palhetas sdo colocadas na maquina
de criopreservacao (Planner), a qual reduz a temperatura a
velocidades de refrigeracdo moderadas e homogéneas (-0.1°C/
min a -0.5°C/minuto), que diminuem a temperatura do sémen
de 30°Ca 5°Cem periodos de tempo de uma hora. Retiram-se as
palhetas e as armazenam nos tanques de nitrogénio liquido.
um método muito caro e so se justifica congelar um ndmero
elevado de palhetas.

Realiza-se 0 descongelamento de sémen a temperatura ambiente.
Apds, realiza-se um controle em todas as amostras criopreservadas
para saber o nimero de espermatozéides méveis posterior ao
congelamento.

2. CRIOPRESERVACAO DE OOCITOS

Obtém-se o congelamento, armazenagem e descongelamento
de odcitos em um estado que permita a fecundacgdo subseqlente e
desenvolvimento final com uma taxa de sucesso muito limitada e
varidvel. Apesar de alguns investigadores terem relatado gestaces a
termo com nascidos-vivos a partir da fecundacdo in vitro de odcitos
humanos descongelados, estes resultados ndo tém sido reprodutiveis.

MATERIAIS, EQUIPAMENTOS E REATIVOS

Equipamentos:

- Incubadora de CO:

- Microscopio estereoscépico

- Camara de fluxo laminar

- Maquina de criopreservacdo (Planner ou Cryobath)
- Tanques para nitrogénio liquido

- Selador de palhetas

- Balanca analitica.



Materiais:

- Placas NUNCde 4 pocos
- Placas Petri (35 x 10 mm)
- Pipetas Pasteur

- Pipetasde 1,5, 10 ml

- Frascode 50 ml

- Filtrode 0.22um

- Seringasde 10 ml

- Etiqueta para marcar

- Pingas

- Raqui

- Criotubos

- Palhetas de 0,25 ml

- Cronbdmetro

- Lencos descartaveis

Reativos:

- PBS estéril (Irvine Scientific)

- Soro Sintético Substituto (SSS) (Irvine Scientific)
- 1,2 propanediol (PROH) (Sigma)

- Sacarose cultura celular (Sigma).

- Nitrogénio liquido

B. PREPARACAO DE MEIOS PARA CRIOPRESERVACAO:

Solugdo n° 1(solucdo mae): Preparar 25 ml de PBS suplementado
com 30% de SSS, tomando 17.5 ml de PBS e 7.5 ml de SSS.
Homogeneizar a mistura.

Solugdo n° 2 (PROH 1.5 M): Colocar 8.9 ml da solu¢do n° 1 em um
tubo cobnico de 15 ml e acrescentar 1.1 ml de PROH. Misturar bem.

Solugdo n° 3 (PROH 1.5 M + sacarose 0.2 M): Colocar 8.9 ml
da solucdo n® 1 em um tubo conico de 15 ml e acrescentar 1.1 ml de
PROH. Pesar 0.684 g de sacarose, acrescentar e misturar bem até que a
sacarose se dissolva completamente.

Filtrar as solucdes com membrana de 0.22 um antes de usar. As solugdes
tém uma duracdo de 48 horas guardadas a 4°C.




PROCEDIMENTO

Preparo da placa de Nunc. Pode-se usar 1 placa para até 6 odcitos

gue serdo criopreservados. Identifica-la da sequinte maneira:

- Nome da paciente na parte superior.

- Poco N° 1 marcar com PBS (Solucdo N°1)

- PocoN°2, 3 ed marcar com o nUmero correspondente ao
odcito e a solucdo N° 2.

Acrescentar 0.8 ml de PBS ao pogo N° 1 e 0.8 ml da solugdo N° 2
aos pocos N° 2, 3 e 4. Todas as solucdes devem ser usadas a
temperatura ambiente.

Marcar 1 palheta para cada 5 odcitos e limpéa-la com a solucdo
N° 3.

Preparar uma etiqueta para cada palheta com o nome da paciente,
data, niumero de odcitos congelados e nimero da palheta
correspondente.

Preparar a maquina de congelamento. Ligar a maquina e o botdo
da plataforma para que a pressdo comece a subir. Uma vez
alcancada a pressdo adequada (5.0 Ibs), entrar no programa e
esperar que alcance a temperatura inicial (16°C).

C PROTOCOLO DE CONGELAMENTO E ARMAZENAMENTO:

1. Colocar os oécitos que se classificaram para ser congelados no
poco que contém Solucdo N°1 (PBS + 30% SSS) a temperatura
ambiente para lavar rapidamente.

2. Transferir os odcitos a Solucdo N°2 (1.5M PROH em PBS+30%
SSS) por 10 minutos. Comecar a cronometrar o tempo com o
primeiro par de odcitos.

3. Transferir os odcitos a placa de Petri de 35mm com a Solugéo
N°3 (1.5M PROH + 0.2M Sacarose em PBS+ 30 % SSS). Todos
os odbcitos devem depositar-se até o fundo da placa
(aproximadamente 2 minutos).

4. Conectar a palheta com a seringa de 1.0 ml e limpar com a Solugdo
N°3. Introduzir a palheta novamente nesta solucdo e aspirar entre
1.0a 1.5 cm, fazer uma bolha de ar de mais ou menos 0.3 cm,
aspirar novamente a solucdo e pegar os odcitos (3.0 cm), fazer
bolhas de ar de 0.3 cm e novamente solucao (1.0 cm).




Levar a coluna de fluido até o extremo com PVA e selar a palheta
com calor. Marcar cada palheta com sua etiqueta correspondente e
colocé-las em posicao vertical dentro da cdmara de congelamento.

. Quando todos os odcitos estiverem colocados na cdmara, iniciar o
programa pressionando o botdo “RUN" no painel do computador.

. O programa de congelamento requer fazer o seeding (cristalizagdo)
manual a -8.0°C. Pegar uma pinca metalica esfriada em nitrogénio
liquido, elevar a palheta pela etiqueta (sem retira-la totalmente da
camara) e com a pinga fazer contato direto sobre a borda da primeira
bolha de ar até que se veja a solucdo cristalizada, imediatamente
coloca-la de novo na cdmara. Repetir este procedimento em todas
as palhetas e ao finalizar, pressionar “RUN" para que o programa
continue.

. Enquanto o programa esté funcionando, completar toda a informacao
nos registros e marcar os criotubos e raquis com nome da paciente,
data e nimero de o6citos congelados.

. Ao finalizar o congelamento, esfriar os criotubos fixados nas raquis
dentro de um recipiente com nitrogénio liquido. Remover
rapidamente as palhetas da camara e guarda-las dentro nos criotubos
e transferir ao tanque de armazenamento, anotar o local de
armazenamento no registro da paciente.

. Pressionar “RUN" para que a maquina volte a sua temperatura inicial
e retirar a pressdo de Nitrogénio liquido da camara. Quando este
tiver chegado a 0.0 lbs, retirar a bomba e tampar o tanque.

. PROGRAMA PARA A MAQUINA DE CONGELAMENTO:

Temperatura inicial: 16.0°C.

Rampa 1:-2.0°C por minuto até -8.0°C.

Rampa 2: -8.0°C por 5 minutos para equilibrar. Fazer o seeding
manual em seguida sustentar a temperatura por mais 5 minutos.
Rampa 3: -0.3°C por minuto até -30.0°C.

Rampa 4:-50.0°C por minuto até -150.0°C.

Duracdo do programa: aproximadamente de 2 horas.




E. DESCONGELAMENTO DE OOCITOS

As condi¢bes de descongelamento sdo fundamentais para a
sobrevivéncia dos odcitos criopreservados. As palhetas retiradas do
tanque de Nitrogénio liquido devem ser mantidas a temperatura
ambiente durante 40 segundos antes de serem colocadas em banho
de 4gua (30°C) por 30 segundos. O primeiro passo (manter as palhetas
a temperatura ambiente) reduz a possibilidade de dano da palheta e
o segundo minimiza o tempo no qual os cristais de gelo podem
crescer, lesionando as células.

O processo de descongelamento e retirada do crioprotetor sao
obtidos baixando as diluicdes de PROH gradualmente na presenca
de sacarose. A sacarose mantém o gradiente osmotico extracelular
gue previne a entrada de dgua excessiva durante a retirada do
crioprotetor. Quando o crioprotetor tiver saido completamente, o
odcito deve ser colocado no meio de cultura e a dgua retorna dentro
da célula.

A. EQUIPAMENTOS, MATERIAIS E REATIVOS:

Equipamentos: Incubadora de CO..
Microscopio-estereoscépico.
Camara de fluxo laminar.
Balanca analitica.

Materiais:  Placas de Petri de 35x10 mm.
Pipetas Pasteur.
Pipetas de 10ml, 5.0mle 1.0ml|
Frasco de 50ml.
Filtro de 0.22 um.
Seringas de 10ml.
Tubos Conicos graduados
Seringa de 1.0ml.
Pincas.
Cronbmetro.
Placas multipocos.
Lencos descartéveis.
Tesoura.
Termdmetro.
Recipiente de vidro



Reativos: PBS Dulbecco’s estéril (Irvine Scientific)
Soro Sintético Substituto (Irvine Scientific).
1-2 Propanediol - PROH (Sigma).
Sacarose - cultura celular (Sigma).
Nitrogénio liquido

B. PREPARO DOS MEIOS DE DESCONGELAMENTO

Solugdo N°1: Preparar solucdo mée a 30% de Soro Sintético Substituto
(SSS). 17.5 ml de PBS mais 7.5 ml de SSS. Homogenizar a solucéo.

Solugdo N°2: Acrescentar 9.25 ml da Solugcdo N°1 dentro de um tubo
conico e adicionar 0.75 ml de PROH, misturar muito bem. Esta solucdo
é 1.0 M PROH.

Solugdo N°3: Pesar 0.513 g de sacarose em um tubo conico e acrescentar
5.0 ml da Solucdo N°2. Misturar muito bem até que a Sacarose se dissolva
completamente. Esta solucdo é 1.0 M PROH + 0.3 M Sacarose.

Solugdo N°4: Diluir a Solugdo N°2 acrescentando 5.0 ml da Solucdo
N°1. Esta solucdo é 0.5 M PROH.

Solugdo N°5: Pesar 0.513 g de Sacarose em um tubo conico e acrescentar
5.0ml da Solugdo N°4. Misturar muito bem até que a Sacarose se dissolva
completamente. Esta solucdo é 0.5M PROH + 0.3 M Sacarose.

Solugdo N°6: Pesar 0.513 g de Sacarose em um tubo conico e
acrescentar 5.0 ml da Solugdo N°1. Esta solucdo é 0.3 M Sacarose.

Filtrar as solugdes antes de usar em tubos conicos novos.

As solucdes podem ser usadas até 48 horas depois de preparadas se
armazenadas a 4°C.

PROCEDIMENTO:

- Preparar os multipocos - 1 placa por cada palheta que serd
descongelada. Identifique-a da seguinte maneira:

- Nome da paciente na parte superior.

- Poco N°1 marcar com 1.0M PROH + 0.3 M Sacarose ( Sol. N° 3)

- Poco N°2 marcar com 0.5M PROH + 0.3 M Sacarose (Sol. N° 5)

- Poco N°3 marcar com 0.3 M Sacarose (Sol. N° 6)

- Pogo N°4 marcar com PBS com 20% SSS (Sol. n° 1)




Acrescentar 0.8ml de cada solugdo em seu poco correspondente.
Todas as solugdes devem ser usadas a temperatura ambiente.

Preparar um tubo Falcon de 6.0 ml por cada palheta que ser

descongelada. Marcar com o nome da paciente e nimero da
palheta. Acrescentar 1.0 ml de Solucao N°1.

PROTOCOLO DE DESCONGELAMENTO

. Preparar a 4gua a 30°C no recipiente de vidro.

. Remover a palheta do Nitrogénio liquido e comecar a medir o

tempo (sustentar a palheta com uma pinca metalica para evitar
a transferéncia de calor). Descongelar a palheta a temperatura
ambiente por 30 segundos. Limpa-la com um lenco descartavel
e confirmar a integridade da palheta.

. Submergir a palheta na dgua a 30°C por 40 a 50 segundos, sem

agitar.

. Remover e secar suavemente o excesso de dgua com um lenco

descartavel. Com a tesoura, cortar o extremo que foi selado com
calor, acoplar uma seringa de 1.0 ml e cortar o extremo que vem
selado de fabrica. Suavemente, expulsar os embrides no pogo
N°1 (1.0 M PROH + 0.3 M Sacarose) e deixa-los por 5 minutos.

. Transferir os 0écitos ao pogo N°2 (0.5 M PROH + 0.3 M Sacarose)

por 5 minutos.

. Transferir os 06citos ao poco N°3 (0.3 M Sacarose) por 10 minutos.
. Transferir os 06citos ao pogo N°4 (PBS + 20% SSS) por 10 minutos.

. Transferir os embrides a incubadora a 37°C pelo menos uma

hora antes de serem injetados para ICSI.



3. CRIOPRESERVACAO DE ZIGOTOS E EMBRIOES

A criopreservacdo de embrides tornou-se uma tecnologia modelo
em reproducdo humana, pois oferece uma alternativa adicional para a
obtencdo da gestacdo, ja que os embrides restantes, que ndo foram
transferidos, sdo armazenados e transferidos em um ciclo posterior. Falta
esclarecer qual é a melhor etapa para a criopreserva¢do do embrido. Em
uma época, pensou-se que congelar embrides em uma etapa precoce
era a melhor estratégia para evitar a cultura prolongada em condigdes
sub-6timas. Por este motivo, no inicio, muitos embrides foram congelados
desta maneira.

Vantagens e desvantagens de congelar em cada etapa

> Zigotos

Maximiza-se o nimero de zigotos congelados, pois ndo se realiza
selecdo embriondria ao congelar.

N&o permite a selecdo baseada na morfologia de um embrido clivado;
além disso, ndo é possivel saber se os zigotos deixados para cultura
serao os embrides de melhor qualidade.

Diminui o trabalho de cultura de embries até etapas posteriores.
Ataxa de sobrevida é comparavel a de embrides clivados.

E possivel congelar zigotos naquelas pacientes que apresentam
sindrome de hiperestimulacao ovariana.

