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 Minha última “Palavra do Presidente” na
revista que foi criada durante o mandato da
minha diretoria. Foram 11 anos de Pronúcleo:
entrei em 2010 como diretor, quando o José
Roberto Alegretti era o Presidente e assim
permanecemos por 4 anos, seguidos de mais
4 anos como vice-presidente do Ricardo
Azambuja e esse último biênio, em que eu fui
presidente. Saio muito feliz e contente de ver
como estava a sociedade quando eu entrei e
como ela está hoje quando eu estou saindo.
Tenho certeza que a nova diretoria vai
conseguir manter e melhorar esse trabalho.
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 Gostaria de agradecer a todos os membros das
diretorias nas quais eu trabalhei, aos ex-
presidentes e a todos os sócios - o número de
sócios pagantes cresceu consideravelmente
nos últimos tempos. Também gostaria de
desejar muita sorte aos meus amigos René e
Bernardo, e a toda nova diretoria: tenho certeza
que continuarão fazendo um trabalho brilhante
frente a sociedade, muitas coisas novas virão.
Contem sempre comigo!

Luiz Mauro Gomes - Presidente da Pronúcleo no Biênio 2019 - 2021.

 Convido a todos a lerem esta edição, que conta
com nomes como Josimar Grassi, Joana Simas,
Mariana Ribeiro, Monique Bonavita, Caio
Werneck e Dr. Juliano Scheffer falando sobre o
novo Manual da OMS para processamento
seminal, globozoospermia, cultivo estendido,
euploidia embrionária e diferentes tipos de
estímulo ovariano. Além disso, reforço o convite
para se associarem à Pronúcleo e ficarem por
dentro das novidades que estão por vir. Juntos
somos mais fortes!!

antes era Sociedade Brasileira de
Embriologistas - para Associação Brasileira de
Embriologistas em Medicina Reprodutiva;
tivemos que construir um espaço físico
permanente, acertar contabilidade, investir em
marketing, evoluir com nossa marca. Mudamos
nossa logo, criamos nossa revista, marcamos
presença em eventos, criamos o Código de
Ética, tivemos nosso primeiro Congresso, nosso
segundo Consenso… fizemos muito nesses
últimos anos. E eu tive a honra e o prazer de
trabalhar com muitos embriologistas, de todo o
Brasil - pessoas que eu admiro, que me
ajudaram muito. Tive o prazer de aprender
muito com embriologistas que, para mim,
sempre foram uma inspiração - pessoas de
extrema humildade e vasto conhecimento. 

 Hoje a Pronúcleo é uma sociedade forte, com
caixa, reconhecida internacionalmente, bem
estruturada, com aval das sociedades médicas,
e cada vez mais vem ganhando seu espaço.
Foram 11 anos de muito trabalho. Para quem
não sabe, a sociedade teve que ser re-fundada:
tivemos que mudar inclusive o nome - que 
 Embriologistas



Acesse https://pronucleo.com.br

https://pronucleo.com.br/


P
R

O
N

Ú
C

L
E

O
 | P

Á
G

 8

NNova edição do Manual de Análise e Processamentoova edição do Manual de Análise e Processamento
de Sêmen Humano da OMS – novidades e impactos!de Sêmen Humano da OMS – novidades e impactos!
                                                                                                                                                                                                                  por Josimar Grassi Pereirapor Josimar Grassi Pereira



Ponto em Pauta

de Medicina Reprodutiva, uma vez que a
presença ou não de espermatozoides do
tipo A está correlacionada com as chances
de concepção in vivo, bem como com os
resultados em técnicas de reprodução
assistida, servindo como parâmetro para a
indicação de inseminação intrauterina
(IIU), fertilização in vitro (FIV) convencional
ou injeção intracitoplasmática de
espermatozoides (ICSI). 
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 Com o objetivo de padronizar os
parâmetros e as técnicas de avaliação
seminal, o Manual de Análise e
Processamento de Sêmen Humano da
OMS, teve sua primeira edição publicada
em 1980 e desde então se constituiu em
uma ferramenta importante para
avaliação da saúde reprodutiva masculina.
Agora, já em sua sexta edição, o manual
passou por uma nova atualização. 

  Na análise básica do sêmen a novidade é
o retorno à classificação da motilidade em
A, B, C e D, padrão que havia sido
abandonado na quinta edição do manual
publicado em 2010. Na época, tal decisão
se apoiou principalmente na dificuldade
prática, encontrada pelos profissionais
que avaliam o sêmen, em diferenciar os
espermatozoides com motilidade
progressiva em espermatozoides
direcionais rápidos (A) e direcionais lentos
(B). Esse argumento foi refutado e
contestado pela maioria das sociedades 
 pre

  Nas seções que tratam sobre a análise
estendida e avançada, novos exames
foram incorporados, como testes que
avaliam a fragmentação do DNA dos
espermatozoides, testes genéticos para 
 da

Novo Manual OMS

Josimar Grassi Pereira

  Para determinação da concentração e
motilidade dos espermatozoides é
indicado o uso da câmara de Neubauer, e
para análise da morfologia, o método de
coloração da lâmina indicado é o de
Papanicolau. O uso de outras câmaras e
corantes é permitido desde que estes
sejam validados pelo laboratório. 

  Diante dos avanços científicos na área
algumas técnicas caíram em desuso
enquanto outras foram incorporadas ou
aperfeiçoadas permitindo aos
profissionais da medicina reprodutiva a
escolha da terapêutica adequada para os
casos de subfertilidade, bem como para
acompanhar as respostas aos tratamentos
propostos além auxiliar na escolha da
melhor abordagem em reprodução
assistida para os casais com infertilidade.
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detecção de anomalias cromossômicas e
mutações, além de protocolos para
determinação do estresse oxidativo e
integridade da cromatina, bem como para
avaliação da ativação acrossômica. 

 A adição desses testes ocorreu em
consonância com o número crescente de
evidências que apontam o envolvimento
de diversos fatores avaliados por estas
análises, como por exemplo: parada do
desenvolvimento embrionário, falha de
implantação, perda gestacional
recorrente e infertilidade sem causa
aparente. 

 Dessa forma, constituem ferramentas
importantes para fechar o diagnóstico de
muitos pacientes, além de aumentarem o
leque de alternativas terapêuticas à
disposição dos médicos, e serão cada vez
mais presentes no cotidiano das clínicas
de reprodução assistida.

