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Percurso ao Oócito

Ejaculação 

Acumulo de sêmen na bacia Seminal 

Tamponamento

Sobrevivência dos espermatozoides para que
cheguem ate o colo 

pH local vai de 4,3 para 7,2 

pH do muco fértil do colo de 7 a 8,5 

T. MONTANARI  2019



 Percurso ao Oócito

Saída do pênis 

Paredes vaginais colabam 

Espermatozoides chegam ao útero

Transporte acelerado - Contrações uterinas  

Bacia seminal mais próxima do colo 

2-3mm/h - 2 a 4 dias?

5 a 20min após a ejaculação os espermatozoides já estão nas tubas 

T. MONTANARI  2019



Percurso ao Oócito

Movimento dos espermatozoides 

Contrações do Trato Genital Feminino  

Quimiotaxia 
Oócito Secundário - Corona Radiata 
Progesterona - Células do Cumulus

5﻿MI - ÚTERO
50 A 200 - OÓCITO SECUNDÁRIO 

BALDINI, 2021 - T. MONTANARI  2019



Capacitação

5 A 6 HORAS

PASSSAGEM PELO TRATO
GENITAL FEMININO

Migração pelas secreções: Muco
Cervical - Fluido Folicular

ALTERAÇÃO DOS
COMPONENTES DA MP

Desprendimento do cobertura
superficial de glicoproteínas do
líquido seminal

BALDINI, 2021 - T. MONTANARI  2019



Capacitação

PERDA DO EXCESSO DE
COLESTEROL DA MP

BALDINI, 2021 - T. MONTANARI  2019

ELEVAÇÃO INTRACELULAR
CA++
Mudança no padrão de motilidade
dos espermatozoides

FOSFORILAÇÃO EM RESÍDUOS
DE TIROSINA

Preparação para reação
acrossõmica



Reação 
Acrossômica

PRÓXIMO AO OÓCITO
INFLUXO DE CA++

Membrana externa do acrossomo +
MP do espermatozoide

LIBERAÇÃO DE ENZIMAS

Vários pontos!
Hialuronidase

Protease Acrosina

Passagem pela CORONA RADIATA
(ác hialurônico) e pela ZONA
PELÚCIDA (glicoproteínas)

*MOVIMENTO FLAGELO

BALDINI, 2021 - T. MONTANARI  2019



REPRODUÇÃO
ASSISTIDA
IIU - FIV - ICSI

Qual espermatozoide*
escolher?? 

Motilidade / Densidade





MP / Morfologia de Alta Resolução
/ Integridade Nuclear

MÉTODOS CLÁSSICOS

MÉTODOS AVANÇADOS

BALDINI, 2021



SWIM-UP
GRADIENTE DESCONTINUO
SPERM WASH

CONCENTRAÇÃO DA AMOSTRA

> 15 mi com boa motilidade
5 a 15 mi 
< 1 mi

COLETA DA AMOSTRA

Ejaculado
Punção/ MESA/ MicroTESE



Swim-up

CENTRIFUGAÇAO INICIAL
Técnica Clássica*

Amostra + Polissiloxano
Remover Líquido Seminal 

INCUBADORA
Meio acima da amostra

60 min - 37 °C 
Inclinação 45°

LOPATA AND PATULLO , 1984

AMOSTRAS COM BAIXA %
DE ESPERMATOZOIDES

MÓVEIS



Swim-up

PRATICIDADE
RÁPIDA EXECUÇÃO

Amostras com baixa % de
espermatozoides móveis



. 

LOPATA AND PATULLO , 1984

PEQUENA CARGA DE
RADICAIS LIVRES GERADOS 

Mesmo na técnica clássica com
centrifugação inicial 



Swim-up

VOLUME E CONCONETRAÇÃO
DA AMOSTRA 

Podem ser necessários vários tubos
para que a área de contato com o

meio seja adequada 

BALDINI, 2021

PEQUENA % DE CÉLULAS
RECUPERADAS

Máximo de 10%

ANCORAGEM NO TUBO
Centrifugação inicial deve ser lenta!!