Caso nao ocorra a singamia, existe menos questionamento quanto
ao congelamento do ponto de vista ético.

> Embrides

Permite a selecdo embrionéria com base no seu desenvolvimento e
caracteristicas morfolégicas.

Os embrides clivados tém uma alta taxa de sobrevida.

Avantagem de congelar no dia 3 (D3) em relacdo ao dia 2 (D2) é
evitar congelar os embrides detidos na etapa de 4 células.




A. PROTOCOLO DE CONGELAMENTO

O protocolo de congelamento lento utilizando propanodiol (PROH
1.5 M), Sacarose (0.1 M) tem mostrado bons resultados quando os
embrides sdo congelados lentamente, podendo-se esperar uma taxa
de sobrevida de 78% de embrides clivados descongelados. Existem
kits comerciais com estas concentracdes que permitem padronizar a
técnica, ja que as vezes é dificil manter a consisténcia na qualidade
da dgua e dos solutos das solugdes preparadas no laboratério.

O momento de transferir os embrides descongelados dependera
de seu estado de congelamento e a determinacao da ovulacao pelo
pico de LH em um ciclo natural ou pela substituicdo com esterdides
em um ciclo artificial. Uma vez determinada a ovulagdo, decide-se o
dia da transferéncia, com base no ultra-som do endométrio. Realiza-
se o descongelamento um dia antes da transferéncia, o que indica
que o laboratério deve ser preparado dois dias antes. Se o
congelamento ocorreu em estado de pronucleo, descongela-se um
ou dois dias antes, deixa-se crescer 24 h, realizando-se a transferéncia
em estagio de 4 células, como se fosse uma transferéncia em dia 2
ou 48 h em estagio de 8 células. Se o congelamento ocorreu no
terceiro dia, estagios de 4, 6, 8 células, descongela-se no dia anterior
a transferéncia, cultiva-se um dia e transfere-se como se fosse dia 4.
O descongelamento com um dia de cultura e crescimento dos
embrides permitira ter um critério duplo de sobrevida. A sobrevida
no momento do descongelamento permitird conhecer a integridade
morfoldgica do embrido ao obter-se a porcentagem de células que
sobreviveram ao descongelamento. O crescimento ao dia seguinte
permitird observar se as células continuam sua divisdo e o embrido
altera sua aparéncia. Desta maneira, so se transferem embrides que
tenham continuado sua divisdo. Caso no dia da transferéncia os
embrides descongelados no dia anterior ndo tenham clivado ou haja
somente um embrido para transferir e existam mais embrides
congelados, descongela-se pela manha outros embrides e efetua-se
a transferéncia sem observar o crescimento. Outro critério é cultivar
os embrides até o estdgio de blastocisto. Aqueles que chegarem a
esta etapa possuem uma maior taxa de implantacao.

B. TECNICA

Antes do congelamento, realiza-se uma classificacdo dos zigotos
e embrides.



MATERIAIS

Placa Nunc de 4 pocos. -+ Pingas.

Placa de Petri de 35x 10 mm. - Cronémetro.

Pipetas Pasteur. - Etiqueta para marcar
Pipetas de 10 ml, 5 ml el ml. - Marcadores indeléveis
Frasco de 50 ml. - Palhetas

Filtro de 0,22 um. -+ Raquis

Seringas de 10 ml.
Tubos conicos graduados.
Seringa de Tml.

Reativos no caso do preparo dos meios de congelamento:

PBS Dulbecco’s estéril ( Irvine Scientific).

Soro sintético substituto (SSS) (Irvine Scientific).

1-2 Propanodiol - (PROH) ( Sigma, P 1009, p6209).
Sacarose - cultura celular (Sigma, S 1888).
Nitrogénio liquido

Meios de congelamento

Solucgao N° 1: (Solucdo Mae): Preparar 10 ml de PBS suplementado
com 20% de SSS, tomando 8 ml de PBS e 2 ml de SSS. Homogeneizar
a mistura.

Solucao N° 2: (PROH 1,5 M): Colocar 4,45 ml da solugdo N° 1 em
um tubo conico de 15 ml e acrescentar 0,55 ml de PROH.
Homogeneizar a mistura.

Solucao N° 3: (PROH 1,5M + sacarose 0,1 M). Pesar em um tubo
cébnicode 15ml, 0.171 g de sacarose. Colocar 4,45 ml da solugéo
N° 1 e acrescentar 0,55 ml de PROH. Homogeneizar até que a sacarose
se dissolva totalmente.

Filtrar as solugdes com filtro de 0,22 um antes de usar. As solugdes tém
uma duracdo de 48 h mantidas a 4° C.




No esquema, apresenta-se um resumo do procedimento de preparo
das solucdes:

Esquema de preparo dos meios

S ;. 0orES+ [SOLUGAO,PBS
2mlde SSS

0,55 ml PROH 0,171 g Sacarose
4,45 ml Solugéo 1 4,45 ml Solugdo
0,55 ml PROH
Filtrar Filtrar
1,5M PROH 1,5M PROH

0,1 M Sacarose

SOLUGAO 2 SOLUGAO 3

PREPARO DA PLACA DE CONGELAMENTO

Retirar as solu¢des de congelamento da geladeira para que se
equilibre a temperatura ambiente.

Distribui-las em placa Nunc de 4 pocos. Depositar o PBS + 20%
HSA - pocon® 1, 1.5M PROH - pocon®2, 1.5M PROH + 0.1M
Sacarose poco n° 3 e no centro da placa.

PROCEDIMENTO DE CONGELAMENTO

1. Classificar os embrides a serem congelados e coloca-los juntos
em uma gota de cultura na incubadora.

2. Preparar todos os materiais necessarios com antecedéncia: meios
de congelamento a temperatura ambiente, palhetas, etiquetas,
raqui, pinga, tesoura.

3. Etiquetar as palhetas.

4. Lavar as palhetas, com a solucdo n°® 3, 1.5M PROH + 0.1M
Sacarose.

5. Preencher o tanque de Nitrogénio do Planner e conecta-lo. Esperar
que a pressdo cheguea 5 Ib.




6. Colocar os embrides no pogo n° 1 PBS + HSA

para equilibra-los ao lavar.
7. Transferir os embrides ao poco n° 2, 1.5M PROH, %/\
N

deixando-os por 5 min. Neste momento, ligar o
Planner para que chegue a temperatura inicial (22°C).

8. Passar os embrides em dupla a solucdo n°® 3, 1.5M PROH +
0.1M Sacarose, deixar que submerjam. Conectar a palheta a
injetadora e aspirar 3 cm de meio; fazer bolha de ar de 0.2 cm;
aspirar 2 cm. de solu¢do com os embrides; 0.2 cm de ar, e 2 cm de
solucdo até chegar ao algodao. Deixar ar ao final para poder selar.
N&o preencher toda a palheta de solucdo, pois poderia estourar ao
ser congelada.

Meio de Congelamento Meio de Congelamento
com Embrides |

C O I == T, L

AR Filtro

Meio de Congelamento Local do Seeding

9. Colocar as palhetas, na maquina e comecar o congelamento.

10.Aformacdo de cristais se realiza a—7.5 ° C. Pegue uma pinca metdlica,
resfrie em recipiente contendo Nitrogénio liquido. Levante a palheta
pela etiqueta e pressione a borda inferior da gota superior. Observa-
se uma nuvem branca de gelo; arraste a pinga até a bolha de ar
aproximando-se a borda superior da gota do meio sem toca-la.
Proceda do mesmo modo em cada palheta, de maneira rapida para
nao afetar a temperatura.

11.Continuar o congelamento e ao finalizar, transfira as palhetas, a
uma raqui identificada e resfriada em um recipiente com Nitrogénio
liquido.

12.Transferir as raquis ao tanque. Se sobrar espago entre as palhetas e
raquis, preencher com papel para que elas nao flutuem.

Programa de criopreservacdo de embrides e zigotos

Temperatura ambiente (22 °C) até—7.5°C a —2°C/minuto

Hold de 10 minutos

Realizar o seeding e sustentar a temperatura por 5 minutos mais
-7.5°Ca—-30°Ca—-0.3°C/minuto

-30°C Submergir em Nitrogénio liquido para armazenamento.




DESCONGELAMENTO DE EMBRIOES

O descongelamento de embrides pode ser realizado no dia anterior
ou no mesmo dia da transferéncia e considera-se que o embrido
sobrevive se pelo menos 50% dos blastémeros que se congelaram
originalmente permanecerem intactos. Se o descongelamento ocorrer
no dia anterior a transferéncia, transferem-se somente os embrides

que clivaram.

MATERIAIS
Placa de Petri de 35x 10 mm. - Cronémetro.
Pipetas Pasteur. - PlacaNunc de 4 pocos
Pipetasde 10 ml, 5mle 1,0ml. - Lengos descartaveis.
Frasco de 50 ml. - Tesouras.
Filtro de 0,22 um. - Termbmetro.

Seringas de 10 ml.

Tubos conicos graduados.
Seringa de Tml.

Pincas.

REATIVOS:

PBS Dulbecco’s estéril (Irvine Scientific).

Soro sintético substituto (SSS) (Irvine Scientific).
1-2 Propanodiol- (PROH) (Sigma, P 1009, P6209)
Sacarose - cultura celular (Sigma, S 1888).
Nitrogénio liquido

PREPARACAO DOS MEIOS DE DESCONGELAMENTO

Solucdo A ou Solugao N° 4: Preparar a solucdo mae a 20% de
soro sintético substituto (SSS), 20 ml de PBS mais 5,0 ml de SSS.
Homogeneizar a solucao.

Solucao B: Acrescentar 9,25 ml da solugdo A dentro de um
tubo conico e adicionar 0,75 ml de PROH, misturar muito bem.
Esta solucdo é 1,0 M PROH.

Solucdo N° 1: Pesar 0,342 g de sacarose em um tubo conico e
acrescentar 5,0 ml da solucdo B. Misturar muito bem até que a
sacarose se dissolva completamente. Esta solucédo é 1,0M PROH
+ 0.2 M sacarose.

Solucdo C: Acrescentar aos 5 ml de solucdo B que sobrar no
tubo + 5,0 ml de solucdo A. Esta solucdo € 0,5 M PROH.




Solugdo N° 2: Pesar 0,342 g de sacarose em um tubo cdnico e
acrescentar 5,0 ml da solucdo C. Misturar muito bem até que a
sacarose se dissolva completamente. Esta solucdo € 0.5 M PROH +
0,2 M. Sacarose.

Solucao N° 3: Pesar 0,342 g de sacarose em um tubo cdnico e
acrescentar 5,0 ml da solugdo A. Também pode-se pesar 0,171 g de
sacarose e acrescentar 2.5 ml de solucdo A. Esta solucdo € 0,2 M.
sacarose

Filtrar as solugdes antes de usa-las em tubos novos. As solugdes sao
armazenadas a 4° C, podem ser usadas até 48 horas pds preparo.

No esquema a seguir, apresenta-se um resumo do procedimento de
preparo de meios de descongelamento:

Esquema de preparo de meios de descongelamento

W 20 mide PBS +

~ 5mldesoro SOLUGAO A 4
SSS

SOLUGAO 4

9,25 ml Solugdo A

0,75 ml PROH

1.0M PROH

5ml 1.0 M PROH
0.342 g Sacarose

1.0MPROH, 0,2M
Sacarose

SOLUGAO 1

2,5ml Solugao A
0,171 g Sacarose

5ml Solugéo A
5ml1.0 M PROH

0,5 M PROH

5ml 0.5 M PROH
0,342 g Sacarose

e
0,5MPROH, 0,2M 2
Sacarose

SOLUGAO2

0,2 M Sacarose 3

SOLUGAO 3

PREPARO DA PLACA DE DESCONGELAMENTO

Retirar da geladeira a solugdo de descongelamento e o éleo da
incubadora para que se equilibre a temperatura ambiente.



8.
9.

10. Colocar filme de PVC ao redor da placa e coloca-la a 37°C, por 10

Colocar em uma placa Nunc de 4 pocos de maneira
inversa (comecando pelo pogo n° 4); cada solucao
em seu poco. Colocar o PBS no pocon©4,0.2 M
Sacarose no poco n° 3, 0.5M PROH + 0.2 M.

Sacarose no pocon®2e 1.0 M PROH + 0.2 M.
Sacarose no pogo n° 1 e no centro da placa.

Cobrir cada pogo com o 6leo.

Descongelamento de embrides

. Preparar todos os materiais necessarios com antecedéncia.

No dia anterior, deixar equilibrar uma placa de cultura com
microgotas de 20 ul, coberta com éleo.

. Banho a 30° C, meio de descongelamento e éleo a temperatura

ambiente, porta palheta, pinga, tesoura.

Selecionar a palheta a ser descongelada e expd-la ao ar por 40
segundos, sustenta-la com uma pinca pela borda da etiqueta.

Limpar a palheta com um lenco descartavel e submergir no banho
a 30° Cpor 30 segundos.

Enxugar a palheta com um lengo descartavel. Realizar o
descongelamento dentro do fluxo laminar a temperatura ambiente.
Com uma tesoura, cortar a ponta selada com calor. Colocar a
ponta da palheta dentro do centro da placa e olhando no
estereoscopio, cortar a ponta de cima levemente, observando
como saem o liquido e os embrides. Transferir os embrides ao
poco n° 1: 1.0 M PROH + 0.2M Sacarose e deixa-los por 5
minutos.

Transferir os embrides ao poco n° 2: 0.5 M PROH + 0.2M
Sacarose por 5 min.

Transferir os embrides ao poco n° 3: 0.2 M Sacarose por 10 min.

Transferir os embrides ao poco n° 4: PBS+20% HSA por 10 min.

minutos.

11.Transferir os embrides a uma placa de cultura de 35 mm com

microgotas de 20 u/ de meio de cultura, coberta de 6leo preparada
no dia anterior.



12. Classificar os embries individualmente e deixa-los por 24 horas em

cultura para avaliar sua divisao celular.

13. Classificar os embrides; somente aqueles que sofreram divisdo celular

4.

serao transferidos.

TOPICOS PARA MELHORAR A TAXA DE SOBREVIDA
[DOS EMBRIOES.

