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Resumo

A preservacao da fertilidade consiste na utilizacdo de determinadas técnicas que
possibilitam a manutencao da saude reprodutiva nos pacientes que apresentam risco de
declinio da fertilidade. Verifica-se um desenvolvimento crescente nesta &rea, devido ao
aumento da necessidade, em consequéncia do aumento da incidéncia de neoplasias em
jovens adultos e a necessidade de iniciar tratamentos gonadotéxicos. A preservacao da
fertilidade € de grande importancia para estes pacientes.

O objectivo deste trabalho passa pela revisédo dos artigos sobre a preservacéo da
fertilidade feminina, recomendacfes existentes atualmente, opcdes disponiveis e técnicas
utilizadas. Sendo a criopreservacao a técnica mais utilizada, este trabalho vai ser focado nesta
técnica em particular, passando pela descricdo breve das indicagdes actualmente existentes
em Portugal, o processo, as formas existentes de criopreservagao, as suas caracteristicas, as
vantagens/desvantagens de cada uma delas, a evolug&o dos processos usados ao longo do
tempo, as recomendacdes actuais e as questdes éticas implicadas.

Vérias condi¢des causam declinio da fertilidade, no entanto a preservacao desta estéo
apenas indicados para pacientes com doenga oncoldgica e/ou que vao realizar tratamentos
gonadotoxicos (quimioterapia, radioterapia, cirurgias) e para doentes com determinados
sindromes genéticos. Um dos procedimentos mais utilizados actualmente € a criopreservagao
dos ovacitos, maduros ou imaturos. A criopreservagdo dos ovoécitos pode ser conseguida
através de duas técnicas diferentes, o congelamento e a vitrificag&o.

Concluindo, a técnica mais utilizada na preservacao da fertilidade feminina actualmente
€ a criopreservacao dos ovocitos, sejam estes maduros ou imaturos. Esta técnica apresenta
poucos dilemas éticos associados quando comparada com as outras técnicas disponiveis. E
necessario continuar a investigacao no sentido de alcancar a melhor técnica, com melhores
resultados e averiguar o perfil de seguranca da criopreservacao ovocitéria.

Palavras-chave: preservacao da fertilidade, declinio da fertilidade, criopreservacdo

ovocitaria, vitrificagcdo e congelamento ovocitario, ovocitos imaturos.



Abstract

The fertility preservation is the art of employing certain techniques that allow the
maintenance of the reproductive health of patients in risk of losing their reproductive capacity.
Recently there was an increase of the investigation in this area, caused by a bigger demand as
a consequence of upsurge of the cancer incidence in the young adults and the necessity of
implementing gonadotoxic treatment. The fertility preservation is of major importance in these
patients.

The objective of this thesis consists in reviewing articles about fertility preservation in
females, current recommendations, available options and employed techniques. As the
cryopreservation is the most utilized technique, the paper will focus on this particular method,
describing briefly the current indications for its use in Portugal, the process, the existent ways of
achieving cryopreservation and their characteristics and the advantage/ disadvantage of each
one, the evolution of the processes used, the present recommendations and the ethical
considerations.

Various conditions cause fertility loss, but its preservation is mostly indicated to patients
with oncological disease and to those that will receive gonadotoxic treatments (chemotherapy,
radiotherapy, surgery) and for patients with certain genetic syndromes.The most employed
technique nowadays is the oocyte cryopreservation, in the mature or immature form. The
cryopreservation of the oocyte can be achieved by two different techniques, slow freezing and
vitrification.

In conclusion, the mature or immature oocyte cryopreservation is the most used
technique in the preservation of the female fertility. This technique doesn’t pose many ethical
dilemmas, as the other available methods. It is still necessary to continue the investigation in
this field for reaching the best technique with better results and to validate the safety of oocyte
cryopreservation.

Key words: fertility preservation, fertility decline, oocyte cryopreservation, vitrification and

slow freezing, immature oocytes.



Metodologia

Foi realizada uma pesquisa no PubMed, utilizando as seguintes palavras-chave:
infertilidade, preservacao de fertilidade, criopreservagédo de ovicitos maduros, maturacao in
vitro.

Foram definidos como critérios de incluséo: estudos, artigos de reviséo e case report
escritos em inglés e portugués. Foi dada preferéncia a artigos publicados ha menos de dez
anos, embora artigos mais antigos tenham sido utilizados face a sua relevancia sobre o tema.
Apobs leitura integral de alguns artigos e de alguns resumos foram escolhidas as publicacbes
com maior interesse. Foi incluida bibliografia adicional dada a necessidade de estudar os

artigos primarios referidos nas revisdes e nas meta-analises.