  Como ponto positivo nesta nova edição
do manual, houve uma grande
preocupação dos editores em abordar
todas as técnicas - desde a análise básica
até a avançada - de maneira clara e
objetiva. No manual é possível encontrar,
de maneira detalhada, o passo a passo de
cada técnica, tanto com o uso de kits
comerciais, bem como com o preparo dos
reagentes nos laboratórios. O objetivo por   
a
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  Sem dúvidas, uma das maiores inovações
do novo manual da OMS foi o abandono
dos limites de referência tradicionais na
análise seminal para a adoção de limites
ou faixas de decisão. Comumente,
utilizava-se o quinto percentil mais baixo
como fronteira entre homens férteis e
inférteis.  

  A nova edição é categórica ao afirmar
que estes limites devem ser abandonados,
principalmente pelo fato de que todos os
homens avaliados no estudo, juntamente
com suas parceiras, alcançaram uma
concepção natural dentro do intervalo de
um ano, o que em teoria categorizaria
estes homens como férteis e com
produção espermática normal. 

 Assim o desafio imposto pela nova
determinação do manual é de se
estabelecer limites diferentes para cada
paciente, considerando a presença de  
 eminais

Novo Manual OMS
Josimar Grassi Pereira

trás disso foi o de democratizar e facilitar o
acesso e aplicação destas técnicas por
diferentes profissionais nos mais variados
laboratórios do mundo, contribuindo para
uma maior padronização dos processos
executados durante a análise seminal,
auxiliando na detecção e correção de erros
- etapas que são fundamentais para o
estabelecimento de um adequado
controle de qualidade.
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Novo Manual OMS

doenças preexistentes - como, por
exemplo, varicocele - ou alterações
seminais (oligoastenoteratozoospemia),
além do peso de fatores femininos para a
determinação da fertilidade desses
pacientes. Médicos, andrologistas e
embriologistas terão que aprender a
detectar essas nuances com uma
abordagem multidisciplinar e com a
individualização de cada caso. Como
ponto negativo, o manual não determina
quais são os limites de decisão - desse
modo, a incorporação de estudos que
avaliem estes limites é o grande desafio
imposto para os pesquisadores e o que se
espera que seja adicionado em uma
próxima edição do manual. 

  De modo geral, a sexta edição do manual
primou pela objetividade, tanto na clareza
dos protocolos propostos, quanto na
inclusão de novas técnicas associadas
com a avaliação da fertilidade masculina.
Houve um esforço direcionado para a
padronização e replicação das técnicas
por qualquer laboratório, com o objetivo
de facilitar estudos comparativos.
Quarenta anos após a sua primeira edição,
o manual evoluiu e amadureceu, e sem
dúvida vai continuar como um
documento relevante e de consulta
obrigatória para todos os profissionais
envolvidos com a saúde reprodutiva
masculina.

Josimar Grassi Pereira

"Médicos,

andrologistas e

embriologistas terão

que aprender a

detectar essas

nuances com uma

abordagem

multidisciplinar e

com a

individualização de

cada caso."





   O quadro de infertilidade é definido
pela incapacidade de um casal em idade
reprodutiva e sem a utilização de
métodos contraceptivos alcançar a
gestação naturalmente após 12 meses de
relações sexuais constantes (1). Nesse
contexto, o fator masculino pode
contribuir juntamente com o feminino
em cerca de 50% dos casos e responder
isoladamente pela infertilidade atribuída
ao casal em cerca 20 a 30% (2).
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 Por

JOANA NOGUÈRES SIMAS

Andrologia...
Falando em

 GLOBOZOOSPERMIA E A SELEÇÃO ESPERMÁTICA

  A formação do espermatozoide envolve
diversos mecanismos de extrema
complexidade, os quais, para fins
didáticos, podem ser divididos nas
seguintes etapas: 

1- Etapa do complexo de Golgi: os
grânulos pró-acrossômicos se acumulam,
fusionando-se para originar um único
grânulo acrossômico, resultando na
formação da vesícula acrossômica. De
maneira simultânea, o axonema também
será originado, através da migração dos
centríolos para posição oposta à da
vesícula. 

2- Etapa do acrossoma: ocorrerá a
formação do capuz acrossômico,
resultando na formação do acrossoma
propriamente dito, no qual o conteúdo
nuclear do futuro espermatozoide se
encontrará mais condensado e alongado.
A formação da peça intermediária
também ocorre nesta etapa, com o
jksbdh

  A espermatogênese se caracteriza por
um processo sincrônico e bem definido,
regulado por dois importantes sistemas:
(I) hormonal e endócrino e (II) parácrino/
autócrino (3). 

  Durante as sucessivas divisões celulares
no compartimento dos túbulos
seminíferos, ocorre a formação das
espermátides - estas, por sua vez, sofrem
modificações que irão resultar na
formação de espermatozoides.  
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deslocamento e acúmulo das
mitocôndrias na porção proximal do
flagelo que por sua vez se origina com a 
 finalização da migração dos centríolos. 
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3- Etapa de maturação: destaca-se pela
eliminação da maior parte do conteúdo
citoplasmático da espermátide, na qual os
corpos residuais formados durante o
processo serão fagocitados pelas células
de Sertoli (3,4).

presente artigo abordaremos as
alterações morfológicas presentes nas
cabeças dos espermatozoides. As formas
alteradas mais comumente encontradas
são: bicéfalos, macrocéfalos, microcéfalos,
acéfalos, globócitos, piriformes, tappering
(afilados) e amorfos. Deste modo,
podemos destacar que o aumento de
algumas das formas supracitadas pode
sugerir diversos processos deletérios
ocorridos no compartimento testicular
durante a espermatogênese, desde
agentes citotóxicos até fatores genéticos,
comumente referidos na alteração
morfológica de maior importância clínica -
globozoospermia -, visto que estas células
não possuem a capacidade de fecundar
um oócito naturalmente.

   O espermograma tem sido o padrão-
ouro para avaliar a fertilidade nos casos de
infertilidade masculina conhecida, no qual
diversos parâmetros são avaliados de
maneira macro e microscópica. Durante a
avaliação microscópica podemos destacar
a motilidade dos espermatozoides, que
muitas vezes é considerada o aspecto
mais relevante analisado durante este
procedimento. Porém, já está destacado
que a avaliação da morfologia
espermática também funciona como um
importante indicador da saúde
reprodutiva masculina.