A. Congelamento

O meio de congelamento deve estar a temperatura ambiente
aproximadamente meia hora fora da geladeira.

Realizar o congelamento a temperatura ambiente, fora de platina de
aquecimento ou fluxo laminar de superficie a 37°C.

Ao agregar o crioprotetor, o embrido perde dgua intracelular e se
encolhe, em sequida entra o crioprotetor e retoma seu tamanho.
Este passo pode ser observado com uma lupa para confirmar o
Processo.

A placa de congelamento com os embrides ndo deve ser deixada na
lupa, pois a luz aquece o meio.

Ao transferir os embrides de um meio ao outro, deve-se ter cuidado
de transferir a menor quantidade do meio anterior e enxaglar o
embrido no novo meio 3 vezes com cuidado.

O instrumento para passar os embrides pode ser pipetas Pasteur
estiradas ou “stripper”.

Realizar o seeding manual no protocolo de congelamento lento.

Deve-se colocar no programa de congelamento uma parada a
—7.5 ou -8.0° C para realizar o seeding. Este é realizado tendo
préximo um recipiente com nitrogénio liquido e duas pingas de metal.
Introduz-se a pinca no nitrogénio, retira-se a parte superior da palheta
e coloca-se a pinga apertando levemente o menisco inferior da parte
superior da palheta, arrastando-a até a parte de ar que o separa da
gota seguinte onde estdo os embrides. Observa-se a formacédo de
uma nuvem branca de gelo. Continua-se da mesma maneira para
todas as palhetas. Continuar com o programa de congelamento. E
importante manter na temperatura de seeding 5 minutos para que
ocorra o equilibrio antes de realizar o seeding.




Manuseio rapido das amostras congeladas. Ao terminar o
programa de congelamento e chegar a temperatura desejada,
passar as palhetas a um recipiente com nitrogénio liquido,
cobrindo-as totalmente.Transferir para a raqui e para o tanque de
armazenamento, rapidamente, pois menos de 40 segundos de
exposicdo a temperatura ambiente pode ocasionar alteracdes que
afetam a sobrevida dos embrides.

Evitar colocar os dedos sobre as palhetas, pois transmite calor e
descongelam-se.

B. Descongelamento

Ao identificar a amostra para ser descongelada, manter a raqui
submersa em nitrogénio liquido, retirar as palhetas a serem
descongeladas.

Manter sempre um recipiente com nitrogénio liquido para retirar
as palhetas da raqui e confirmar os dados da paciente antes de
descongela-la.

Ao introduzir a palheta no banho de dgua (30°C), ndo deixar que
esta submerija, para que ndo ocorra a entrada de 4gua, caso esta
nao esteja bem selada.

No processo de descongelamento, a taxa de entrada de dgua ao
embrido pode exceder a taxa de saida do crioprotetor, por isso 0s
embrides ndo sobrevivem. Uma forma de evitar isso é diluir o
crioprotetor lentamente em vérios passos. Deve-se revisar as
solucdes usadas, o tempo entre cada passo, a temperatura de
descongelamento. Deve-se dar as células tempo suficiente de
equilibrio em cada passo.

Os embrides sao frageis devido ao chogque osmotico a que sdo
expostos. Manusea-los lentamente é uma boa pratica.

5. MANUTEN(_;,__&O DOS EQUIPAMENTOS E PROBLEMAS
MAIS FREQUENTES

Deve-se calibrar o equipamento de congelamento, realizando a
manutencao adequada.

Sugere-se 0 uso de um monitor externo de temperatura para
verificar a temperatura do seeding.




Sugere-se ter uma impressora para assegurar que a curva de
congelamento programada seja realizada.

Checar os pontos de possivel fuga de nitrogénio: checar a conexao
da bomba de nitrogénio com a mangueira e checar a presenca da
arandela. Sugere-se deixa-lo conectado em vez de fazé-lo em cada
procedimento. Checar se a mangueira de metal possui um material
isolado para que mantenha o frio. Checar se o tanque de nitrogénio
de alimentacdo ao sistema possui vacuo, para que o nitrogénio nao
evapore.

Manutencao dos niveis de nitrogénio dos tanques de armazenamento.



PLANILHA DE CONGELAMENTO DE ZIGOTOS E EMBRIOES

Nome da paciente: Data aspiracao:
Nome do esposo: Data congelamento:

NUmero do congelamento:

Ciclo natural: Reposicdo hormonal:
Estado de congelamento: PN D2 D3

EMBRIAO NUMERO 1 2 3 4

Nucléolos em distribuicdo Z1 ou
1|22

Clivagem precoce

Numero de células no Dia 2

Grau de fragmentagé&o no Dia 2

Multinucleagao de blastdmeros
no Dia 2

Numero de células no Dia 3

Grau de fragmentacéo no Dia 3

® (NoO| O [hjw|[N

Multinucleacgéo de blastémeros
no Dia 3

TOTAL

Numero da Numero de Estado ou nimero
palheta embrido de células

Qualidade

Método de congelamento: Convencional

Em passos

DMSO

Vitrificacdo

NUmero do Tanque de nitrogénio liquido:

NUmero da caneca:

Observagdes

Bidlogo:




PLANILHA DE DESCONGELAMENTO DE ZIGOTOS E EMBRIOES

Nome da paciente: Data descongelamento:
Nome do esposo: Data aspiracao:
Numero do descongelamento: Data congelamento:
Ciclo natural: Reposicdo hormonal:
Estado de congelamento: PN D2 D3
Ne células
" . zll’aa"é"c'a Gra“gdorler‘nbriéo DAparéncia a Ngdcélulabsm
N células ata rau do embriao | Hatchiny Transferido
Palheta | Embrido (D?:Z?g;‘ o d:;:rt‘)arng:\Zr Desenho-Foto °
1
2
3
4
5
6

Numero de embrides descongelados:

NUmero de embrides transferidos:

Tipo de transferéncia:

Tipo de catéter:

N° de embrides que ficardo congelados:

Observacoes

Bidlogo:




6. VITRIFICAQAO E DESCONGELAMENTO DE
OOCITOS, ZIGOTOS E EMBRIOES:
uma alternativa a criopreservaao convencional.

i) Background Fisico

A definicao fisica de vitrificacdo ¢ a solidificacdo de uma solucéo (a
agua é rapidamente esfriada e conformada em um estado como vidro
desde a fase liquida) a temperatura muito baixa, ndo por cristalizacdo
do gelo sendo por uma elevacao extrema da viscosidade durante o
esfriamento (4). Em contraste com os protocolos lentos, existe uma
caracteristica Unica de protocolos de esfriamento “rapido” (Tab. 1).

Tabela 1. Beneficios primarios da vitrificacdo

Contato direto entre as células e o nitrogénio liquido

Nao ha cristalizagao do gelo

3. | Utilizam-se altas concentragbes de crioprotetor (aprox 5.0M), o que permite
um tempo muito curto de exposicdo ao crioprotetor

4. | Vitrificacdo e aquecimento rapido

5. | O pequeno volume utilizado provoca um aumento significativo nas taxas de
esfriamento

6. | As taxas de esfriamento s@o de 15.000 a 30.000 °C/min (5-7)

7. | Minimiza os danos osmoticos

8. |Reduz o tempo do procedimento de criopreservacdo (a vitrificagdo pode
realizar-se entre 2 a 10 min.)

9. | Os protocolos sdo muito simples

10. | Elimina-se o alto custo de equipamentos de congelamento programéaveis

I

Ha duas formas para alcancar a vitrificagdo de dgua dentro das células:

1. Aumentar a velocidade da conducéo da temperatura
2. Aumentar a concentragdo do crioprotetor

Portanto, a vitrificagcdo é o resultado da alta taxa de esfriamento
associada a alta concentragdo de crioprotetor.

ii) A importancia das Taxas de Esfriamento

Durante a criopreservacao, a taxa de esfriamento é o parametro
que tem maior impacto sobre uma amostra bioldgica que é esfriada
desde a temperatura fisiolégica até a do nitrogénio liquido. Quando
as células sdo submersas no nitrogénio liquido, este se aquece e
ebule intensamente (enquanto produz gas nitrogénio), evaporacao,
e um abrigo de vapor se forma ao redor das células. Como resultado,
o vapor que rodea as células cria um isolamento que corta a
transferéncia de temperatura, e isto provoca uma diminuicdo da
taxa de esfriamento.



No entanto, para alcancar estas taxas mais altas de esfriamento é
melhor transferir calor através de liquido em vez de vapor, porgue a
condutividade em liquido é maior que em vapor. Para aumentar a
probabilidade de que a amostra esteja rodeada por liquido em vez de
vapor, o tamanho da amostra deve ser minimizado, assim o tamanho do
abrigo de vapor também é reduzido e a taxa de esfriamento é aumentada.
Além disso, para alcancar as altas taxas de esfriamento, é necessario usar
altas concentraces de solucdo crioprotetora, a qual diminui a formagdo
de cristais de gelo. Uma conseqiiéncia negativa disso é que as vezes o
crioprotetor é muito toxico. Uma pratica comum para reduzir a toxicidade
do crioprotetor e ndo sua efetividade, é colocar as células primeiro em
uma solugao crioprotetora de menor a maior concentracao.

Freqlentemente, a solugdo de vitrificacdo pode conter uma
combinacgdo quase equimolar de Etileno-glicol (EG) e Dimetil sulféxido
(DMSO). Ao reduzir a quantidade de crioprotetores requeridos, os efeitos
osméticos e téxicos diminuirdo. E possivel reduzir a concentracao de
crioprotetor e assim sua toxicidade, pelas taxas aumentadas de
esfriamento e aquecimento (5).

iii) Container para Procedimentos de Vitrificacdo

Para minimizar o volume da solucdo de vitrificagdo, utilizam-se
containers especiais durante o processo, chamados OPEN PULLED
STRAWS (OPS) (6-10), ou a Flexipet de COOK (5-11). Além disso, estes
containers sdo utilizados para conseguir altas taxas de esfriamento:

Microgotas (12)

Grades de cobre para microscopia eletronica (13-17)

Rede de nylon (18)

Cryoloop (5,10,19, 20, 21, 22)

O método de vitrificagdo OPS (23) tem sido aplicado com sucesso em
odcitos bovinos maduros, e em embrides bovinos pré-compactados e em
estado de pré-implantacio (6), assim como em odcitos maduros humanos
e de camundongo. Recentemente, gestagdes e nascimentos bem sucedidos
depois de usar FDP ou OPS para embrides em pronucleos tém sido relatados
(11, 24, 25). Na grade de microscopia eletrénica, blastocistos e odcitos
bovinos, assim como zigotos multinucleados tém sido vitrificados com
sucesso (15). De modo interessante, um novo dispositivo de vitrificacdo
chamado VITMASTER é capaz de diminuir rapidamente a temperatura no
nitrogénio liquido a —205-210°C (comparada a -196°C) e isso é obtido
criando-se um vacuo parcial, portanto aumenta significativamente a taxa
de esfriamento por usar nitrogénio liquido muito viscoso. Este dispositivo
de vitrificagdo foi introduzido por Arav et al. (26) e tem sido usado com
sucesso em vitrificacao de odcitos bovinos, ovinos e humanos (5, 26, 27).




iv) Tipos de crioprotetores, aclicares e macromoléculas

Os meios tampdes usados para vitrificagdo sdo Buffer Fosfato
Salino (PBS) ou Meio de Cultura com Hepes como o HTF.

O crioprotetor mais comumente aceito para procedimentos de
vitrificacdo é Etileno -glicol (EG; MW 62.02),este parece ter menor
efeito toxico em embrides e blastocistos de camundongo (28-33),
difusdo e equilibrio répidos de EG dentro da célula através da zona
pelicida e a membrana celular (32). As gestacdes e nascimentos
vivos normais obtidos com odcitos e embroes criopreservados em
animais (29, 31) e humanos (33-38) sugerem que esta molécula é
uma boa escolha para a vitrificagdo em humanos.

Os aditivos com grandes pesos moleculares, tais como
disacarideos tipo sacarose ou trihalose ndo penetram na membrana
celular, mas reduzem significativamente a quantidade de crioprotetor
requerido e a toxicidade de EG por diminuir a concentracao requerida
para obter uma criopreservacao bem sucedida de odcitos e embrides
humanos. Esta claro que as solucdes de sacarideos ndo-permeaveis
podem servir como buffer osmético para a recuperacdo bem sucedida
de células criopreservadas (39). A incorporacdo de compostos nao
permedveis na solucdo de vitrificacdo e a incubacao de células nesta
solucdo antes da vitrificagdo, ajudam a retirar mais dgua das células,
e diminui o tempo de exposicdo das células aos efeitos toxicos dos
crioprotetores. A sacarose nao permeavel também atua como um
buffer osmético que pode resultar da diluicdo do aditivo crioprotetor
depois do armazenamento. Além disso, a remocdo do agente
crioprotetor depois do aquecimento apresenta o problema de ter
gue reduzir a toxicidade as células. Durante o aguecimento usando
uma concentragdo extracelular de sacarose (por exemplo 1M),
balancea-se a alta concentracdo de crioprotetor dentro da célula, e
isso reduz a diferenca de osmolaridade entre os compartimentos
intra e extra celulares. Esta alta concentragdo de sacarose ndo pode
evitar totalmente a expansao da célula, mas pode reduzir a velocidade
e magnitude da expanséo.

Além disso, as macromoléculas polietileno glicol (PEG; PM 8.000),
polivinylpirrolidina (PVP; PM 360.000) e Ficoll (PM 70.000 o 400.000)
modificam as propriedades de vitrificacdo das solugdes. Alguns estudos
tem avaliado o potencial dos efeitos benéficos de acrescentar tais
solutos macromoleculares a solucdo para facilitar a vitrificacdo dos
embries, por exemplo melhorando muito a viabilidade dos odcitos
depois da criopreservacao e reduzindo notavelmente a variabilidade
vista com as solucdes de vitrificacdo somente (40-44).



