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Apoio dos servicos de urologia/andrologia,
endocrinologia/nutricao e psicologia
Protocolo com o centro de genética clinica - CGCgenetics




O Laboratorio

Laboratorio Externo

* Espermogramas de rotina

Laboratorio de Embriologia
* Fertilizagao in vitro (FIV)
* Injecao intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)

Laboratorio de Andrologia
» Espermograma (ciclos)
* Capacitacao do semen (IIU,FIV, ICSI) Zona estéril

Laboratorio de Criopreservagao
* Criopreservacao de sémen
* Criopreservacao de odcitos
* Criopreservacao de embrides
* Criopreservacao de tecido ovarico




Laboratorio Externo




Laboratorio Embriologia



Laboratorio Andrologia




Mini Bloco Recobro




Algumas regras do laboratorio

Espaco fisico construido sequndo as recomendagoes da CNPMA

Qualidade do ar controlada e monitorizada

Normas de limpeza e higiene rigorosas quer do espaco fisico quer do pessoal

* Monitorizagao diaria dos equipamentos

Escolha cuidada dos consumiveis e reagentes adequados a atividade a desenvolver
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Preparacao dos Gametas

e Femininos  Masculinos
« Puncio ovarica * Recolha do sémen

 Recolha de odcitos * Analise e Classificagao

* Classificagdo * Capacitagao
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- Zona
~  Pellucida — Nicleo

33 -
P+ Lorona

Primeiro

. Corpo Polar

Flagelo



Espermograma

* Colheita feita por masturbacao, preferencialmente com 3 dias de abstinéncia.
* Deve-se realizar pelo menos duas analises no espago de 7 a 20 dias para ser conclusivo.

Parametros avaliados

Analise Macroscopica Analise Microscopica

Tempo de liquefacdo/Viscosidade: <30 min * Concentracao: > 15 milhdes

Volume: 1,5 mla 5 ml Motilidade: > 32%

Cor: Branco opalescente Morfologia: > 4% normais

Vitalidade: > 58%

pH:7a8




Concentragao
Espemnatozoidesiml

Motilidade

Moveis direccionais

Moveis ndo direccionais
Imoveis

Capacitagdo do semen
Téenica

Volume Utiizado

Espemnatozoidesiml

Maveis direccionais

Maveis néo dreccionais

Imdveis

Morfologia

Anomalias da Cabega
Anomaligs da Peca ntemediana
Anomalias do Flagelo
Morfalogicamente Normais

Teste de Vitalidade

Espemnatozeides Vivos




Concentrago
Espermatozoides/ml

Motilidade

Moves direccionais

Moveis néo direccionais

Imoveis

Capacitacao do semen
Técnica

Volume Utizado
Espermatozoidesiml

Maveis direccionais

Moveis néo direccionais

Imovels

Morfologia

Anomlias da Cabega
Anornalas da Pega Intermediéria
Anomalias do Flagelo
Morfologicamente Normais

Teste de Vitalidade

Espermatozoides Vivos




Capacitagao espermatica

Objetivo: Obter a maior concentracao possivel de espermatozoides
viaveis bem como remover todo o tipo de impurezas no liquido
seminal.

Tecnicas para capacitacao do semen:

* Swim up / Swim down - amostras com concentragao e motilidade inicial dentro dos
parametros normais

* Separagao por gradiente descontinuo de concentragao — baixa concentragao e motilidade
inicial

* Sperm wash — concentracgao inicial inferior a 2 milhao e baixa motilidade




Sémen Liquefeito  Centrifusacio
+ S—————
Quantidade [gual de Meio

Descartar
sobrenadante

Lavar o Pellet
com 5mL de Meio

Aspirar a Parte do Meio e
a superior Para Outro Tubo
e
Centrifugar Colocar Inclinado a

Descartar Sobrenadante
e Ressuspender o Pellet
em Meio

302-372C Durante 4

Amostras com concentracao e
motilidade inicial dentro dos
parametros normais

Método mais simples

Menos laborioso

Mais economico



Gradiente descontinuo de concentracao

e Amostras com baixa
Lavagem

concentracao e motilidade inicial
Shiniei B Fiasma Seminal  Utilizado para HIV, Hepatite Be C