 Ademais, já foi reportado que os
pacientes que apresentam menos de 4%
de formas morfologicamente normais no
ejaculado apresentam valores reduzidos
nas taxas de fecundação utilizando as
técnicas de reprodução assistida (5). 

 Os globócitos foram descritos pela
primeira vez em 1971 por Sen e
colaboradores (6). Estes espermatozoides
são caracterizados por apresentar a
cabeça redonda sem a presença do
acrossoma; o aumento no número destas
formas alteradas de espermatozoides
pode indicar um quadro de
globozoospermia, que, em 1992, foi
classificado em 2 tipos distintos (7):

Tipo 1: os espermatozoides apresentam
ausência completa do acrossoma e das
enzimas acrossômicas, sendo
caracterizados ainda pelo arranjo esférico
de sua cromatina. Neste tipo de
globozoospermia, os espermatozoides são
incapazes de penetrar a zona pelúcida. 

 A morfologia espermática está
diretamente relacionada com a
funcionalidade destes gametas, e no
ncfxfdd
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Tipo 2: os espermatozoides apresentam
pequenos resquícios do acrossoma,
acompanhados de resíduos de material
citoplasmático, sugerindo possíveis falhas
no processo de fagocitose pelas células
de Sertoli durante processo de
espermatogênese (8,9). Sugere-se que a
falha na fertilização nesse tipo de
globozoospermia possa estar relacionada
a prejuízo na motilidade desses
espermatozoides, uma vez que os erros
ocorridos durante a espermatogênese
também acarretam em alterações da
peça intermediária, culminando com a
redução na velocidade de progressão
espermática (8,9).
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  As proteínas SPATA16 e PICK1 estão
localizadas no complexo de Golgi, onde
participam da transferência de vesículas
desse complexo para a região do
acrossoma; portanto, sua mutação seria
responsável por falhas nesta migração
(12). Já a proteína transmembrana
DPY19L2, deleção mais comumente
encontrada nos quadros de
globozoospermia, estaria  à falha na
formação do acrossoma junto ao núcleo
do espermatozoide (13).

 Dada a incapacidade destes
espermatozoides em se ligar à zona
pelúcida dos oócitos, quer seja
naturalmente ou através da fertilização in
vitro clássica, as opções oferecidas a seus
portadores incluíam a adoção, ou
utilização de bancos de sêmen.  A injeção
intracitoplasmática de espermatozoide
(ICSI) possibilitou uma alternativa de
tratamento a ser ofertada a esses casais,
sendo o primeiro caso de sucesso
reportado em 1995 por Liu et al. (14),
seguido de outros grupos.

"A avaliação da

morfologia

espermática

também funciona

como um

importante

indicador de saúde

reprodutiva

masculina"

 Embora a etiologia da globozoospermia
permaneça obscura, algumas associações
já foram reportadas, incluindo uma
possível relação de fatores ambientais,
tais como o tabagismo (11) e, ainda mais
fortemente, as associações genéticas.
Entre a mutação de pelo menos 13 genes
responsáveis, podemos destacar 3
proteínas como possíveis agentes
etiopatogênicos deste quadro: SPATA16,
PICK1 e DPY19L2 (12).

Estas graves alterações morfológicas
parecem estar ligadas a falhas em um ou
mais mecanismos de remodelação
nuclear dos espermatozoides, incluindo
defeitos na formação do acrossoma e na
integração das vesículas acrossômica,
bem como no posterior alongamento
desta gameta (10). 
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   Recentemente têm sido oferecidos a
esses casais a utilização de novas
ferramentas, visando promover uma
melhora nas taxas de fertilização. Tais
ferramentas incluem a ativação oocitária
artificial através da utilização de ionóforo
de cálcio, desencadeando, assim, as
oscilações de cálcio e a retomada da
meiose (15).

  O advento dessa nova ferramenta é
extremamente interessante, visto a
capacidade do espermatozoide com
melhor competência genômica e melhor
motilidade migrar através do filtro,
separando-se das células com menor
qualidade.

   Porém já foi reportado na literatura que
esses espermatozoides possuem níveis
elevados de fragmentação de DNA (16), e
a grande maioria das técnicas de
avaliação de fragmentação de DNA
inviabiliza as células utilizadas.

  Mesmo com o advento da ICSI, os
resultados permanecem insatisfatórios,
visto as elevadas taxas de falhas de
fertilização nos ciclos destes pacientes.
Desse modo, faz-se necessário o uso de
novas tecnologias no campo da medicina
reprodutiva que possibilitem a esses
pacientes vivenciarem a paternidade.

  Dessa forma, são necessárias novas
abordagens terapêuticas, as quais
podemos incluir a utilização de sistemas
de seleção espermática, como os
sistemas de alta magnitude, como o
MSOME, com uma amplificação de mais
de 10.000x (17) e a seleção por sistemas
de microfluídica, dentre os quais
podemos citar a placa Zymot®. 

 Assim, os portadores de
globozoospermia tipo 2 poderiam se
beneficiar dessas novas ferramentas, em
que a seleção do melhor espermatozoide
poderia levar a uma gestação a termo.
Devemos salientar que a realização de
trabalhos reportando tais técnicas de
seleção espermática para os casos mais
específicos, como a globozoospermia, é
necessária. Desse modo, abre-se um novo
campo para que futuros estudos avaliem
de maneira mais profunda e consistente
a utilização de tais ferramentas, quer seja
de maneira isolada ou combinadas. 

Espermatozoides globócitos. Foto: Fernanda Peruzzato.
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 A utilização dos meios de cultivo em
laboratórios de fertilização in vitro (FIV) é
uma área de extremo interesse, com
diversos estudos tentando aperfeiçoar a
composição dos meios para aprimorar o
desenvolvimento embrionário no
laboratório e os resultados em
reprodução assistida (1–3). A qualidade
embrionária é considerada um
importante preditor para uma
implantação bem-sucedida e, como
consequência, gravidez (4).

Embriologia...
Falando em

CULTIVO EMBRIONÁRIO ESTENDIDO 

 Por

MARIANA RIBEIRO

somáticas. E, como eles não eram
específicos, também não eram tão
eficazes. Dessa forma, após muito estudo
em modelo animal (camundongo), os
meios de cultivo embrionário humano
foram desenvolvidos (3).