Estes polimeros podem proteger os embrides ao moderar o estresse
mecanico que ocorre durante o congelamento (41). Eles modificam as
propriedades de vitrificacdo das solucdes reduzindo significativamente
a quantidade de crioprotetor requerido para alcancar a vitrificacdo, mas
tém pouco ou nenhum efeito na transicdo a vidro das solucbes (43).
Estes também influenciam na viscosidade das solucbes de vitrificacdo e
reduzem a toxicidade do crioprotetor mediante uma concentracdo mais
baixa. Além disso, os polimeros podem ser capazes de construir uma
matriz viscosa para a encapsulacdo dos embrides que antecede a
cristalizagao durante o esfriamento e o aquecimento (40,44). Muito
recentemente, em um estudo, desenhou-se e provou-se solucdes
crioprotetoras que combinavam concentracdes altas de polimeros com
crioprotetores pouco penetrantes. Estas combinacdes resultaram em altas
taxas de desenvolvimento de embrides de camundongo de 2 células
depois do esfriamento e aquecimento rapidos.

MATERIAIS:

i) Compostos para solucdes de vitrificacdo, manuseio e meios
de cultura

- Soro Sintético Substituto, SSS ( Irvine Scientific, 99193).

- Etileno glicol (EG) (Sigma, E9129).

- Dimetil sulféxido (DMSO) (Sigma, D2650).

- Sacarose (Sigma, S1888).

- Polietileno glicol (Sigma, P4463).

- Ficoll (Sigma, F4375).

- Oleo mineral (SAGE BioPharma)

- HTF com HEPES (In-Vitro Care, 2002-5)

- HTF (In-Vitro Care, 2001)

- Meios de cultura de embrides
Dia 1-3: IVC 1(In-Vitro Care, San Diego, CA)
Dia 3-5, CCM (Vitrolife, Gothenburg, Suécia)

ii) Placas de Vitrificacado e cultura

- Placa para procedimento de vitrificacdo (150326, Nunc, Nalgene)
- Placa de 6 pocos para procedimento de aquecimento (Genesis
Instruments, ElImwood, WI, USA).




iii) Suportes de gametas e embrides para vitrificacdo

Cryoloop (Hampton Research, Laguna Niguel, CA)

Flexipet-denuding pipette (FDP, Cook IVF, Spencer, IN)

Hemi-straw system (IVM, L'Aigle, France).

- Palhetas de congelamento de 0,5 ml com lacres plasticos (Cryo
Bio Systems, Franca)

- Pipetas Pasteur de vidro estiradas.

METODOS

i) Usando os suportes
a) Cryoloop (0.5 mm de diametro)

Lane e seus colaboradores descreveram pela primera vez o método
de vitrificacdo utilizando o Cryoloop (20,21). Brevemente, os odcitos
sao expostos a HM (Hepes Medium) por 10 minutos a temperatura
ambiente e em seguida sdo transferidos a solucdo de vitrificacdo 1
(VS1), para logo ap6s serem finalmente transferidos a solugdo de
vitrificacdo 2 (VS2). Durante este tempo, o loop de nylon é submerso
dentro da solugdo VS2 para criar uma pelicula muito fina de VS2,
por tensdo superficial, no loop de nylon. Depois de uma exposigao
muito curta dos odcitos a VS2, eles sdo colocados dentro dos
Cryoloops previamente preenchidos com a pelicula muito fina de
VS2 utilizando um Flexipet (FDP) de 140 um, os oécitos se mantém
por tensdo superficial. O Cryoloop com os odcitos é entdo submerso
em nitrogénio liquido e entdo a tampa é enroscada até fechar o
criovial com a ferramenta ndo metélica que havia sido submersa
previamente em nitrogénio liquido. Grade padronizadas sdo usadas
para armazenar os viales em nitrogénio liquido.

b) Pipetas de denudacao Flexipet (FDP)

Avitrificacdo com FDP é um método muito parecido ao método
de vitrificacdo descrito como OPS, o qual foi relatado por Vajta et al
(6). Brevemente, os odcitos sdo previamente tratados com VS1.
Depois de pré-esfriar os odcitos, estes sdo postos em VS2, para depois
transferi-los a uma quantidade minima de VS2 em gotas de 20 ul,
desde onde eles sdo carregados na FDP em aproximadamente 1 a 2
ul de crioprotetor colocando a FDP em um angulo de 30°, e
permitindo que os odcitos subam na FDP por acdo da capilaridade.
A ponta da pipeta é entdo submersa diretamente dentro do nitrogénio
liqguido em um angulo de 10°, e colocada dentro de uma palheta de
0,25 ml previamente identificada e submersa em nitrogénio liquido.



Em sequida, a palheta é tampada com uma tampa plastica colorida
devidamente identificada antes de ser transferida para o tanque de
nitrogénio liquido.

¢) Sistema de Hemi-Palheta (Hemi-Straw System, HSS)

O procedimento de vitrificacdo com HSS foi relatado pela primeira
vez por Vandervorst et al (45). A palheta de 0,25 ml é preparada da
seguinte maneira: cortar um extremo da palheta com um bisturi, de tal
modo que este extremo permaneca aberto (aproximadamente 1 cm),
para que seja fcil aspirar uma gota pequena (< 1.0 ul) dentro da face
interna da abertura. Brevemente, os odcitos ou embrides sdo previamente
tratados com VS1. Depois de pré-esfriar os odcitos ou embrides, estes
sao postos em VS2, para depois serem transferidos a uma quantidade
minima de VS2 em gotas de 20 ul, os quais sdo carregados em um
volume pequeno (< 1.0 ul) dentro da face interna da abertura da palheta
de 0.25 ml (HSS). A HSS é entdo submersa diretamente dentro do
nitrogénio liquido verticalmente, e colocada dentro de uma palheta de
0, 5 ml previamente identificada e submersa em nitrogénio liquido ou
em um vial de 5ml. Em seguida a palheta é tampada com uma tampa
pléstica colorida, devidamente identificada, antes de ser transferida para
o0 tanque de nitrogénio liquido.

ii) Vitrificacdo de Odcitos utilizando o Cryoloop e o
Sistema de Hemi-Palheta (Hemi-Straw System ou HSS)

a) Preparo dos meios e passos para o procedimento de vitrificacdo
Preparar as solugdes de vitrificagdo para odcitos humanos

A HTF-Hepes 20% SSS (20 ml de HTF-Hepes + 5 ml de SSS)

B 10% EG, 10% DMSO e Tmg/ml PEG (2.5 ml de EG + 2.5 ml de
DMSO + 0,025 g de PEG completar com 25ml solucao A). Misture
e filtre em um frasco de 50 ml (estéril)

C 20% EG, 20% DMSO e Tmg/ml PEG, 10 mg/ml Ficoll, e 0.65M de
sacarose (5 mlde EG + 5 mlde DMSO + 0,025 g de PEG + 0,025
g de Ficoll + 5,5 g de sacarose completar com 25ml solucdo A).
Misture e filtre em um frasco de 50 ml (estéril)

b) Procedimento:

Manter um recipiente cheio de nitrogénio liquido

1. Emuma placa de 4 po¢os, a temperatura ambiente, acrescentar 0,5
ml de solugdo A em um poco.




2. Prepare uma placa de cultura com gotas de 0,1 ml de solucdes
B, Ce uma gota adicional de 20 ml de solucéo C.

3. Equilibrar os odécitos em solu¢do A por 10 minutos.

4. Esvaziar a pipeta em um espaco limpo, enché-la com a solucéo
B e pegar os odcitos de solucdo A.

5. Transferir os odcitos a solucdo B por 60 segundos, esvaziar a
pipeta e carregar solugao C.

6. Transferira C por 20 segundos.

7. Enquanto os odcitos sdo incubados em solucdo C, submergir o
Cryoloop em solucao C para formar a pelicula fina no loop de nylon.

8. Recolha os odcitos e coloque de 4 a 5 no Cryoloop mantidos
pela forca da tenséo superficial. Examinar que todos os oécitos
estejam no loop.

9. Submergir o Cryoloop de nylon carregado no nitrogénio liquido,
enroscar fortemente a tampa usando a ferramenta ndo metalica
gue havia sido submersa previamente no nitrogénio liquido.

10.Colocar o vial em grades e em seguida no tanque de
armazenamento.

11.No caso de haver mais odécitos para vitrificar, repetir os passos 1
al1o0.

Quando se usa HSS como portador, repetir os passos 1 a 6

7. Carregar os 00citos no extremo aberto da hemi-palheta no menor
volume possivel.

8. Submergir a hemi- palheta (com os odécitos) diretamente no
nitrogénio liquido (verticalmente).

9. Introduzir a hemi-palheta dentro da palheta de 0,5 ml (pré-esfriada
em nitrogénio liquido) e tampar com sua tampa plastica colorida,
identificando-a adequadamente.

10.Armazene os odcitos no tanque de armazenamento.

11.Caso tenha mais odcitos para vitrificar, repetir os passos 1 a 10.




0

Preparo dos meios para o processo de aquecimento

Preparando as solu¢bes de aquecimento

A
B

HTF-Hepes 20% SSS (20 ml de HTF-Hepes + 5 ml de SSS)

1.0M de sacarose (8.55 g de sacarose e leve a 25ml com solucéo
A). Misture e filtre em um frasco de 50 ml (estéril)

0.5M de sacarose (4.27 g de sacarose e leve a 25ml com solucéo
A). Misture e filtre em um frasco de 50 ml (estéril)

0.25M de sacarose (2.13 g de sacarose e leve a 25ml com solucdo
A). Misture e filtre em um frasco de 50 ml (estéril)

0.125M de sacarose (1.0 g de sacarose e leve a 25ml com solucao
A). Misture e filtre em um frasco de 50 ml (estéril)

d) Procedimento

1.

S L

A 37°C, preparar uma placa de 6 pocos com 1,0 ml das solugdes E,
D,C BeA

Remover o Cryoloop de nylon ou a HSS do nitrogénio liquido e
colocar o Cryoloop ou a hemi- palheta diretamente na solucdo B.
Esperar 2 minutos.

Transferir os odcitos a solucdo C por 3 minutos.
Transferir os odcitos as solu¢des D e E por 5 minutos cada uma.
Transferir os 06citos a solugdo A e deixar por 5 minutos.

Lavar os odcitos na placa de lavagem e incubar para cultura
(aproximadamente 4 horas antes de realizar o ICSI).

i) Vitrificacdo de Embrides usando Flexipet-Denuding Pipette (FDP)

a) Preparo dos meios e passos para o procedimento de

vitrificacdo

Preparo das solucbes de vitrificacdo para embrides humanos

A
B

C

HTF-Hepes 20% SSS (20 ml de HTF-Hepes + 5 ml de SSS)

9% EG (2.25mldeEG + 22.75 mlde A). Misturar e filtrar em um
frasco de 50 ml (estéril)

34% EG, e 1.0 M sacarose (8.5 ml de EG + 8.55 g de sacarose,
levar a um volume de 25 ml com A). Misturar e filtrar em um frasco
de 50 ml (estéril)




1.

9]

A
B

0.

b) Procedimento:

Manter um recipiente cheio de nitrogénio liquido onde possa
submergir as palhetas

A temperatura ambiente, preparar uma placa de cultura, com
gotasde 0,1 ml das solucdes B e C, acrescentar uma gota adicional
de solucdo Cde 20 ml.

. Atemperatura ambiente, transferir os embrides & solucdo B por

5 minutos.

Esvaziar a pipeta em um espaco limpo, enché-la com a solucéo
C e pegar os embrides da solucdo B.

Transferir os embrides a solucdo C por 20 a 30 segundos, em
seguida, transferi-los a gota de 20 ml de solucdo C rapidamente.

. Carregar 4 a5 embrides por capilaridade, tocando com o extremo

estreito do FDP na solucéo C.

Submergir o FDP carregado diretamente no nitrogénio liquido
(em um angulo de 10°), em seguida, introduzir a FDP dentro de
uma palheta de 0,25 ml (pré-esfriada em nitrogénio liquido) e
identificada previamente.

Tampar com sua tampa plastica colorida, identificando-a
adequadamente.

Colocar em escadinhas e guardar verticalmente no tanque de
armazenamento de embrides.

No caso de ter mais embribes para vitrificar, repetir os passos 1 a 8.

Preparo dos meios para o processo de aquecimento

Preparando as solu¢des de aquecimento

HTF-Hepes 20% SSS (20 ml de HTF-Hepes + 5 ml de SSS)

1.0M de sacarose (8.55 g de sacarose e leve a 25 ml com A).
Misturar e filtrar em um frasco de 50 ml (estéril).

0.5M de sacarose (4.27 g de sacarose e leve a 25ml com solugdo
A). Misturar e filtrar em um frasco de 50 ml (estéril)

0.25M de sacarose (2.13 g de sacarose e leve a 25ml com solucdo
A). Misturar e filtrar em um frasco de 50 ml (estéril)

0.125M de sacarose (1.0 g de sacarose e leve a 25ml com solucdo
A). Misturar e filtrar em um frasco de 50 ml (estéril)



d)

o v A~ W

Procedimento

. A37°C, preparar uma placa de 6 pogos com 1,0 ml de solucdes D,

C BeA.

Remover o FDP do nitrogénio liquido e submergir diretamente na
solucdo B, se expelem os embrides. Esperar 2 minutos.

Transferir os embrides a solucdo C por 2 minutos.
Transferir os embrides a solucdo D por 2 minutos.
Transferir os embrides a solucdo A e deixar por 1 minuto (enxaguar).

Transferir os embrides a placa de cultura com HTF-20% SSS.

iv) Vitrificacdo de embrides de dia 3 utilizando o Cryoloop e o

a)

sistema de Hemi-Palheta (Hemi-Straw System o HSS)

Preparo dos meios e passos para o procedimento de vitrificacdo

Preparar as solugdes de vitrificacdo para embrides humanos

A
B

b)

HTF-Hepes 20% SSS (20 ml de HTF-Hepes + 5 ml de SSS).

10% EG e 10% DMSO (2.5 ml de EG + 2.5 ml de DMSO + 20ml de
solucdo A). Misturar e filtrar em um frasco de 50 ml (estéril).

20% EG, 20% DMSO e 0.40M de sacarose (5 ml de EG + 5 ml de
DMSO + 3,4 g desacarose, levar a 25ml com solucdo A). Misturar
e filtrar em um frasco de 50 ml (estéril).

Procedimento:

Manter um recipiente cheio de nitrogénio liquido

1.