Gradiente
Descontínuo

Espermatozoides móveis
nadam vigorosamente!



Não ficam submetidos
apenas à cinética da

centrifugação

BALDINI, 2021

Amostra Seminal
Meio de densidade intermediária
Meio de maior densidade
Centrifugação - 30min



Plasma seminal

Debris

Espermatozoides
anormais

PELLET: Viáveis e
Móveis

BALDINI, 2021

Gradiente
Descontínuo



Condições iniciais da
amostra

Força centrífuga

Tempo de
centrifugação

Morfologia e Motilidade
variam muito nos estudos

BALDINI, 2021

Gradiente
Descontínuo



Mais demorada

Maior custo

Maior quantidade de
radicais livres 

Concentração da
Amostra 

 Centrifugação 

Aglomerados de células podem
impedir a movimentação dos

espermatozoides

BALDINI, 2021

Gradiente
Descontínuo



SWIM-UP SELECIONA ESPERMATOZÓIDES COM MELHOR 
MOTILIDADE, VITALIDADE E MORFOLOGIA



SWIM-UP É MAIS EFICIENTE NA SELEÇÃO DE
ESPERMATOZÓIDES COM DNA INTACTO



SU PELLET SU GD GD + SUXX XX XX

INTEGRIDADE DE DNA - RADICAIS LIVRES 
STATUS ACROSSOMO - ATIVIDADE MITOCONDRIAL



GRADIENTE DE DENSIDADE : SELEÇÃO DE ESPERMATOZOIDES
MORFOLOGICAMENTE MELHORES E COM MENOR FRAGMENTAÇÃO



Sperm
Wash

Centrifugação: 
Amostra+ Meio de Cultura

Mistura pode ocorrer antes da
centrifugação

Amostras com baixa concentração

Pode ser utilizada em amostras do
epidídimo e do testículo



MÉTODOS CLÁSSICOS
(BASEADOS NA MOTILIDADE)

Motilidade x Integridade de DNA

Centrifugação x Radicais Livres

Amostras coletadas do epidídimo e do
testículo



MÉTODOS 
AVANÇADOS

Espermatozoides com
mobilidade reduzida

Características da
membrana 

Morfologia Ultraestrutural

Seleção Dinâmica

Microfluídica

Migração Horizontal

BALDINI, 2021



Espermatozoides
com mobilidade
reduzida

Métodos Avançados

Toque Mecânico

HOST

Luz Polarizada

Indutores químicos de
motilidade

LAISS

ATP/MgSo4

BALDINI, 2021



Toque Mecânico
Espermatozoides imóveis

Potencialmente aptos a ICSI

Cauda ainda flexível

Toque pela agulha de
injeção

Recuperação de sua posição
original X Rigidez

DE OLIVEIRA, 2004

EXPERTISE DO
EMBRIOLOGISTA



HOST
Hypo-Osmotic Swelling Test

As caudas dos
espermatozoides viáveis
aumentam e se dobram em
um ambiente hiposmótico

Canais cácio de membrana
osmo-sensíveis

BALDINI, 2021

ANORMAL NORMAIS



HOST
Hypo-Osmotic Swelling Test

As caudas dos
espermatozoides viáveis
aumentam e se dobram em
um ambiente hiposmótico

Canais cácio de membrana
osmo-sensíveis

BALDINI, 2021

ANORMAL NORMAIS

7 padrões de cauda correlacionados com integridade do DNA
Uso após falha de ICSI 

OMS: aconselha em casos de astenozoospermia



HOST

Hypo-Osmotic Swelling Test

Inviabilidade após 30min?

Baixa taxa de fertilização?

Necessidade de diluir a
amostra!