 Atualmente, os meios de cultivo se
dividem em meios sequenciais e meios
de etapa única (single step). Os meios
sequenciais são frequentemente
denominados como a abordagem "Back
to nature" (“de volta a natureza”), na qual
os meios e suas composições são
alterados para imitar as alterações que
acon

 Estudos prévios destacaram que a
cultura estendida de embriões até o
estágio de blastocisto é a melhor maneira
de selecionar embriões para
transferência ou criopreservação com
maior probabilidade de implantação em
comparação com embriões em estágio
de clivagem (6). A cultura ampliada de
embriões permite a implementação e
melhoria da seleção de embriões após o
início da ativação do genoma
embrionário (6,7).

 Inicialmente, os meios de cultivo
utilizados em FIV eram os mesmos
empregados no cultivo de células
somáticas.
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acontecem in vivo entre a tuba uterina e
o útero e para suprir as mudanças nas
necessidades metabólicas do embrião
em desenvolvimento (Figura 1). Dessa
forma, existe um meio específico até o
terceiro dia de desenvolvimento, e há
troca nesse período para outro meio
específico para a fase de pós-
compactação até blastocisto. Embriões
em fase pré-compactação utilizam
principalmente substratos do ácido
tricarboxílico ou ciclo de Krebs, como o
piruvato e o lactato. Já nas etapas pós-
compactação, os embriões dependem
mais do metabolismo da glicose (8). Em
um trabalho de David Gardner e Michelle
Lane, foi demonstrado que embriões de
qualidade superior que  levaram à
gravidez tiveram maior captação de
glicose em comparação com blastocistos
de pior qualidade ou embriões que não
resultaram em gravidez (9). 

Figura 1: Diferentes fases do desenvolvimento

embrionário in vivo.

 Depende de cada laboratório determinar
qual produto terá o melhor desempenho
no contexto de todo seu sistema de
cultivo. Ainda, os embriões têm uma
ótima plasticidade e se desenvolvem
bem em um sistema de cultivo bem
estabelecido, ou seja, o melhor meio é o
que o seu laboratório tem conhecimento,
segurança e estabilidade no cultivo. 

 Por outro lado, os meios de etapa única
seguem o princípio "Let the embryo
choose", ou seja, “deixe o embrião
escolher”, no qual todos os nutrientes são
fornecidos ao embrião em um único
meio. Essa abordagem de etapa única
pode ser utilizada com o cultivo sem
interrupção por 5 a 7 dias no laboratório,
acontecendo ou não o refresh no terceiro
dia de desenvolvimento (8).

  Além da escolha do meio a ser utilizado,
é importante também definir a
disposição dos embriões na placa de
cultivo, podendo ser em grupo ou
individual. Existem vantagens em ambos
os métodos. O cultivo embrionário em
pequenos grupos permite a formação de
um micro-ambiente em volta dos
embriões com uma composição de
nutrientes ideal, e promove o acúmulo de
fatores embriotrópicos secretados pelos
embriões capaz de promover o
desenvolvimento (fatores de
crescimento).
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  O cultivo em grupo aumenta tanto o
desenvolvimento de blastocisto quanto a
qualidade. Em geral, o cultivo em grupo
proporciona um ambiente mais robusto
que pode beneficiar particularmente
embriões de qualidade mais baixa (10).

   O cultivo embrionário individual, por
sua vez, permite que o embriologista
rastreie os embriões individualmente.
Isso pode ser importante para a aplicação
de biomarcadores de qualidade
embrionária. A avaliação por time lapse, a
expressão gênica das células do cumulus,
análise metabolômica e rastreamento
após biópsia para testes genéticos são
situações nas quais os embriões devem
ser cultivados individualmente para que
essas avaliações possam ser realizadas.

  Reed e colaboradores (2011) colocam a
importância de se levar em consideração
a qualidade dos embriões para o
agrupamento no cultivo, uma vez que
embriões de qualidades distintas podem
secretar ou utilizar diferentemente as
substâncias presentes no meio de cultivo,
e, portanto, da mesma forma que
embriões de boa qualidade podem
melhorar o desenvolvimento dos
embriões vizinhos, embriões de baixa
qualidade podem comprometer o
desenvolvimento (11).

 Em contrapartida, o cultivo até
blastocisto faz com que os embriões
estejam em condições abaixo do ideal
por mais tempo, já que o ambiente in
vitro é um ambiente subótimo
comparado ao in vivo. Além disso, o
laboratório que opta pelo cultivo
estendido precisa ter um controle de
qualidade extremamente rigoroso para
evitar situações hostis para os embriões,
como contaminação, oscilações abruptas
de pH e temperatura.

dentre elas podemos citar uma melhor
seleção embrionária, maior sincronia
embrionária-uterina para a transferência,
maiores taxas de implantação e menores
taxas de gestações múltiplas (5,6).

  A literatura discute vários benefícios
para o cultivo estendido, em comparação
ao cultivo até os estágios de clivagem,
has

  O cultivo estendido é uma das formas
atuais que mais se utiliza para seleção
embrionária. Embora alguns
pesquisadores suponham que a eficiência
dos sistemas de cultura in vitro
atualmente utilizados já se aproximaram
dos limites biológicos, os autores estão
confiantes de que melhorias substanciais
podem ser alcançadas e, dessa forma, que
expandiriam consideravelmente as
possibilidades de reprodução assistida no
futuro.

"O cultivo estendido

exige um controle de

qualidade rigoroso"



https://www.youtube.com/watch?v=BjdCmpisZL0
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Genética...
Falando em

EUPLOIDIA EMBRIONÁRIA

 Por

MONIQUE BONAVITA BUENO

  É notável, nas últimas décadas, o
aumento crescente no número de
mulheres que postergam a maternidade.
Ainda que engravidar seja o sonho de
grande parte das mulheres, muitas delas
vêm optando pela gravidez tardia. As
transformações pelas quais o universo
feminino passou nos últimos anos –
incluindo a independência financeira, o
foco na carreira e nas realizações
pessoais, além da popularização dos
métodos contraceptivos femininos –
possibilitaram que elas priorizassem o
desenvolvimento pessoal e profissional à
maternidade.