Em uma placa de cultura, a temperatura ambiente, acrescentar 0,1
ml das solucdes B, C e uma gota adicional de 20 ml de solugdo C.

Colocar os embrides na solugao B por 4 minutos.

Esvaziar a pipeta em um espaco limpo, enché-la com a solugdo Ce
pegar os embrides da solugao B.

Transferir os embrides a solucdo C por 20 - 30 segundos, e entdo
levar a gota de 20 ml da solucdo C.

5. Manter na solugao C por 20 segundos.

Enguanto os embrides sdo incubados na solucdo C, submergir o Cryoloop
na solucdo C para formar a pelicula fina no Cryoloop de nylon.

Pegar os embrides e colocar de 4 a 5 no Cryoloop, ajudado pela
forca da tensédo superficial. Certificar-se de que todos os embrides
estejam no loop.




8. Submergir o Cryoloop de nylon carregado no nitrogénio liquido,
enroscar fortemente a tampa usando a ferramenta ndo metalica
gue havia sido submersa previamente no nitrogénio liquido.

9. Colocar o vial em grades e em seguida no tanque de
armazenamento.

10.Caso haja mais embribes para vitrificar, repetir os passos 1 a 9.

Quando se usa HSS como portador, repetir os passos de 1
a5

6. Carregar os embrides no extremo aberto da hemi-palheta no menor
volume possivel.

7. Submergir a hemi-palheta (com os embrides) diretamente no
nitrogénio liquido (verticalmente).

8. Introduzir a hemi-palheta dentro da palheta de 0,5 ml (pré-esfriada
em nitrogénio liquido) e tampé-la com sua tampa plastica
colorida, identificando-a adequadamente.

9. Armazenar os embrides no tanque de armazenamento.

10.Caso tenha mais embrides para vitrificar, repetir os passos 1 a 9.

¢) Preparo dos meios para o processo de aquecimento
Preparando as solugdes de aquecimento
A HTF-Hepes 20% SSS (20 ml de HTF-Hepes + 5 ml de SSS).

B 1.0M desacarose (8.55 g de sacarose e leve a 25ml com solugao
A). Misturar e filtrar em um frasco de 50 ml (estéril).

C 0.25M de (2.13 g de sacarose e leve a 25ml com solucdo A).
Misturar filtrar em um frasco de 50 ml (estéril).

D 0.125Mde (1.0 g de sacarose e leve a 25ml com A). Misturar e
filtrar em um frasco de 50 ml (estéril).
d) Procedimento

1. A37°Cpreparar uma placa de 6 pogos com 1,0 ml das solugdes
D, C, BeA

2. Remover o Cryoloop de nylon ou a HSS do nitrogénio liquido e
colocar o Cryoloop ou a hemi-palheta diretamente na solucéo B.
Esperar 5 minutos.

3. Transferir os embrides a solugdo C por 3 minutos.



4. Transferir os embrides a solucdo D por 2 minutos.
5. Transferir os embrides a solucdo A e deixar por 5 minutos.

6. Transferir os embries a placa de cultura com CCM 20% SSS, lavar 3
vezes, e incubar para cultura.

CONCLUSOES

Em conclusao, aumentar a velocidade de conducdo térmica e diminuir
a concentragao de crioprotetores é uma estratégia ideal para a criopreservacdo
celular por métodos de vitrificagdo. Ha duas formas de alcancar a vitrificacdo
da dgua dentro das células eficientemente: a primeira é aumentar a diferenca
de temperatura entre as mostras e 0 meio de vitrificacdo e a segunda é
encontrar materiais com uma conducao de calor rapida. Entretanto, a taxa
atual de procedimentos de vitrificagdo pode variar extremamente dependendo
do dispositivo utilizado, da proeficiéncia técnica e também do movimento
especifico de imersao (Tabela 6).

E importante mencionar que cada célula tem sua prépria taxa de
esfriamento, por exemplo, os odcitos sdo células mais propensas a
danificarem-se por frio que outros estados de desenvolvimento, tal como
embrides ou blastocistos. O protocolo de vitrificagdo “universal” ainda
nao existe. A vitrificacdo tem tido pouco impacto pratico na reproducdo
humana e é em grande parte ainda experimental, ja que: 1) as taxas de
sobrevida relatadas tém sido inconsistentes, 2) muitos suportes tém sido
usados para vitrificacdo, 3) muitas solugdes tém sido formuladas e isto
ndo tem ajudado a concentrar o esforco em um sé enfoque. Por outro
lado, os relatos de gestacdes bem sucedidas obtidas apos a vitrificacdo
estimulam mais investigacdo, mas claramente faz-se necessario melhorar
as taxas de sobrevida inconsistentes depois da vitrificacdo (46).

Tab. 6: Variaveis de vitrificagdo que podem influenciar profundamente
em sua eficiéncia

1. | Tipo e concentragéo do crioprotetor ( todos os crioprotetores sao téxicos)

2. | O meio base que se utilize (meio de manuseio)

3. | A temperatura a qual é exposta a solugédo de vitrificagdo

O intervalo de tempo no qual as células sdo expostas ao crioprotetor antes de submersas

em nitrogénio liquido.

5. | A variabilidade no volume do crioprotetor que rodeia as células

O dispositivo que é usado para a vitrificagao (tamanho do abrigo de vapor e taxa de
esfriamento)

7. | Proeficiéncia técnica do embriologista

8. | A qualidade dos odcitos e embrides e seu estado de desenvolvimento

O contato direto do nitrogénio liquido e a solugéo de vitrificagdo que contém o material
biolégico pode ser fonte de contaminagao (50-53).
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Capitulo 5: Cultura e Criopreservacao de
Blastocistos

A cultura de blastocistos por meios seqlienciais permite diminuir as
gestacdes multiplas nas Técnicas de Reproducéo Assistida (TRA). Até
pOouCos anos atras, os embrides sb podiam ser cultivados em laboratério
por dois ou trés dias, com uma taxa de implantagdo de 10-15 %. Com
o desenvolvimento do co-cultivo de Menezo (1) e dos meios seqUienciais
de Gardner (2), foi possivel cultivar embribes vidveis em laboratério até
o0 5°dia, tendo como conseqiiéncia as seguintes vantagens:

O embrido em estado de blastocisto tem maior capacidade de
implantacdo, por isto é possivel obter altas taxas de gestacdo
transferindo um menor ndmero de embrides.

Ao transferir menos embrides, minimiza-se a taxa de gestacoes
multiplas, um dos principais problemas das técnicas de reproducdo
assistida (3)

Em condicbes naturais, os embrides chegam ao Utero no quinto
ou sexto dia procedentes da trompa, que é o momento em que
0 Utero possui maior receptividade.

Atransferéncia de blastocistos ndo sé ajuda a sincronizar o embrido
com o trato feminino da mulher, como também facilita a
identificacdo de embrides com pouco ou nenhum potencial de
desenvolvimento, o que permite a diminuicdo do ndimero de
embrides a ser congelado.

1.  CULTURA DE BLASTOCISTOS EM MEIOS
SEQUENCIAIS

Protocolo de Gardner (20042)
MATERIAIS

- Meios de cultura sequienciais para embrides (Vitrolife Gothenburg,
Suécia).

- Oleo mineral (Vitrolife Gothenburg, Suécia).

- Placas de cultura 60 x 15 (Nalgene Nunc Internacional, Dinamarca).

- Placas de cultura, Falcon 3037.

- Pipeta automatica 5 a 40 ul.

- Ponteiras estéreis.

- Pipetas volumétricas de 1 a 10 ml estéreis.

- Pipetas Pasteur estiradas ou sistemas como Stripper (Mid Atlantic
Diagnostics) ou Flexipet denuding pipette (Cook IVF)



PROCEDIMENTO

1. Para os procedimentos de obtencdo de odcitos, fecundacao (ou
microinjecao) e cultura até o estado de 2PN, referir-se aos capitulos
anteriores.

Existem varios estabelecimentos comerciais que oferecem meios
seqUenciais com diferentes férmulas e resultados. Gardner recomenda
trabalhar com um sé sistema de meios seqUienciais para cada paciente,
nao misturar meios de diferentes sistemas e trabalhar com 6% CO.,
5% 02 e 89% N..

2. Nodia da aspiracédo folicular, preparar as placas de cultura (60 x 15
mm) com 4 gotas (25 ul) de meio G1, na borda da placa, no sentido
horério as 3, 6, 9 e 12 e outras duas gotas no centro da placa, que
servirdo para lavagem. Cobrir com 9 ml de éleo mineral, acrescentar
outros 25 ul de meio a cada gota. Preparar placas Falcon 3037 com
1 ml de meio G1 no centro e 2 ml de meio G1 fora. Nao preparar
mais de duas placas de uma vez.

3. Deixar as placas em equilibrio durante a noite (minimo 4 horas).

4. Avaliar a fecundacdo e transferir os embrides (2PN) a placa Falcon
3037, lavar trés vezes; em seguida transferir os embrides as gotas do
lavado da placa 60 x 15 mm, e ir agrupando os embrides nas gotas
da borda, em grupos de no maximo 4 embrides.

5. Cultivar os embrides nestas placas até as 72 horas.

6. Namanha (8 a.m.) do terceiro dia, preparar as placas de meio G2 da
mesma maneira como descrevemos para meio G1 (passo # 2).
Permitir que as placas se equilibrem na incubadora por pelo menos
4 horas; em seguida, os embrides podem ser transferidos as placas
de meio G2, com o mesmo procedimento descrito anteriormente.

7. Osembrides serdo cultivados nestas placas até o dia 5

8. No dia 5, os embrides que se desenvolverem a blastocistos serdo
classificados de acordo com a Escala de Gardner (4), sendo
transferidos 1 ou 2 blastocistos (5). A transferéncia pode ser realizada
no meio G2 ou em Embryoglue (6)

9. Os blastocistos excedentes podem ser congelados segundo os
protocolos que estdo descritos neste manual.



2. CONGELAMENTO LENTO DE BLASTOCISTOS

Este protocolo foi descrito por Menezo (1997 e 2001) para
congelar blastocistos obtidos por co-cultivo.

Veeck (7) modificou as solugdes de congelamento e
descongelamento utilizando um buffer Hepes com 20 % de proteinas,
o que produziu uma melhora consideravel nos resultados.
MATERIAIS

Placas de 4 pogos (Nunc, Nalgene).

Soro Sintético Substituto, SSS (Irvine Scientific, 99193).
Meio HTF-Hepes (Irvine, 9962).

Sacarose (Sigma, S1888).

Glicerol (Sigma, G2025).

Palheta de 0,5 ml com tampa (Cryo Bio Systems, France).
Pipetas Pasteur estiradas.

PREPARO DAS SOLUCOES DE CONGELAMENTO:
Solugdo A: Meio de cultura com buffer bicarbonato
Solugdo B: 5% Glicerol em meio de cultura A. (6,25 g de Glicerol/ L)

Solugdo C: 9% Glicerol 0.2M Sacarose em meio de cultura A.
(11,3 g de Glicerol/ L)

PROCEDIMENTO:
1. Preparar uma placa de 4 pocos, com solucdes A, Be C.

2. Atemperatura ambiente, transferir os blastocistos & solucao A
por 1 minuto.

Transferir os blastocistos a solugdo B, por 10 minutos.
Transferir os blastocistos a solugdo C, por 10 minutos.
Carregar os blastocistos na palheta.

Colocar as palhetas no congelador de embrides.

N o v~ W

Iniciar o programa de congelamento a 26°C, levar a-7 °Cauma
taxa de 2° C por minutos. Realizar o seeding manual e esperar
10 minutos. Levar a -38°C a uma taxa de 0.3 °C por minutos.
Submergir a palheta em nitrogénio liquido. Guarda-la no botijao
de armazenamento de embrides.



DESCONGELAMENTO

PREPARO DAS SOLUCOES DE DESCONGELAMENTO PARA
BLASTOCISTOS HUMANOS

Solucdo A: Meio de cultura com buffer bicarbonato 0,5 M Sacarose
Solugdo B: Meio de cultura com buffer bicarbonato 0,2 M Sacarose

Solugdo C: Meio de cultura para blastocisto

PROCEDIMENTO

1. Remover a palheta do nitrogénio liquido

2. Descongelar a palheta 1 minuto a temperatura ambiente.
3. Submergir a palheta na dgua a 30°C por 1 minutos.

4. Expelir os embrides em uma placa de cultura estéril.
5

. Atemperatura ambiente, transferir os blastocistos & solucio A por
10 minutos.

o

Transferir os blastocistos a solucdo B por 10 minutos.

7. Transferir os blastocistos a solugdo C e cultivar a 37°C em encubadora
de CO: por 2 horas; caso veja a re-expansao, lavar em solucdo C
fresca e transferir ao Utero.

NOTA: todos os meios de congelamento e descongelamento preparados
comercialmente e prontos para seu uso podem ser adquiridos em Sage
Biopharma: 1-) Quinn’s Advantage Blastocyst freezing kit, 3 x 12, ART-
8015, 2-) Quinn s Advantage Blastocyst thaw kit, 3x 12, ART-8016. G-
Freezekit Blast 10075, G-Thawkit Blast 10076.

3. VITRIFICACAO DE BLASTOCISTOS COM O
SISTEMA DE HEMI-PALHETA (HEMI-STRAW)

Este procedimento foi descrito por Liebermann e Tucker em 2002
(8), como alternativa aos procedimentos de congelamento convencionais.



PROTOCOLO DE VITRIFICACAO
MATERIAIS

Placas de 4 pocos (Nunc, Nalgene).

Placa para procedimento de vitrificagdo (150326, Nunc, Nalgene)
Soro Sintético Substituto, SSS (Irvine Scientific, 99193).

Meio HTF-Hepes (Irvine, 9962).

Meios de cultura de embrides Dia 3-5, CCM (Vitrolife Gothenburg,
Suécia).

Sacarose (Sigma, S1888).

Etileno Glicol (EG) (Sigma, E9129).

Hemi-straw system (IVM, ‘Aigle, France).

Palheta de 0,5 ml com tampa (Cryo Bio Systems, France).
Pipetas Pasteur estiradas.