* Oligozoospermia e
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Conce Espermatozoides ; astenozoospermia grave
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Sperm Wash

Colocar meio de cultura
1:1 COM 0 semen

Centrifugar a alta
velocidade para separar os
espermatozoides do fluido
seminal

Fluide
~" Seminal

Espermatozdides

Apos centrifugacao descartar
sobrenadante e ressuspender
pellet onde estao os
melhores espermatozoides

Concentragao inicial
inferior a 2 milhdao e

baixa motilidade




Analise morfologica

* Objetivo: Verificar morfologia dos espermatozoides para ver se cumpre os

parametros da Organiza¢ao Mundial de Saude.

A. Head defects
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D. Excess residual
cytoplasm

Alguns exemplos de defeitos dos espermatozoides.
Adaptado de Kruger et al., 1993



Defeito da cabeca e da peca Defeito da peca (dobrada) Defeito da cabeca (acrossoma
(citoplasma aumentado) >70%) e da cauda (dobrada)

Defeito da pega (dobrada) Defeito da peca (fina) e da Defeito da cabeca (vacuolada)
cauda (dobrada) e da cauda (enrolada)




Defeito da cauda (dupla) Defeito da cabeca e da cauda
(enrolada)

Defeito da cabeca, da peca Defeito da pega Defeito da pega (dobrada)
(dobrada) e da cauda (enrolada)




Cauda enrolada Excesso de citoplasma

Normal

Cabeca com

Cabecaredondae
vacuolos

peca espessa

Excesso de
citoplasma

Peca dobrada

Amorfo

Dupla cauda Cauda enroladae

espessa

Acrossoma >40%




Vitalidade

 Objetivo: verificar se os espermatozoides estao vivos ou mortos.

Exemplo de Vitalidade.
Morto

Morto

Vivo

Vivo

Vivo

Vivo
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Tratamentos realizados na UMR

* Tratamentos de baixa complexidade
* Inseminacao Intrauterina (l1U)

* Tratamentos de alta complexidade
* Fertilizacao In vitro (FIV)
* Injecao Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI)




Inseminacgao Intrauterina (11U)

* Procedimentos do laboratorio:
 Capacitacao do semen
* Introducao do sémen capacitado no
cateter de inseminagao

* Metodo simples e de baixo custo que devera
preceder aos métodos de alta complexidade
sempre que possivel!

Inseminacao trans

ar hostilidade do muco




Fertilizagao in vitro (FIV)

 FIV —fertilizagao extra corporal (in vitro) utilizando uma determinada quantidade
de espermatozoides para cada oaocito

1° Passo: Puncionar ovarios para i
recolha dos odcitos .

Cyneoology Trn oo

2° Fertilizacado e cultura em
laboratorio

3° Passo: selecdo e transferéncia
dos embrides




Fertilizacdao in vitro com
sémen capacitado




Injecao intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)

* ICSI —técnica que permite a injecao de um Unico espermatozoide no citoplasma
do oocito atraves de um sistema de micromanipulagao de micro-agulhas

1° Passo: Puncionar ovarios para recolha dos odcitos

The sperm is immobilsed and
loaded into the injection pipette

20 Passo: Desnudacao dos odcitos e capacitacao do

sémen
3% Passo: Seleciona-se e imobiliza-se um Unico

i The pipette is inserted into the
espermatozoide centrerof the egg

4° Passo: injecao do espermatozoide no odcito
— ]

The sperm is expelled and the
injection pipette withdrawn




Injecao intracitoplasmatica de
espermatozoides




Desenvolvimento embrionario

4° dia (96 horas) 5° dia (220 horas)
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Transferencia embrionaria

Geyrer ¢ ol o gy




Obrigada!

-ICENTRO HOSPITALAR COVA DA BEIRA

Covilhi/ Fundio

Hespital do Fundde .