Figura. 1: Porcentagem de embriões euploides de

acordo com a idade materna (extraído de Franasiak et
al, 2014)

ovariana e consequentemente na
competência oocitária, resultando na
queda do potencial reprodutivo da
fertilidade a partir dos 35 anos. Além
disso, uma maior frequência de
aneuploidias nos oócitos e embriões
produzidos após a fertilização por um
espermatozoide, é observada (Figura 1).
Assim, há uma crescente diminuição na
frequência de embriões euploides – ou
seja, cromossomicamente saudáveis – e
isso tem impacto direto nas chances de
sucesso do tratamento.

  Em contrapartida, com o avanço da
idade, as mulheres enfrentam, em sua
maioria, um rápido declínio na reserva
ovariana 



FALANDO EM GENÉTICA

  "Aneuploidia” é o termo utilizado para
denominar a presença de um número
incorreto de cromossomos em uma
célula, sendo a aneuploidia em células
germinativas uma das principais causas
de complicações reprodutivas na espécie
humana. Quando um oócito aneuploide é
fertilizado por um espermatozoide,
origina-se um embrião aneuploide que,
exceto em algumas situações - como na
presença de alteração cromossômica
proveniente de uma trissomia compatível
com a vida -, resultará em um aborto
espontâneo. 
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 Graças aos avanços na genética
reprodutiva, essas aneuploidias podem
ser precocemente identificadas através
de um teste genético durante o
tratamento de fertilização in vitro (FIV).
Este teste é conhecido por Teste
Genético Pré-Implantacional para
aneuploidias, ou PGT-A. Em humanos, a aneuploidia está

presente em aproximadamente 0,3% dos
recém-nascidos (com anomalias
congênitas mais comuns sendo a
trissomia do cromossomo 21 e as
trissomias dos cromossomos sexuais), 30-
60% dos embriões, 30-70% dos oócitos e
35% dos abortos espontâneos (1). Dentre
as anomalias congênitas compatíveis
com a vida mais frequentemente
encontradas estão a síndrome de Down
(trissomia do cromossomo 21), síndrome
de Edwards (trissomia do cromossomo
18), síndrome de Patau (trissomia do
cromossomo 13), e síndrome de Turner
(monossomia do X).

  O PGT-A é uma estratégia clínica para
identificar e diferenciar blastocistos
euploides de aneuploides em uma coorte
produzida por um casal durante um ciclo
de fertilização in vitro, reduzindo assim o
risco de falhas de implantação ou
abortos espontâneos, e minimizando o
risco de síndromes cromossômicas vitais. 

 Isto quer dizer que a maioria dos
embriões monossômicos sofre apoptose
celular ou interrupção em seu
desenvolvimento, e são abortados
espontaneamente nos estágios iniciais
de desenvolvimento, antes mesmo de se
implantarem no útero materno (1).

   Estudos em humanos mostraram que a
maioria dos embriões aneuploides que
possuem algum tipo de monossomia
sobrevivem até o estágio de blastocisto e
são perdidos durante a implantação.

"Graças aos

avanços na

genética

reprodutiva,

aneuploidias

podem ser

precocemente

identificadas"
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  Está bem estabelecido que o número de
oócitos produzidos durante uma
estimulação ovariana em um tratamento
de FIV é fator determinante para o
sucesso. 

 Apesar disso, mais estudos são
necessários para definir a correlação entre
a qualidade morfológica e a
cromossômica em embriões produzidos
em ciclos de fertilização in vitro, bem
como os fatores relacionados ao potencial
de implantação, uma vez que, embora a
avaliação morfológica tenha sido a
principal estratégia aplicada na escolha
dos embriões a serem transferidos, foi
demonstrado que mesmo embriões
aneuploides são capazes de atingir altos
scores morfológicos e resultar em
nascidos vivos saudáveis (3,5,6).

 Para que o teste seja possível, é necessária
a realização de uma biópsia nos embriões,
geralmente em estágio de blastocisto do
quinto ao sétimo dia de desenvolvimento,
através da extração de poucas células do
trofectoderma (TE) – porção celular que
futuramente dará origem à placenta e aos
anexos embrionários após a implantação. 

 Na rotina dos laboratórios de fertilização
in vitro, os embriões são diariamente
avaliados e classificados de acordo com
sua qualidade morfológica, sendo essa
qualidade um parâmetro de seleção
frequentemente utilizado para o
procedimento de transferência. Os
parâmetros de classificação de blastocistos
definidos por Gardner e Schoolcraft em
1999, e que representam o método mais
amplamente implementado em todo o
mundo, envolvem: grau de expansão
(pontuações de 1 a 6), avaliação individual
da massa celular interna (MCI) e
trofectoderma (TE; graus A, B e C) (2). De
acordo com este esquema, blastocistos
com qualidade MCI-TE <BB são
considerados de pior morfologia, enquanto
os embriões mais expandidos (> grau 3) e
com qualidade MCI-TE > BB são os de
melhor morfologia (Figura 2). 

Figura 2: Parâmetros morfológicos de classificação de

blastocistos. Gardner e Schoolcraft, 1999. Segundo alguns dados da literatura, os
embriões com pontuações morfológicas
mais altas tendem a apresentar uma taxa
de euploidia proporcionalmente maior em
comparação com embriões de qualidade
inferior, e uma taxa de implantação mais
elevada. 
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  A Figura 3 (a) mostra o número médio
de oócitos necessários para se obter um
embrião euploide e a Figura 3 (b) mostra
a taxa real de embriões geneticamente
normais (euploides) obtidos em ciclos de
fertilização in vitro (4).

   Sendo assim, a tecnologia que permite
analisar geneticamente os embriões antes
da transferência, através do PGT-A não
aumenta as taxas de sucesso por si só,
mas encurta o tempo de tratamento do
casal que busca a realização do sonho de
ter um filho, seja pela chegada mais
rápida da gravidez, pela diminuição das
chances de aborto, ou até mesmo pela
decisão mais precoce do uso de oócitos
doados.

Figura 3 (a): número teórico médio de óvulos

necessários para se obter um embrião euploide.

Figura 3 (b): Taxa real de aneuploidia observada em

blastocistos biopsiados de acordo com a idade da

mulher (Overview on clinical state of ART – Dr. Filippo
Ubaldi – Genera-Rome).