BALDINI, 2021

ANORMAL NORMAIS



Luz Polarizada

Birrefringência da cabeça do
espermatozóide

Proteínas subacrossomais
estendem-se longitudinalmente

Padrão típico de birrefringència
da cabecça

BALDINI, 2021



Luz Polarizada

Birrefringência da cabeça do
espermatozóide

BALDINI, 2021

MAIOR TAXA DE GRAVIDEZ CLÍNICA E IMPLANTAÇÃO vs NÃO USO 

58% vs 9% 42% vs 12% 



Luz Polarizada

Birrefringência da cabeça do
espermatozóide

BALDINI, 2021

MAIOR TAXA DE IMPLANTAÇÃO vs HOST 

45% vs 11% 



Luz Polarizada

Alto custo 

Falta de dados sobre
integridade do DNA

Expertise do embriologista

BALDINI, 2021



Indutores Químicos

INIBIDORES DA
FOSFODIESTERASE

Toxicicidade ao material
genético??

A princípio não leva à
reação acrossômica, dano
de DNA nem perda de
viabilidade

BALDINI, 2021



Indutores Químicos

INIBIDORES DA
FOSFODIESTERASE

BALDINI, 2021

32% vs 16% 

MAIOR TAXA DE FERTILIZAÇÃO E GRAVIDEZ vs HOST 



LAISS
Laser-Assisted Immotile Sperm
Selection

Aumento de Ca++, radicais livres e
ATP

ATP - Movimento da cauda

Viável quando cauda é enrolada após
o disparo

BALDINI, 2021

Hiperatividade dos canais de cálcio  
Esgota as reservas de ATP



Depleção da atividade dos canais 

Aumento da pressão osmótica
Ruptura de sua membrana plasmática.



LAISS
Laser-Assisted Immotile Sperm
Selection

Alguns estudos demonstram a
segurança

Alternativa aos indutores químicos?

BALDINI, 2021



RELATO DE CASO EM PACIENTE

COM DISCINESIA CILIAR PRIMÁRIA



LAISS
Laser-Assisted Immotile Sperm
Selection

Alguns estudos demonstram a
segurança

Alternativa aos indutores químicos?

BALDINI, 2021



RELATO DE CASO EM PACIENTE

COM SD KARTAGENER



ATP/MgSo4

ATP como soluto

Fraca contração do flagelo

Aumento da motilidade
induzida

Myoinositol como
alternativa 

BALDINI, 2021

AUMENTO DO POTENCIAL DE
MEMBRANA MITOCONDRIAL COM

EFEITO TÓXICO

NECESSIDADE DE MAIS ESTUDOS PARA
INCORPORAÇÃO À PRÁTICA CL[INICA



Características
da Membrana

Métodos Avançados

BALDINI, 2021

Capacitação

Ligação ao Oócito

Reação Acrossômica



Ligação com a 
Zona Pelúcida

Oócito imaturo +
Espermatazoides
selecionados por GD

Agulha de micro injeção

SPZ que se ligam à Zona
Pelucida são recuperados
ao Oócito

BALDINI, 2021



MACS

BALDINI, 2021

Magnetic Activated Cell Sorting

Microesferas magnéticas conjugadas
à Anexina V (AV-MACS)

Alta afinidade pela fosfatidil-serina

Célula apoptótica: exposição da fosfatidil-
serina

Anexina V

Fosfatidil-Serina

SPZ apoptótico

SPZ não apoptótico

Força Magnética



MACS

BALDINI, 2021

Magnetic Activated Cell Sorting

Microesferas magnéticas conjugadas
à Anexina V (AV-MACS)

Alta afinidade pela fosfatidil-serina

Célula apoptótica: exposição da fosfatidil-
serina

Fragmentação nuclear
Infertilidade idiopática

Varicocele



MACS

BALDINI, 2021

Magnetic Activated Cell Sorting

Microesferas magnéticas conjugadas
à Anexina V (AV-MACS)

Alta afinidade pela fosfatidil-serina

Célula apoptótica: exposição da fosfatidil-
serina

Fragmentação nuclear
Infertilidade idiopática

Varicocele



MACS

BALDINI, 2021

Magnetic Activated Cell Sorting

Microesferas magnéticas conjugadas
à Anexina V (AV-MACS)

Alta afinidade pela fosfatidil-serina

Célula apoptótica: exposição da fosfatidil-
serina

COMBINAÇÃO
SU - GD ???