PREPARO DAS SOLUCOES DE VITRIFICACAO

Solugdo A: HTF-Hepes 20% SSS (20 ml de HTF-Hepes + 5 ml de
SSS)

Solugdo B: 10% EG (2.5 mlde EG + 22.5 ml de A). Misture e
filtre em um frasco de 50 ml (estéril)

Solugdo C: 40%EG, e0.40 M sacarose (10 mlde EG + 3.4gde
sacarose, levar a um volume de 25 ml com A). Misture e filtre em
um frasco de 50 ml (estéril)

PROCEDIMENTO:

Manter um recipiente cheio de nitrogénio liquido onde possa
submergir as palhetas.

1. Atemperatura ambiente, preparar uma placa de cultura, com
gotasde 0,1 ml de B e C, acrescentar uma gota adicional de Cde
20 ul.

2. Atemperatura ambiente, transferir os blastocistos & solucao B
por 4 minutos.

3. Esvaziar a pipeta em um espaco limpo, enché-la com a solucao
C e pegar os blastocistos de B.

4. Transferir os blastocistos a solucdo C por 20 a 30 segundos; em
seguida, transferi-los a gota de 20 ul de C.

5. Deixar os blastocistos nesta gota por 20 segundos.

6. Carregar os blastocistos no extremo aberto da hemi-palheta no
menor volume possivel.



7. Submergir a hemi-palheta (com os blastocistos) diretamente em
nitrogénio liquido (verticalmente) .

8. Introduzir a hemi-palheta dentro da palheta de 0,5 ml (pré-esfriada
em nitrogénio liquido) e tampa-la com sua tampa plastica colorida,
identificando-a adequadamente.

9. Guardar os blastocistos no botijao de armazenamento de embrides.

10.No caso de haver mais blastocistos para vitrificar, repetir os passos 1
ao.

DESCONGELAMENTO

PREPARO DAS SOLUCOES DE AQUECIMENTO PARA BLASTOCISTOS
HUMANOS

Solugdo A: HTF-Hepes 20% SSS (20 ml de HTF-Hepes + 5 ml de SSS)

Solugdo B: 0.125Msacarose (1.0 g de sacarosa, levar a um volume
de 25 ml com A). Misture e filtre em um frasco de 50 ml (estéril)

PROCEDIMENTO

1. A37°C, preparar uma placa de 4 pocos, um poco com B, e 3 pocos
com meio CCM 20% SSS equilibrado.

2. Remover a palheta do nitrogénio liquido, retirar a hemi-palheta com
blastocistos, e coloca-la diretamente no extremo com os blastocistos
em B, manter por 5 minutos.

3. Transferir os blastocistos ao meio CCM 20% SSS equilibrado, lavar
trés vezes e incubar para cultivo.

1. Ménézo', Sakkas D, Veiga A. 2001. Cryopreservation of blastocysts.
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Capitulo 6: Diagndstico Genético Pré-implantacional

Segundo Dr. Roberto Coco

O PGD é uma alternativa de diagnéstico pré-natal para identificar
anomalias genéticas e cromossdmicas antes da implantacdo ou concepcao
do embrido. E conhecida por sua sigla PGD (do inglés Preimplantational
Genetics Diagnosis).

Indica-se o PGD a casais férteis ou inférteis. Nos casais férteis com
aumento de risco genético e nos inférteis de causa genética ou nao por
ter mais possibilidade de concepcdes cromossomicamente anormais. Neste
ultimo grupo de pacientes, como ainda ndo é possivel uma analise de
todo o complemento cromossémico, realiza-se o screening das
aneuploidias mais freqlentes (13,16, 18, 21, 22, XeY).

O screening de aneuploidias é conhecido por sua sigla PGS de acordo
ao proposto pelo Consenso da ESHRE.

O PGD envolve a extracdo de um ou dois blastdmeros do pré-embrido
com a ajuda de um microscépio e micromanipulador. Como todas as
células sdo totipotenciais nos primeiros dias do desenvolvimento (até o
dia 14), considera-se que a extragdo de um ou dois blastébmeros ndo é
prejudicial para o posterior desenvolvimento normal do embrido.

Em um embrido, todos os seus blastdmeros deveriam ser idénticos a
constituicdo genética determinada no momento da fecundacdo dos
gametas. Portanto, com o estudo de um ou dois blastdmeros, é possivel
conhecer a constituicdo genética do embrido.

Devido ao fato de que aproximadamente 40% dos odcitos fecundados
ficam detidos antes do 3° dia, ndo é aconselhavel realizar a biépsia
embriondria antes desse dia. Realiza-la somente naqueles embrides que
atingiram o desenvolvimento de 8 células para assegurar-se de que o
estudo foi realizado em embrides vidveis, pois 80% dos pré-embrides
gue atingiram o estagio de 8 células até o 3° dia prosseguem seu
desenvolvimento até blastocisto. Deste modo, os pré-embrides
diagnosticados como normais que atingem o estagio de blastocisto sdo
potencialmente implantaveis.

Deve-se completar o estudo genético em um ou dois dias para realizar
a transferéncia embrionaria no 5° ou 6° dia, do contrario, eles deverdo
ser congelados para posterior transferéncia.

Transferem-se somente os embrides vidveis livres da possivel desordem
genética avaliada no PGD.




Portanto, o PGD néo assegura o nascimento normal de um bebé,
mas minimiza a possibilidade da crian¢a nascer com a desordem
genética para o qual realmente tem maior risco de que ocorra, pois
estuda-se somente a anomalia em risco e ndo todo o complemento
cromossémico e/ou génico.

QUEM PODERIA REALIZAR PGD?

Pode-se dizer que o PGD apresenta beneficios para:
Mulheres > 35 anos que desejam uma gravidez evolutiva.
Homens com sémen severamente alterado.
Mulheres portadoras de doencas genéticas ligadas ao cromossomo X.
Homens portadores de doencas genéticas ligadas ao cromossomo Y.
Mulheres ou homens com translocacdes cromossdmicas ou outras
anomalias.
Casais com varias tentativas fracassadas de procedimentos de FIV/
ICSI.
Casais com abortos repetidos por causa cromossomica.
Pessoas portadoras de doencgas recessivas ou dominantes,
autossdmicas ou ligadas ao sexo.

2. AS PRINCIPAIS VANTAGENS DO PGD.

As principais vantagens do PGD séo:

Maior chance de ter filhos livres da desordem genética que possam
pOSsUir.

Evitar que o casal viva a angustia de ter que decidir entre conservar
ou abortar um feto anormal, pois realiza-se o estudo antes da
concepcao, diferentemente do diagndstico genético pré-natal
convencional que se realiza entre o primeiro e segundo trimestre
da gestacao.

Maior taxa de gravidez evolutiva por diminuir significativamente
a taxa de aborto espontaneo ao transferir embrides sem as
anomalias cromossdmicas que podem ocorrer mais
freqUentemente, pois a sobrevida dos embrides anormais é
significativamente menor em relacdo aos embrides normais.
Diminuir a incidéncia de muitas desordens genéticas.

A reducéo significativa dos custos médicos.

Evitar o desgaste emocional de ter um filho com alguma desordem
genética.




3. COMO SE REALIZA O PGD?

Apesar de existir a possibilidade de recuperar os pré-embrides originados
no corpo da mae com lavagens uterinas, aconselha-se obté-los com os
procedimentos de fertilizacdo “in vitro”. Além disso, para minimizar os riscos
de contaminacdo com células parentais e/ou alheias, recomenda-se a ICSI,
onde o profissional injeta somente um espermatozéide em cada um dos
Ovulos desprovidos de células da granulosa. Uma ou duas células, dependendo
dos estudos a serem realizados, serdo extraidas de cada um dos pré-embrides
de 8 células e posteriormente serdo analisados de acordo com a desordem
gue os afeta.

Deve-se completar o diagndéstico dos mesmos no maximo em dois
dias, para poder transferir a fresco aqueles blastocistos livres da desordem
genética; caso contrario, eles deverdo ser congelados para posterior
transferéncia. Igualmente, quando se obtém muitos embrides normais,
como néo é possivel transferir todos, deverdo ser congelados. Deste
modo, o casal com um s6 procedimento poderia completar o
planejamento familiar. Para extrair uma ou duas células do pré-embrido,
primeiramente deve-se realizar a abertura da zona pelucida.

A abertura da zona pellicida pode ser realizada de varias maneiras (ver

esquemas):

1) Mecénica: cortando um segmento da mesma com a ajuda de uma pipeta;

2) Quimica: dissolvendo-a com uma solugéo &cida;

3) Com laser: realizando alguns disparos de laser modulados através
do sistema &tico do microscopio.

Antes da bidpsia, os pré-embrides podem ser colocados em um meio
adequado para afrouxar as unides celulares (PBS sem Ca nem Mg) a
temperatura ambiente. Posteriormente, coloca-se cada um dos pré-
embrides em microgotas de PBS completo suplementado com 5% de
albumina humana sob éleo perfeitamente rotulados. Nao convém colocar
mais de 2 ou 3 pré-embrides por placa para minimizar a exposicdo a
condicdes adversas. Com a ajuda do microscépio e micromanipulador,
coloca-se o pré-embrido que vai ser biopsiado no centro do campo e o
focaliza com objetiva de 400X. Seleciona-se o blastdmero que serd extraido
e o0 posiciona adequadamente com a micropipeta de sustentagdo. Realiza-
se a perfuracdo da zona peluicida e extrai-se o blastémero, aspirando-o
suavemente com uma micropipeta de bidpsia de blastémeros. A célula
aspirada deve conter um so6 nucleo. Utiliza-la de acordo com o estudo
genético indicado. Fixa-la em um lamina se for para estudo cromossémico
e se for génico colocar em um microtubo contendo ou ndo solucdo para
lise celular para em seguida realizar a PCR.




4. COMO SE REALIZA A BIOPSIA?

Contrario a bidpsia dos corpusculos polares, a bidpsia de
blastomero avalia a contribuicdo de ambos progenitores. Além disso,
permite prevenir desordens ligadas aos cromossomos X ou Y. Como
nado se pode garantir que todos os oécitos fecundados sobrevivam
nos primeiros estagios da embriogénese, essa é mais uma razao para
a realizagdo da bidpsia de blastdbmeros, pois sua realiza¢do ao terceiro
dia nos pré-embrides que atingiram o desenvolvimento de 8 células
assegura que estamos trabalhando sobre pré-embrides potencialmente
vidveis.

i) Bidpsia dos Corpusculos Polares (CP):

A bidpsia do 1° CP prévio a fecundacao do évulo avalia o resultado
da primeira divisdo meiética da mulher. Como também podem ocorrer
erros durante a segunda divisdo do évulo, é necessario estudar também
0 2° CP para evitar erros diagnoésticos. A segunda divisdo do évulo
completa-se com a penetracdo do espermatozoide e a fecundacao
do mesmo. Portanto, a bidpsia do 2° CP é realizada quando o évulo
estiver fecundado. Como ambas bidpsias ndo permitem avaliar os
erros gametogénicos masculinos e como existe a possibilidade de
erros desde a primeira clivagem do évulo fecundado, prefere-se a
bidpsia de blastdmeros, pois permite avaliar ambas as contribuigdes
parentais. A biépsia de corpusculos polares é Uitl somente quando as
mulheres tém risco de transmissdo de doengas genéticas ou maior
possibilidade de originar évulos cromossomicamente anormais
inerentes a idade das mesmas.

ii) Bidpsia de Blastdmeros

Como foi mencionado acima, para ndo cometer erros diagndsticos,
deve-se biopsiar sempre ambos corpusculos polares. Nos paises onde
esta proibida a bidpsia do pré-embriao, a bidpsia do 1° CP prévia a
fecundacéo so indicaria erros durante a primeira divisdo meibtica e
equivaleria ao estudo genético do 6vulo de acordo ao descoberto no
primeiro corpusculo polar, que é um exame indireto. Como o0 2° CP
aparece logo ap6s a fecundacao do évulo, a realizagdo de sua bidpsia
teria a mesma conotagdo que a bidpsia pré-embrionaria. Quando
nao houver argumentacoes filosoficas e/ou legais para expor o dvulo
o minimo possivel a condigces adversas, a bidpsia dos dois corpusculos
polares pode ser simultanea sempre que a analise a realizar for por
FISH.



Ao contrério, quando a desordem for génica, deve-se realizar a bidpsia
de forma sequencial, e caso ndo possa ser realizada pelos motivos ja
mencionados, a certeza diagndéstica seria muito menor. Devido aos
motivos expostos, a maioria dos centros realizam bidpsia de blastdmeros
ao terceiro dia de desenvolvimento com transferéncia embrionaria no

mesmo dia, ao quarto ou ao quinto dia.

5. O PGD E SEGURO?

A experiéncia mundial registrada em mais de 3.000 ciclos de PGD
nos demonstra que o procedimento é bastante eficiente, com uma taxa
de gravidez evolutiva média de 19% e uma certeza diagndstica de mais
de 90% ou ainda mais alta em determinados estudos genéticos. A
porcentagem de erro de 10% inclui os resultados falso positivos e negativos
gue podem ocorrer.

Os problemas potenciais que poderiam ocorrer com a técnica de
FISH s&o varios: problemas na hibridizacdo, ma interpretacdo dos sinais
fluorescentes, a impossibilidade de detectar anomalias estruturais, e a
possibilidade de que as células do mesmo embrido tenham diferentes
ndmeros cromossOmIcos, ou seja, que 0 embrido seja um mosaico
cromossdémico. Portanto, existe a possibilidade de que a constituicdo da
célula estudada ndo corresponda as células restantes do embrido. Os
problemas com os estudos por PCR podem ser devido as complicacdes
durante a amplificacdo do DNA, as contaminagdes potenciais com DNA
exogeno e outras dificuldades técnicas.

As dificuldades mencionadas poderiam levar a um diagndstico
equivocado que conduziria a ndo transferéncia de embriées normais ou
a transferéncia de embrides anormais. Devido a mencionada possibilidade
de erro diagnostico e a possibilidade do mosaicismo genético, recomenda-
se a realizacdo do diagnostico pré-natal CVS (vilo coriénico) ou
amniocintese (no liquido amniético) para confirmar os resultados do
PGD ou PGS.