  Embora as chances de sucesso dos
tratamentos de fertilização in vitro em
mulheres com idade reprodutiva
avançada sejam reduzidas em relação às
pacientes mais jovens, isso pode ser
contornado com o auxílio dos tratamentos
adequados de reprodução assistida,
utilizando protocolos personalizados e
combinados com a tecnologia de análise
genética pré-implantacional, a fim de se
alcançar de forma mais rápida o sucesso
de seu tratamento.

  Contudo, é importante que todas as
mulheres que desejam postergar a
gestação e ter filhos com seu material
genético sejam informadas ainda jovens
para usufruir da autonomia reprodutiva
natural e da criopreservação preventiva
dos seus gametas, para que num futuro
próximo ou a longo prazo, possam
alcançar de forma saudável o seu maior
objetivo: o sonho da maternidade.

  Quanto maior o número de oócitos,
maior a probabilidade de se obter
embriões euploides e de se alcançar a
gravidez. Por essa razão, não é raro que
pacientes com idade avançada sejam
orientadas a realizar mais de um
estímulo, ou fazer um duplo estímulo em
um mesmo ciclo para otimizar o
tratamento, conseguir um número maior
de oócitos, possibilitar a identificação de
um embrião euploide e aumentar, assim,
as chances de sucesso após a
transferência.
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ESTIMULAÇÃO OVARIANA - PARTE CLÍNICA

 É conhecida a existência de vários
protocolos de estimulação ovariana.
Levando isso em consideração, qual será
o melhor protocolo para a paciente?

 Há anos acreditava-se que, durante o
ciclo menstrual, existia somente uma
onda de recrutamento folicular -
conhecimento no qual se basearam os
primeiros protocolos. Passado algum
tempo, as pesquisas demonstraram duas
ondas de recrutamento durante o ciclo
menstrual (Figura A) - e então, surgiu o
Duo Stim. Mais recentemente, especula-
se sobre a terceira onda de recrutamento
folicular (Figura B) (1). 

Será então que virá novo protocolo? Com
certeza, sim. Existirão vários outros.

  Vale lembrar da existência de protocolos
específicos para os casos da
oncofertilidade que não serão abordados
neste texto. 

 As pesquisas avançam e, com isto, o
conhecimento do ciclo ovariano vai sendo
cada vez mais elucidado. O fator crucial
da estimulação ovariana é o
conhecimento detalhado da
foliculogênese, pois é a partir daí que o
clínico vai atuar, e consequentemente os
embriologistas.

DR. JULIANO SCHEFFER

 Primeiro ponto, importantíssimo, é
salientar que nenhum trabalho científico
demonstrou, até o momento, melhora na
qualidade oocitária ou embrionária
devida ao uso de determinado protocolo
de estimulação ovariana.  Então, por que
existem tantos protocolos - como
ascendentes, descendentes, fixos,
agonista de GnRH (longo, curto, etc.),
antagonista de GnRH (fixo, flexível, etc.),
com progestágenos, com LH , sem LH,
Duo Stim, Dual Trigger e tantos outros? E
outros protocolos que ainda vão surgir?

  A medicina é uma ciência mutável: o que
é bom hoje talvez amanhã não seja mais.
Esse questionamento é fundamental,
tanto para o clínico como para o
embriologista e para os pacientes. O
objetivo primário da existência de vários
protocolos e outros que ainda vão surgir é
a obtenção de uma quantidade maior de
oócitos coletados por ciclo estimulado. 
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  Logo, uma vez compreendido que os
protocolos surgiram baseando-se nos
conhecimentos da fisiologia ovariana, fica
mais fácil entender o motivo da decisão
do clínico em utilizar protocolo X e/ou Y. 

 Então, o protocolo de escolha será
aquele capaz de gerar a maior
quantidade de oócitos maduros sem
causar a hiperestimulação ovariana ou
com menor gravidade de
hiperestimulação ovariana, assim como o
protocolo que gerar mais oócitos em más
respondedoras. Simples assim. Mas, na
verdade, não é!

 A decisão médica de qualquer
tratamento é baseada em dois pilares;
efetividade e menor efeito colateral. Nos
tratamentos reprodutivos, o principal
“efeito colateral” iatrogênico é a
hiperestimulação ovariana (SHO) e
também a falha de resposta ovariana. 

Figuras A e B: Ondas de recrutamento folicular em um ciclo ovariano. (Baerwald A & Pierson R, 2020).

  Os fatores clínicos das pacientes são
inúmeros e, portanto, a resposta à
estimulação é variável. 
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  Por isso que uma paciente poderá se
beneficiar de vários protocolos, bem
como a mesma paciente pode responder
diferentemente em ciclos distintos com o
mesmo protocolo. É válido ressaltar que
ainda não conhecemos claramente toda a
fisiologia ovariana - exemplo disso são os
conhecimentos “recentes” dos
polimorfismos de receptores (variantes
genéticas de receptores ocasionando
alteração da sua funcionalidade) e outras
novas descobertas da fisiologia ovariana. 

 Inicialmente utilizou-se de forma
“rotineira” os protocolos agonistas -
aGnRH (longo, curto, ultra curto e outras
denominações) devido ao conhecimento
científico da época. Com o avançar da
medicina e da tecnologia de produção
dos fármacos, apareceu o protocolo
antagonista - antGnRH (fixo, flexível e
outras denominações). 

 Os trabalhos científicos foram
demonstrando que os resultados dos
tratamentos eram semelhantes, mas com
muito menos hiperestimulação ovariana,
além de outras vantagens. A partir disso,
atualmente quase 90% dos estímulos
ovarianos no mundo é realizado com
protocolo antagonista.

COM A PALAVRA

  Apesar disso, com o conhecimento
médico e prática clínica, os clínicos vão
decidir o melhor protocolo para aquela
paciente baseando-se principalmente nos
marcadores da reserva ovariana e
também, em alguns casos, em
estimulações ovarianas prévias.

 Cada paciente tem seu protocolo
específico com a flexibilidade devida de
acordo com a sua saúde reprodutiva e a
resposta ovariana. Além disso, o clínico tem
que adaptar o tratamento de acordo com o
foco da paciente/casal (somatório de
oócitos no mesmo ciclo ou ciclos distintos,
congelamento de oócitos, FIV com
transferência a fresco, freeze all, estudo
genético pré-implantacional, duração do
tratamento, turismo médico, etc). 