Menor 
Fragmentação

Aumento 
Segmentação - Gravidez



MACS

BALDINI, 2021

Magnetic Activated Cell Sorting

Microesferas magnéticas conjugadas
à Anexina V (AV-MACS)

Alta afinidade pela fosfatidil-serina

Célula apoptótica: exposição da fosfatidil-
serina

Sem evidência quanto a 
porcentagem de nascidos vivos



ÁCIDO
HIALURÔNICO

BALDINI, 2021

Principal componente da matriz extra
celular ao redor do oócito

Meio contendo Ácido Hialurônico

Apenas as células capazes de se ligar
são utilizadas para PICSI

Literatura Conflitate



ZETA

BALDINI, 2021

SPZ: MP com carga negativa

Tubo de centrífuga carregado
positivamente 

Migração em um campo eletroforético
OU

DEBRIS

Morfologia normal 
Alta % Integridade do DNA

SPZ
Maduros

SPZ
Imaturos



ZETA

BALDINI, 2021

SPZ: MP com carga negativa

Tubo de centrífuga carregado
positivamente 

Migração em um campo eletroforético
OU

ZETA vs GD
Tx Gravidez 39,2 vs 21,8

Morfologia normal 
Alta % Integridade do DNA



Morfologia
Ultraestrutural

Microscopia
Digital

Características
Ultraestruturais

Avaliações de
organelas 

Métodos Avançados

BALDINI, 2021

IMSI



Morfologia
Ultraestrutural

Magnificação 6000x
integrado ao sistema de

micromanipulação

Métodos Avançados

BALDINI, 2021

GRANDES VACÚOLOS
NUCLEARES



ALTA

FRAGMENTAÇÃO??



LITERATURA CONFLITANTE





Seleção 
Dinâmica

Reotaxia

Quimiotaxia

Termotaxia

Métodos Avançados

BALDINI, 2021

Contra-fluxo de fluidos

Movimentação em resposta ao estímulo mecânico 
de uma corrente de líquido



Seleção 
Dinâmica

Reotaxia

Quimiotaxia

Termotaxia

Métodos Avançados

BALDINI, 2021

Progesterona

Apenas os espermatozoides 
capacitados respondem 



BALDINI, 2021

Gradiente de Concentração 
de Progesterona



BALDINI, 2021

Gradiente de Concentração 
de Progesterona



BALDINI, 2021

Melhor
Morfologia

Menos 
Apoptose

Gradiente de Concentração 
de Progesterona

Menor 
Fragmentação



Seleção 
Dinâmica

Reotaxia

Quimiotaxia

Termotaxia

Métodos Avançados

BALDINI, 2021

Temperaturas
Baixas 

Apenas os espermatozoides 
capacitados respondem 

Temperaturas 
Altas>>>



BALDINI, 2021



BALDINI, 2021

Melhor Integridade de DNA

Melhores Embriões**



Microfluídica
Reotaxia / pH / TemperaturaMétodos Avançados

BALDINI, 2021

Gradientes Químicos

Campos Eletroforéticos



Microfluídica

Métodos Avançados

BALDINI, 2021

Futuramente

Sistemas 
Ópticos

Integridade
DNA

Sensores 
Digitais Tipo de

Movimentação



Migração Horizontal
Métodos Avançados

BALDINI, 2021

3 Gotas com HEPES

Placa de ICSI modificada



Migração Horizontal
Métodos Avançados

BALDINI, 2021

Sem diferença na 
Fertilização!

Melhor Tx Blastulação
41,7% vs 58,5%

Melhor Tx Gravidez
25,8% vs 41,9%

Menor Custo
Maior Rapidez



 Zymot
Métodos Avançados

Sem centrifugação 
da amostra!

 Espermatozoides com
Baixa Fragmentação

Melhor Morfologia

Melhor 
Tx Fertilização

Tx Gravidez
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