Como o PGD ou o PGS implica em um procedimento de FIV/ICSI
conjuntamente com o estudo genético particular prévio a transferéncia
embriondria, pode-se predizer, prévio a realizacdo da mesma, o nimero
de pré-embrides ndo afetados a serem transferidos. Para avaliar o risco
genético reprodutivo, deve-se considerar o risco genético de acordo com
a desordem e o potencial embriogénico de acordo com a idade materna
e/ou fungdo ovariana.




O trabalho do embriologista implica em todo o referente ao
procedimento de FIV/ICSI, bidpsia embrionaria, fixacdo dos
blastdmeros para FISH ou sua colocacdo em um microtubo para
estudo por PCR.

O trabalho do geneticista implica propriamente na realizagdo do
estudo por FISH ou a realizacdo do estudo por PCR. A excecdo é a
realizacdo do PGS para ganhar eficiéncia reprodutiva que nao
necessariamente tem que ser realizado por um geneticista, e sim por
um embriologista capacitado para isso. Para tanto, o centro deve
dispor dos materiais e equipamentos necessarios para a realizacdo do
FISH. Ao contrério, para a realizagdo dos estudos por FISH em caso
de portadores de desordens cromossdmicas ou mutacdes génicas,
recomenda-se que sejam efetuados por geneticistas que possuam
laboratério dentro ou fora do centro. Quando o embriologista fixa o
blastdbmero na lamina, deve sempre verificar ao microscopio de fase

caso contrario, deverd biopsiar outra célula. Quando o blastémero
for analisado por PCR deve certificar-se de que a célula foi colocada
no microtubo e que nao ficou na pipeta de transferéncia. Por isso,
para PCR é sempre imprescindivel ver que o blastémero a biopsiar
tenha nucleo e que a célula ndo sofreu danos.

6. REQUISITOS PARA REALIZAR O PGD:

Laboratério de micromanipulagdo

Unidade de Genética ou conselheiro genético

Laboratério de diagnéstico genético a nivel cromossdmico e
molecular.

Recomenda-se que a assessoria prévia seja realizada por um
geneticista com conhecimentos em reproducdo humana e que consiga
prestar esclarecimento ao casal. Assim como os demais diagnésticos
pré-natais, nunca deve ser coercitivo. O casal deve ser informado
sobre os seguinte pontos:

Explicacdo sobre o transtorno genético e o risco que implica para

adescendéncia.

Opcoes reprodutivas e as diferentes alternativas de diagnostico

pré-natal.

Limitagdes dos estudos genéticos a serem realizados.

Esclarecer que somente é possivel diagnosticar o risco em questao

e que ndo pode-se assegurar o nascimento de uma crianca normal.



Certeza diagndstica do procedimento.

Decisao sobre os pré-embrides afetados.

Decisdo sobre o diagndstico pré-natal uma vez que a gravidez tenha
se estabelecido.

Potencial possibilidade de nascidos com ma formagdes congénitas
associadas com o procedimento FIV/ICSI/PGD/PGS.

Necessidade de continuar avaliando os nascidos.

Descricao detalhada do procedimento.

Complicacdes médicas durante a estimulacao ovariana, aspiracdo e
transferéncia.

Predicdo sobre a resposta ovariana.

Possibilidade de interrupgcao do ciclo.

Predicdo do nimero de pré-embrides ndo afetados para transferir.
Chance concreta de gravidez.

Risco de gestacdo mdltipla.

Risco de aborto.

O casal, apds haver recebido e entendido cada um dos pontos
mencionados, deve aceitar por escrito a realizacdo do procedimento.

Aassessoria para a realizagdo de PGS, destinado a ganhar maior eficacia
reprodutiva, pode ser realizada pelo especialista em reproducéo.

Os critérios para inclusdo de pacientes dependem do ponto de vista
genético e reprodutivo. Do ponto de vista genético, o diagndstico tem
gue ser tecnicamente possivel e confidvel. Do ponto de vista reprodutivo,
a fertilidade do casal tem que ser normal ou reverter-se com o
procedimento de FIV/ICSI.

Os critérios de exclusdo também dependem dos dois pontos de vista.
Do genético, quando o diagnéstico ndo é confidvel e do reprodutivo
quando a mulher ndo tiver ovérios funcionantes ou tenha contra-indicacdes
para o procedimento de FIV/ICSI ou suportar uma gestacao.

Work-up prévio a um ciclo de PGS:

Cari6tipo do casal.

De acordo com as sondas a serem utilizadas, testa-las primeiro em
cromossomos metafésicos.

Quando se utiliza sonda DYZ1 (Yq12), testa-las sempre no marido.
Quando se utliza sonda D1521, testa-la sempre no casal, pois pode
hibridizar também com o cromossoma 14.




Work-up prévio a um ciclo de PGD para alteracoes
cromossomicas:

Reconfirmar sempre a alteracdo cromossémica.

Recomenda-se testar as sondas nas metéfases do portador.

Usar um minimo de sondas que permitam diferenciar todas as
segregacdes anormais do multivalente meiético.

Se o portador for o marido, pode-se testar as sondas no sémen.

Work-up prévio a um ciclo de PGD para desordem genética:
Reconfirmar sempre a mutagdo no portador.

Padronizar a técnica de PCR em uma célula Unica, que pode ser
um linfécito, um linfoblasto ou uma célula epitelial.

Work-up prévio a um ciclo de PGD para tipagem HLA:
Testar uma série de STRs ligados ao locus HLA nos progenitores e
filho no qual se procura a compatibilidade.

Estabelecer os haplétipos nos trés.

Selecionar os marcadores informativos, ou seja, os STRs
heterozigotos que ndo se sobreponham entre os progenitores.
Para descartar as potenciais recombinagdes meidticas, quanto mais
marcadores forem utilizados, melhor seré a eficiéncia diagnostica.

7. CONSIDERACOES ESPECIAIS

Recomenda-se nos casais:

Uso de anticoncepcional para evitar gravidez antes do PGD.
Abstinéncia de relagdes ou relagdes protegidas durante o ciclo de PGD.
Estimulagdo ovariana mais agressiva.

Recomenda-se durante a biépsia embrionaria:
Identificar corretamente o embrido e o blastémero.
Remover todas as células contaminantes.

Realizar ICSI para PGD por PCR.

Aceita-se FIV para PGD por FISH.

Meios de cultura seqlienciais até o 5° dia.

Cultivar individualmente os embrides.

A bibpsia de corpusculos polares:

Para FISH pode ser simultanea.

Para PCR, recomenda-se que seja seqUencial.

Recomenda-se a perfuracdo da zona pelicida com laser ou
mecanica.

Desaconselha-se que seja com acido Tyrode.




A bidpsia de blastomeros:

Recomenda-se realizar no terceiro dia.

N&o se aconselha biopsiar pré-embrides detidos.

N&o é aconselhavel realizar no 5° dia.

Para se extrair duas células, recomenda-se que o embrido tenha mais
de 6 células.

Aconselha-se que as células biopsiadas sejam mononucleadas.
Recomendam-se a rebidpsia dos pré-embrides.

N&o necessariamente deve-se usar meio sem Ca e Mg durante a biépsia.
Recomenda-se o menor tempo possivel para a realizar a bidpsia.
Aceita-se a utlizagdo de uma sé célula para os estudos por FISH prévio
a verificagdo do ndcleo na lamina.

Recomenda-se mais de uma célula para os estudos por PCR.
Pode-se re- hibridizar os nucleos.

Recomenda-se usar sondas comerciais com certificado de controle
de qualidade.

Aceitam-se sondas home-made, mas com controle de qualidade.
Recomenda-se a checagem das sondas previamente em 10 metafases
ou 100 nucleos interfasicos.

Recomenda-se testar principalmente as sondas subteloméricas ou loci
especificas.

Pode-se usar solucdo hipotonica prévia a fixagdo dos blastdmeros.
Afixacdo dos blastomeros sobre as laminas pode ser realizada com Tween
20/HC 0.01N ou com a mistura Tween 20/HCl-metanol-acido acético.
Recomenda-se o uso de um set de filtros de fluorescéncia apropriados.
Aconselha-se a captura computadorizada ou nao dos sinais
fluorescentes com cdmara fria de alta resolucéo, principalmente para
as sondas subteloméricas ou as loci especificas.

No estudos por PCR, recomenda-se o uso de marcadores ligados ou
ndo ao locus em questao devido ao risco de contaminacdo e ADO
(alelo drop-out).

Sempre validar a mutacdo do DNA gendmico do portador e seu
acondicionamento em uma s6 célula.

Realizar a PCR pelo menos em 10 células Unicas do portador para
calcular a taxa de eficiéncia na amplificacdo e a porcentagem de ADO.
Usar sempre controles positivos e brancos.

A eficiéncia da amplificacdo deve ser superior a 90% e o ADO menor
que 10%.

Quando nao for possivel realizar a mutacdo, aceita-se o uso de
marcadores ou STRs ligados a mutacéo (por estudo de ligagdo).

A contaminagao nunca deve ser superior a 5%.

Se possivel, os reativos devem ser prontos para o uso, com qualidade
para biologia molecular, DNAse free e filtrados.



Recomenda-se sempre o uso de luvas durante o PGD por PCR,
assim como também gorros, méscaras, avental e propé.
Separacao fisica entre os laboratérios onde se realiza a bidpsia
embrionaria, pré-PCR, PCR e pds-PCR.

Se possivel, os laboratoérios devem possuir ar condicionado com
pressao positiva filtrada ou cdmara de fluxo laminar.

Limpar sempre as mesas com descontaminantes.

Sempre lavar os blastémeros duas vezes antes de coloca-los nos
microtubos para PCR.

E preferivel usar PCR fluorescente no lugar do convencional.

E preferivel usar Multiplex (mutacdo + STRs).

Aceita-se a realizacdo de uma Nested-PCR.

8. EQUIPAMENTOS E MATERIAIS:

Microscopio e micromanipuladores com um dos suportes duplos,
um para a pipeta perfuradora e o outro para a bidpsia. Se houver um
equipamento laser para perfuracdo da zona pelticida, ambos suportes
podem ser simples.

Lupa estereoscépica.

Microscopio com equipamento de epifluorescéncia e jogo de filtros
adequados aos fluorocromos das sondas cromossdmicas que serdo
utilizadas.

Camera fotografica fria de alta resolucao.

Hibridizador tipo Hybrite.

Banho termostatizado.

Varias micropipetas.

Vortex.

Microcentrifuga.

Timer ou cronémetro.

Pincas.

Filme de PVC.

Papel toalha.

Caixas para guardar as Iaminas em que se realizou o FISH.

Jarra de Coplin de 50 ml para lavagem das laminas na técnica de FISH.
Jarra de Coplin de porcelana para aquecer a 73°C.

Micropipeta de bidpsia de blastémero entre 35 e 45 um de didmetro.
Micropipetas de sustentacao.

Placas de Petri.

Pipetas Pasteur estéreis ou Stripper com tips de 100-150, 300 e 600
um.

Meio PBS com 5% de HAS para a biépsia embrionaria.

Meio seqUiencial para o desenvolvimento dos pré-embrides biopsiados.
Oleo mineral equilibrado.

Laminas limpas e desengorduradas




Lapis diamante de ponta fina para assinalar onde se fixou o blastémero.
Tween 20/HCI0.01 N 1:1

Metanol/ &cido acético 3:1

Metanol para conservar os preparados celulares.

Tampas de varios tamanhos.

Microtubos para PCR.

Sondas cromossdmicas convalidadas.

Solucdo 0.4x SSC + 3 ul de Tween 20 por ml.

Solucdo 2x SSC + 1 ul de Tween 20 por ml.

Solucéo antifade e DAPI para montar os preparados.

9. REALIZACAO DA TECNICA PGD/PGS:

Realizacdo da técnica de FIV/ICSI de acordo com os capitulos anteriores.
Ao segundo dia pds-aspiracdo, preparar as placas para a bidpsia e
para a cultura dos pré-embrides biopsiados com a quantidade de
gotas sob 6leo necessarias.

Aconselha-se que a placas de biépsia ndo tenha mais de dois pré-
embrides e a mesma deveria conter 3 gotas mais por pré-embrido
para a posterior lavagem da célula aspirada.
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Verificar com muito cuidado que a numeracdo dos pré-embries e
das células biopsiadas coincida.

Nos casos de PGD por PCR, aconselha-se um sé pré-embrido por
placa e sempre lavar a pipeta de bidpsia logo apds cada bidpsia em
uma placa Petri com abundante PBS com albumina.

Imediamente ap6s realizar a bidpsia, colocar o embrido em meio de
cultura adequado e manter na incubadora. Deixar a célula aspirada
na placa até terminar todas as bidpsias.

Finalizadas as bidpsias, as células aspiradas sdo lavadas em gotas
adjacentes e posteriormente fixadas em laminas quando séo para FISH
ou colocadas em microtubos quando sao para PCR.



Para PCR, deve-se tomar precaucdes extremas para evitar
contaminacéo externa. O operador que carrega os pré-embrides e
as células aspiradas deve usar luvas e pipetas individuais.
Recordamos que quando tratar-se de PCR, deve-se usar controles
positivos e brancos.

Para FISH, as células, logo apés lavadas, sdo colocadas uns minutos
na solugdo de citrato de sédio a 1% contendo 5% de HSA,
posteriormente passados rapidamente por Tween 20 HCl e
depositadas sobre as ldminas. Assim que secar o excedente de
Tween 20 HCl, acrescenta-se umas gotas de metanol:acético 3:1.
Quando o fixativo tiver evaporado, com um lapis diamante, faz-
se um circulo no local de cada blastémero. Realiza-se todo o
procedimento com lupa. Pode-se fixar varios blastdmeros ou
somente um por lamina. Como as sondas possuem um custo
elevado, convém que o circulo que rodeia a célula seja o menor
possivel para minimizar a quantidade de sonda.

As células fixadas sobre as ldaminas podem ser conservadas em
metanol até sua hibridizacao.

Antes de hibridizar, convém assinalar a localizacdo dos blastomeros
com as coordenadas do microscopio com contraste de fase.

O tratamento dos preparados ndo necessariamente devem ser
realizados prévio a hibridizagdo.

Alguns autores recomendam tratamento prévio a hibridizacdo em
2xSSC contendo 1% de formaldeido, lavagem posterior em 2xSSCe
desidratacao de alcoois etilicos a 70, 85 e 100°. Outros usam pepsina.
Uma vez evaporados, imediatamente antes de colocar a mistura
das sondas, convém aquecer os preparados a 45°C.