PROTOCOLO AGONISTA GNRH OU
ANTAGONISTA GNRH?

PROTOCOLO ANTAGONISTA OU COM
PROGESTÁGENO?

 Recentemente, descobriu-se que os
progestágenos demonstram um bom
efeito inibidor do pico de LH e então
iniciaram-se os protocolos com
progestágenos ao invés do antagonista.
Dentre suas desvantagens, a principal é a
necessidade de congelamento de oócitos
e/ou embriões para transferência em
ciclo posterior, apesar de existirem
pesquisas para aplicação de protocolos
com progestágenos e transferência a
fresco.

"Com certeza,

existirão vários

outros protocolos."



P
R

O
N

Ú
C

L
E

O
 | P

Á
G

 3
0

ESPECIFICANDO O PROTOCOLO COM
DUPLA ESTIMULAÇÃO NO MESMO CICLO

COM A PALAVRA

  Os protocolos de Duo Stim existentes
são variáveis, assim como as medicações
utilizadas (antagonista fixo ou flexível,
progestágenos, etc). Em geral, o trigger
do primeiro estímulo é realizado através
do agonista de GnRH devido ao seu efeito
“estimulatório” para o segundo estímulo e
também o efeito deletério da longa meia-
vida das gonadotrofinas coriônicas (hCG)
no estímulo subsequente. Existem
protocolos com doses distintas de aGnRH
para o primeiro trigger e também
protocolos diferentes para segundo
trigger (aGnRH ou hCG), assim como
existem vários protocolos de segunda
estimulação, variando entre o 2° ao 5° dia
após a coleta oocitária do primeiro ciclo. 

TRIGGER COM QUAL(IS) MEDICAÇÃO
(ÕES) E QUAL(AIS) DOSE(S)? DUAL
TRIGGER?

   A maturação oocitária é fundamental ao
desfecho do tratamento reprodutivo,
assim como a diminuição da síndrome de
hiperestimulação ovariana. As
gonadotrofinas coriônicas e suas
“variantes” sempre foram utilizadas,
porém, uma das desvantagens é o
aumento, em casos específicos, da
ocorrência da síndrome de
hiperestimulação ovariana. Dessa forma,
com a utilização dos protocolos
antagonistas, Duo Stim, tratamentos sem
transferência embrionária, doações de
oócitos e oncofertilidade, iniciou-se o
trigger com agonista de GnRH,
objetivando minimizar a SHO.

    Quando o tempo é precioso para iniciar
os tratamentos oncológicos e a duração
de ciclos de estimulações deve ser mais
rápida, indica-se o protocolo Duo Stim. A
literatura científica demonstrou
claramente a vantagem desse protocolo
para as pacientes oncológicas. Mas com o
avançar dos resultados positivos desse
protocolo quanto à maturidade e
qualidade oocitária, desenvolvimento e
euploidia embrionária, o Duo Stim foi
sendo indicado para outros casos clínicos,
que necessitavam de pelo menos dois
estímulos sem transferência embrionária,
ou seja, as más respondedoras com ou
sem estudo genético pré-implantacional. 

  Logo, cada serviço utiliza o seu protocolo
preferido, baseado nos seus resultados e
tendo embasamento científico para tal
conduta. Vale lembrar que, atualmente, a
taxa de gravidez é a mesma no Duo Stim
ou em estimulações ovarianas em ciclos
distintos, cabendo ao clínico julgar as
vantagens e desvantagens de cada
protocolo para aquela paciente específica.

"Cabe ao clínico

julgar as

vantagens e

desvantagens de

cada protocolo"
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   O hCG sempre foi utilizado devido à sua
similaridade com LH e por se ligar
também ao mesmo receptor (LHCGR).
Entretanto, devido à sua longa meia-vida
comparada ao LH, ocasiona um efeito
luteotrófico mais prolongado e
consequentemente várias complicações,
como, por exemplo, a síndrome de
hiperestimulação ovariana (SHO). Além
desse fatores, alguns trabalhos sugerem o
impacto negativo do hCG na
receptividade endometrial e qualidade
oocitária (2-4). A partir desses efeitos
deletérios, o uso de aGnRH foi proposto e
atualmente é utilizado nos protocolos de
antagonista e, mais recentemente, de
progestágenos. O trigger com aGnRH
parece ser mais fisiológico, tem a
vantagem do efeito “flare up” (aproveita o
efeito inicial do agonista do GnRH,
estimulando a produção do FSH da
própria paciente) e está associado com
menor risco de SHO, mas os trabalhos são
contraditórios e o debate ainda vai ser
longo. Alguns autores demonstram
resultados similares em relação à
obtenção de oócitos e maturação
oocitária (5,6) e outros, melhores
resultados com aGnRH (7,8). Outros
autores também analisaram a taxa de
fertilização, desenvolvimento embrionário
e gravidez e observaram resultados
discordantes quanto à comparação entre
hCG ou aGnRH para trigger. Até mesmo
um aumento na taxa de aborto foi
evidenciado em alguns trabalhos com o
trigger através aGnRH (9-12). 

  A hipótese desse aumento de perda
gestacional é devido ao papel prejudicial
do agonista no endométrio, e não nos
gametas e embriões (13), apesar das
controvérsias existentes entre as
pesquisas publicadas.

COM A PALAVRA

  Bourdon (14), em setembro de 2021,
realizou uma revisão sistemática e meta-
análise de 29RTCs abordando trigger com
aGnRH, hCG e dual trigger (aGnRH + hCG)
e demonstrou aumento de taxa de
maturação e oócitos coletados com
aGnRH. Por outro lado, nenhuma
diferença foi observada na taxa de
gravidez, nascidos vivos e gravidezes
evolutivas entre aGnRH e hCG. Foi visto
uma maior taxa de maturação oocitária
no subgrupo de aGnRH+hCG (dual
trigger) em comparação a aGnRH isolado.
A SHO foi maior com o trigger hCG.
Nenhuma redução de SHO foi observada
com dual trigger. Importante relembrar,
dentre as limitações desse estudo, a
heterogeneidade dos trabalhos
analisados.

"O trigger com

aGnRH parece ser

mais fisiológico,

mas os trabalhos

são contraditórios

e o debate ainda

vai ser longo."
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  A única certeza atual é que o trigger
com aGnRH reduz em 80% a chance de
SHO em comparação a hCG e que o dual
trigger não reduz nesta proporção. Vamos
aguardar novas pesquisas bem
desenhadas para a elucidação de vários
questionamentos ainda existentes.

COM A PALAVRA

  Concluindo, o melhor protocolo de
estímulo varia de paciente para paciente e
é específico para cada mulher. Mesmo
assim, durante a estimulação ovariana, a
flexibilidade da dose e protocolo,
medicação, trigger e outros fatores pode
acontecer objetivando sempre a
otimização do resultado. Se não houvesse
esta INDIVIDUALIZAÇÃO dos protocolos,
não precisaríamos dos clínicos! Lembre-se:
nenhum protocolo ou medicamento
melhora qualidade oocitária.

 O guideline da ESHRE ainda não
recomenda como primeira conduta o uso
de aGnRH para trigger na população em
geral submetida à estimulação ovariana.
Isso se deve aos dados ainda incertos e
contraditórios na literatura científica (15). 
 No geral, o trigger com aGnRH apresenta
resultados ótimos, muito semelhante às
gonadotrofinas coriônicas na maioria dos
casos, mas existem casos em que a
aplicação conjunta de aGnRH+hCG (dual
trigger) ainda apresenta uma melhora na
taxa de maturação oocitária (16).
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ESTIMULAÇÃO OVARIANA - PARTE LABORATORIAL

  As necessidades e singularidades de
cada organismo fazem com que
tratamentos médicos sejam,
necessariamente, individualizados para
que se obtenha o melhor proveito e
possamos oferecer o melhor aos
pacientes. Não é diferente com a
reprodução humana assistida.

   Os possíveis diferentes desfechos de
um tratamento de reprodução assistida
fazem com que o momento final após
indução ovariana, no qual ocorrem a
maturação oocitária final e liberação do
oócito de seu folículo, conhecido por
trigger, possa ter diversas variações.

 Considerando os benefícios de cada uma
das medicações indutoras do trigger e
sendo real a possibilidade de as
associarmos, quais seriam os motivos
para fazê-lo? Podemos ver de forma
resumida no quadro abaixo:

 Caso a paciente vá realizar a
transferência embrionária a fresco,
sabemos da necessidade de se
administrar o hCG para se garantir a
melhor receptividade endometrial e
chances de sucesso. Por outro lado, se a
maior complicação dos tratamentos de
reprodução assistida - a síndrome do
hiperestímulo ovariano - seja um risco  
 mesmo 

CAIO WERNECK

eminente, faz-se necessário administrar o
agonista do GnRH para reduzir ou
mesmo acabar com os indesejáveis
efeitos, cancelando-se também, qualquer
possibilidade de transferência
embrionária a fresco. 

"A punção

adiantada pode

ajudar a prevenir

que ovulações

precoces finalizem

com o tratamento

in vitro antes

mesmo dele ser

iniciado"



COM A PALAVRA

P
R

O
N

Ú
C

L
E

O
 | P

Á
G

 3
4

Quadro 1: Esquema resumido de possibilidades de medicações indutoras do trigger.

  A associação do hCG ao agonista do
GnRH buscando melhor maturação
oocitária pode ser aplicada espaçando-se
o horário entre os medicamentos            
 (34 horas para o hCG e 40 horas para o
agonista do GnRH previamente à punção
folicular) em casos mais drásticos nos
quais a maturação oocitária final já se
comprovou ineficiente em ciclos prévios
ou quando a paciente já tenha sofrido
com a síndrome do folículo vazio. 

  De outra forma, a punção pode ser
realizada 34 horas após o trigger. A
punção adiantada pode ajudar a prevenir
que ovulações precoces finalizem com o
tratamento in vitro antes mesmo dele ser
iniciado. Além disso, também pode-se
associar o hCG ao agonista do GnRH, com
o horário da punção próximo às 36 horas
após o trigger, em pacientes
normorrespondedoras que não irão
realizar transferência a fresco.

     Qual a importância disso tudo? Os
triggers têm como objetivo e função
restabelecer a divisão meiótica. Eles não
alte

alteram o oócito em si, seu citoplasma,
sua membrana ou sua genética. A
importância dessa afirmação traz luz à
questão da qualidade oocitária e
embrionária. Isso é muito mais correlato
às condições orgânicas da paciente -
como, por exemplo, pacientes hígidas,
saudáveis, com bons hábitos de vida, ou
pacientes acometidas por doenças que
afetam a fertilidade como endometriose,
adenomiose, síndrome dos ovários
policísticos, dentre diversas outras; ou
ainda, por último porém não menos
importante, pacientes com a idade
materna avançada. 

"Os triggers têm

como objetivo 

e função

restabelecer a

divisão meiótica.

Eles não alteram

o ovócito em si

ou sua genética."
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  Não há trabalho na literatura médica
que consiga, com sucesso, correlacionar
os diferentes tipos de triggers aos
diferentes dados laboratoriais, como
qualidade oocitária, embrionária ou
mesmo resultados de gestação ou
nascidos vivos em pacientes
normorrespondedoras.

 Em contrapartida e análise mais
específica, existem trabalhos na literatura
médica que conseguem estabelecer a
relação do trigger hCG + agonista do
GnRH com melhores resultados, tais como
taxa de gestação clínica e nascidos vivos. 

 E é possível, de forma crítica,
conseguirmos elucidar como essa
associação se faria plausível? Sim. 

 Pacientes que correspondem às más
respondedoras nos critérios de
POSEIDON podem ter uma melhor taxa
de recuperação de oócitos maduros ao se
realizar o referido trigger. Isso significa
um acréscimo numérico nas
possibilidades, uma vez que geraria mais
oócitos a serem trabalhados dentro do
laboratório. Diversos trabalhos na
literatura já estabeleceram a quantidade
mínima de oócitos (até mesmo
estratificando-se por idade) que uma
paciente necessita para atingir o sucesso
de uma gestação a termo com bebê em
casa. 

  Conclui-se que, se forem captados mais
oócitos maduros em uma punção, e
consequentemente o aproveitamento
daquele ciclo de indução ovariana seja
otimizado, aumenta-se a possibilidade de
seleção embrionária em números
absolutos. Assim, o melhor
aproveitamento do ciclo culminará em
resultados mais promissores ao
tratamento.
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