Montam-se os preparados com laminulas pequenas, suficientes
para cobrir os circulos que rodeiam as células e os cobre com
filme de PVC para evitar a evaporacdo durante a hibridizacdo.
Os tempos de denaturacéo e hibridizacdo serdo indicados pelos
fabricantes para essas sondas.

Finalizada a hibridizacao, retira-se o filme de PVCe a laminula e
lava-se primeiro submergindo o preparado em 0.4xSSC contendo
Tween 20 a 73°C durante dois minutos e logo em 2xSSC também
contento Tween 20 a temperatura ambiente.

Posteriormente, montar somente com antifade ou DAPI de acordo
com as indicacdes dos fabricantes.

Observar sob microscépio de fluorescéncia com objetiva de
imersdo e analisar os sinais fluorescentes com os filtros adequados
para cada sonda. Se possivel, utilizar o sistema de captura com
cada filtro. Esta é uma analise numérica dos cromossomos e nao
estrutural.




Este tipo de andlise somente infere o niUmero de marcas para cada
Cromossomo se sdo enumeradoras, mas ndo a estrutura dos mesmos.

Esquemas sobre diferentes tipos de bidpsias

Corpusculo
Polar

e

gl
Q
=

v

Microfotografias de bidpsia de blastémero, FISH com sondas
13, 18, 21, X e Y, e posterior desenvolvimento a blastocisto.
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13 (vermelho) X (azul)
21 (verde) Y (amarelo)
18 (aqua)




Perfuracdo mecanica da zona pelticida

Perfuracao quimica da zona peltcida

Perfuracao com laser




Predicdo de embrides normais a transferir de acordo com o motivo do
PGD:

Desordem Embrides Possibilidade embriogénica | Embrides normais
anormais (%) (%)
AR 1/4 50 37,50
AD 12 50 25
RLX 1/4 50 37,5
HLA 3/4 50 12,50
AR+HLA 1/2 x 3/4 50 9,37
AD+HLA 1/2 x 3/4 50 6,25
RLX+HLA 1/2 x 3/4 50 9,37
TR 3/4 50 12,50
FC 213 50 16,66
IP 1/5 50 40
sexado 1/2 50 25
EMA 1/2 50 25
EMA+FM 1/2x1/3 50 16,66

AR: autossémico recessivo, AD: autossémico dominante, RLX: recessiva
ligada ao X, HLA: antigenos leucocitarios humanos, TR: translocacdo
reciproca, FC: fusédo céntrica, IP: inversao pericéntrica, EMA: idade materna
avancada >37anos, FM: fator masculino severo (OAT
oligoastenoteratozoospermia).

Como pode-se observar na tabela, na primeira coluna mostra-se a
proporcdo de embrides normais de acordo com a desordem ou intencéo
de PGD; na segunda, a porcentagem média de desenvolvimento a
blastocisto; na terceira, a probabilidade de embrides a serem transferidos.
Ressaltamos que uma predicdo inferior a 30% torna muito duvidosa a
transferéncia embriondria, ou seja, o PGD néo chegaria a ser terapéutico,
a menos que a mulher responda muito bem a estimulacao ovariana.
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10.

PROCEDIMENTOS PARA REALIZAR O FISH EM
DUAS ETAPAS.

Segundo Dra. Catherine Staessen

Procedimento para realizar o FISH em duas etapas,
permitindo detectar os cromosomos X, Y, 13, 18, 21 (1°
etapa) e 16, 22 ( 22 etapa)

Equipamentos e materiais

Jarra Coplin de vidro (100 ml)

Laminulas de vidro (4 mm e 24 x 50 mm/ Laborimpex)
Laminas (Superfrost Plus®)

Camara umidificada

Banho-maria (37°C, 42°Ce 73°C)

Placa aquecedora: estavel a 75°C

Micropipetas

Ponteiras para micro-pipeta (estéril)

Tubos de microcentrifuga (0.5 ml)

. Vortex

. Microcentrifuga

. Cronbmetro

. Termdmetro ( 0°C - 100°C)

. Refrigerador (4°C)

. Freezer (-20°0)

. Agua purificada

. Pinca

. Cola de borracha

. Papeltoalha

. Vidraria volumétrica

. Microscopio fluorescente + jogos de filtros adequados
. Pipetas Pasteur

. Sistema de aspiracao controlado pela boca

. Placas de Petri (Falcon)

. Estereomicroscopio

. Microscépio invertido com contraste de fase (Olympus CK2 com

objetivas de: 4, 10, 20x)

. Lapis diamante de ponta fina
. pHmetro

Reativos

. Tween 20 (Merck ref. 822184)

10X PBS
Na;HPOa.2H.0 di-Sédio hidrogenofosfato dihidrato (Merck ref.
6580.0500)



- NaH:PO..H.0 Dihidrogenofosfato de sédio (mono-hidrato) (Merck
ref. 6346.0500)

- Nadl (Merck ref. 1.06404.0500)

3. 20XSSC

- tri-Sédio citrato dihidrato (Merck ref. 6448.1000)

- NadCl (Merck ref. 106404.0500)

4. 1N HCl (Merck ref 09057.1000)

5. Pepsina (Sigma ref. P-7000)

6. Fixador de Carnoy

- Metanol (Merck ref. 106009)

- Acido acético (96 % pureza Merck ref. 62)

7. LSI®/WCP buffer de hibridizacdo (Vysis ref. 32-804826)

8. NP-40 (Vysis ref. 32-804818)

9. Etanol absoluto 99.8 %

10. DAPI (200 ng/ml) (Vectashield NTL ref. H-1000)

11.1N NaOH: para ajuste do pH

iii) Preparacao dos reativos

Solucao de difusao e reativos pré-tratamento
Solucao de difusao

Adicionar 10 ml Tween 20 em 10 ml 0.01N HCl
0.01 N HCI

Diluir HCI TN 1:100 com 4gua purificada

Pepsina 10 %

Preparar solucdo a 10 %.

Solucao de PBS (10X)




Solugdo A
- 16.02 g Na:HPO..2H,0
- 73.84 g NaCl
- dissolver em = 700 ml &gua purificada

Solugédo B
- 2.76 g NaH:PO..H.0
- 16.36 g NaCl
- dissolver em = 200 ml &gua purificada
Ajustar solucdo A para pH 7.0 com solucéo B
Adicionar dgua purificada suficiente para obter 1000 ml
Autoclavar
Armazenar a temperatura ambiente
Descartar apds 6 meses ou antes, caso as solucdes tenham
aspecto turvo ou contaminada.

Solucao de PBS (1X)

Diluir a solucdo de PBS (10X) 1:10 com &gua purificada
Fixador de Carnoy

Preparar com 4cido e metanol na proporcdo de 1/3

Preparar o fixador quando for utiliza-lo e armazenar a 4°C
Descartar ap6s sua utilizacdo.

a) Reativos de desidratacao

Solucoes Etanol 70%, 90%, 100%, 100%

Preparar as dilui¢des (v/v) a partir da solucdo de 100 % etanol com
4gua purificada

Armazenar a temperatura ambiente e descartar apds 7 dias

b) Reativos Pés-hibridizacao

20X SSC

- 175.3gNad

- 88.23 g Citrato de Sédio dihidrato
Dissolver em 900 ml de dgua purificada



Ajustar o pH para 5.3 com HCI 1N

Adicionar volume suficiente de agua purificada para atingir 1000 ml
Filtrar (0.2 mm)

Armazenar a temperatura ambiente, tampada, por até 6 meses

0.4X SSC

Adicionar 20ml 20 X SSC a 850 ml de dgua purificada
Ajustar o pH 7.0 = 0.2 com NaOH

Adicionar agua purificada até atingir o volume 1000 m|
Armazenar a temperatura ambiente tampada, por até 6 meses

2X SSC/ 0.1 % NP-40

Adicionar 100 ml 20X SSC a 850 ml de 4gua purificada
Adicionar 1 mI NP-40 e misturar

Ajustar pH 7.0 = 0.2 com NaOH

Adicionar dgua purificada até atingir 1000 ml

Armazenar a temperatura ambiente tampada, por até 6 meses

Conterstaining
DAPI (conc. 200 ng/ml)

iv) Procedimento para as duas etapas do FISH.
a) Difusao e pré-tratamento

- Lavar os blastdbmeros biopsiados em meio Earle suplementado com
0.5% de albumina humana, usando microscépio estéreo.

- Faca um pequeno circulo atrds da lamina.

- Transfira o blastdbmero para gota de 1-2 ml de solucao de difusdo
sobre a regido marcada da lamina. (Coonen et al., 1994)

- Espalhe o material nuclear utilizando um microscépio invertido
(Olympus CK2; obj. 4x, 10x, 20x)

Ambos blastdmeros do mesmo embrido séo fixados na mesma lamina
bem préximos.
- Deixar as ldaminas secarem a temperatura ambiente (30 minutos).
- Enxaglar em 1XPBS por 5 minutos.
- Desidratar a lamina da seguinte forma:
70 % etanol por 20 segundos
90 % etanol por 20 segundos
100 % etanol por 20 segundos
100 % etanol por 40 segundos




- Deixar as laminas secarem a temperatura ambiente.

- Submergir as laminas em solucao de pré-tratamento a 37°C(0.01
HCl contendo 50 ml pepsina 10%) por 5 minutos

- EnxagUar 2 vezes em agua purificada

- EnxagUar 2 vezes em 1X PBS

- Submergir as laminas no fixador Carnoy a 4°C por 10 minutos

- EnxagUar 2 vezes em 1X PBS

- EnxagUar 2 vezes em agua purificada

Desidratacao

- Desidratar alamina da seguinte forma:
70 % etanol por 20 segundos
90 % etanol por 20 segundos
100 % etanol por 20 segundos
100 % etanol por 40 segundos
- Deixar as laminas secarem a temperatura ambiente.

v) Primera etapa do FISH:

- Aplicar 0.2 ml da solucdo de sonda (DXZ1, Spectrum Blue; DYZ3,
Spectrum@Gold; LSI13, SpectrumRED;D 1871, SpectrumAqua; LSI2 1
SpectrumGreen; Multivision PGT Probe Panel; Viysis Inc., Downers
Grove, IL), no local onde o material foi fixado.

- Colocar a laminula de 4 mm sobre a solucdo de sonda (excluir
qualquer bolha de ar).

- Co-denaturar a 75°C em placa aquecedora por 3 minutos.

- Selaralaminula com a cola de borracha.

a) Hibridizacao

- Preparo da cdmara umidificadora.
Utilizar uma caixa de plastico com tampa.
Colocar 1 ml de H:0 purificada sobre um papel toalha e colocar
sobre a base da caixa.
Colocar o suporte de ldminas na caixa.
Colocar os as laminas no suporte viradas para baixo e tampar.

- Colocar as ldaminas na cdmara umidificada pré-aquecida em banho-
maria a 37°C.

- E necessario pelo menos 1 hora de hibridizacao.




b) Lavagem Pés-Hibridizacao

- Colocar uma jarra Coplin contendo 0.4X SSC/0.3% NP40 no banho-
maria e equilibrara 73=1°C.

- Remover alaminula da drea marcada e colocar a lamina imediatamente
dentro da solucdo de 0.4X SSG/0.3% NP40 por 5 minutos (ndo colocar
mais de que 4 Idaminas na solucéo).

- Lavaraslaminas em 2X SSC/0.1% NP-40 por 5 a 60 segundos

- Remover as laminas da Ultima solucéo.

- Aplicar 15 ml de solucdo antifade (Vectashield, Burlingame, CA) em
cada drea marcada e cobrir com uma laminula (excluir excesso da
solucdo antifade e bolhas) .

- Verificar os resultados utilizando um filtro adequado colocado sobre
um microscoépio ético fluorescente com lampada de mercurio de
100 Watts. As imagens do FISH sdo capturadas com um sistema
computadorizado.

vi) Segunda etapa da FISH (16 CEP laranja; 22 LSI verde)

- Preparo de 10 ul de solucdo das sondas
6.25 ul LSI buffer
1.25 pl CEP 16 spectrum laranja
2.50 Wl LSI 22 spectrum Verde
— colocar todos 0s componentes em 1 microtubo,
centrifugar/ misturar/ recentrifugar

- Aposaanalise das sondas da 12 etapa, as laminulas sdo cuidadosamente
removidas e as laminas enxagtadas em 1X PBS a temperatura ambiente

- Denaturacdo em 0.0625XSSC por 7 minutos a 75°C
- Desidratar as laminas da seguinte forma

70 % etanol por 20 segundos a -18°C

90 % etanol por 20 segundos a -18°C

100 % etanol por 20 segundos a -18°C

100 % etanol por 40 segundos a-18°C

- Deixar as laminas secarem em temperatura ambiente

- Denaturacdo da solugdo da sonda em tubo de microcentrifuga
Eppendorf por 5 minutos a 75°C

- Aplicar 0.2 ml da solu¢do da sonda (16 CEP laranja; 22 LSI verde
Vysis Inc., Downers Grove, IL) na drea marcada

- Selar alaminula com cola de borracha



- Colocar as laminas na cdmara umidificada pré-aquecida em banho-
maria a 37°C.
- Enecessério pelo menos 2 horas de hibridizacdo.

Lavagens Pos-Hibridizacao

- Colocar uma jarra Coplin contendo 0.4X SSC dentro do banho-
maria e equilibrara 73=1°C

- Remover a laminula da &rea marcada das laminas e colocar a
ldamina imediatamente dentro de solugdo de 0.4X SSC por 2
minutos (ndo coloque mais que 4 laminas na solucao).

- lavaraslaminas em 2X SSC/ 0.1% NP-40 por 5 a 60 segundos

- Remover as laminas da Ultima solucdo

- Aplicar 15 ul DAPI em solucdo antifade em cada area marcada e
cobrir com uma laminula (excluir o excesso da solucao antifade e
bolhas).

- Verificar os resultados utilizando um filtro adequado colocado
sobre um microscépio éptico fluorescente com lampada de
mercurio de 100 Watts. As imagens do FISH sdo capturadas com
um sistema computadorizado.
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