Introducao

Condicdes que resultam no declinio da fertilidade

A preservacao da fertilidade € um campo emergente que proporciona a oportunidade de
manter a salde reprodutiva de todos o0s pacientes que necessitam receber tratamento
gonadotoxico por razdes médicas ou desejam guardar os seus gametas com vista de adiar a

criacdo de uma familia. [1]

Tratamento antineoplasico

O cancro da mama, cervical e o colorrectal sdo os cancros mais prevalentes nas mulheres
a nivel mundial. Aproximadamente 4% das mulheres com cancro terdo menos de 35 anos de
idade na altura do diagnéstico, sendo o cancro da mama o cancro com maior incidéncia neste
grupo etéario. Alguns dos pacientes podem ser diagnosticados numa fase precoce, aumentando
assim a probabilidade de cura. O atraso da gravidez nos paises desenvolvidos resulta numa
propor¢ao crescente de mulheres diagnosticadas com patologia oncolégica antes da primeira
gravidez. Com a melhoria do tratamento para a doencga oncolégica e as estratégias de suporte,
0s médicos responsaveis pelo tratamento de jovens adultos e mulheres na idade fértil estao,
nao s6 preocupados com o atingimento dum estado de cura, mas também com a preservagao
da fertilidade destas. A quimioterapia e a radioterapia em doses elevadas aumentam de
maneira radical o tempo de sobrevida dos pacientes oncoldgicos, mas os efeitos secundarios
destes tratamentos séo a faléncia ovarica prematura e a infertilidade. Neste caso a
preservacado da fertilidade torna-se uma questdo fundamental na altura do diagnostico.[1, 2, 3]

Os tratamentos usados no contexto da doenga oncoldgica (cirurgia, radioterapia e
terapéutica sistémica) podem ter influéncia sobre a fertilidade através de um ou mais dos
seguintes mecanismos:[4]

v' gonadotoxicidade direta, quando ha lesao direta do ovario ou do epitélio seminifero no

testiculo;
v' gonadotoxicidade indireta, quando as alteragdes interferem com o funcionamento do
eixo hipotalamo-hipéfise-gdnadas, sobretudo através do efeito na fun¢éo endocrina.
Nas mulheres, quimioterapia e radioterapia afectam tanto os ovarios, diminuindo o pool

ovocitario, como o Utero, atingindo a vascularizagéo uterina.



Radioterapia

A radioterapia € utilizada no curso do tratamento de diversas neoplasias e pode ser
aplicada em campos que afetem os 6rgaos reprodutores[5].

As gonadas sdo muito sensiveis a radioterapia cujos efeitos gonadotoxicos dependem
da dose, do esquema de fracionamento e sobretudo do campo de irradiacdo.[5] A radioterapia
da pélvis pode ter um efeito negativo sobre a funcdo ovarica e no (tero ao alterar a
vascularizacdo. Doses de 4-6 Gy podem provocar a perda de 50 % do pool folicular, enquanto
que a irradiacdo total acarreta um risco aumentado de insuficiéncia ovarica em 55-80 % dos
pacientes. As mulheres mais jovens (< 40 anos) sdo menos afectadas pala radiacéo, levando a
menos danos.[6]

A irradiacdo nao-pelvica também pode prejudicar a fertilidade ao interferir no eixo

hipotalamo-hipéfise, causando um mal funcionamento da ovogénese.[7]

Quimioterapia

Os agentes de quimioterapia afectam a fung&o ovarica através de varios mecanismos,
como a deplecéo folicular (mecanismo de burn-out), dano vascular e fibrose cortical. A maioria
dos agentes quimioterapéuticos atuam no ciclo de divisdo celular, afectando dessa forma, os
ovocitos na fase de maturacdo. A idade do paciente e o plano terapéutico (tipo e dose) sao
factores importantes no risco de faléncia ovarica prematura. Mulheres mais velhas tem um
risco maior para infertiidade permanente. Varios estudos mostram que as mulheres com
menos de 40 anos expostas a quimioterapia tem uma probabilidade de 61% de desenvolver
amenorreia, enquanto que as mulheres com mais de 40 anos, 95%. De um modo geral,
estima-se que 1/3 das mulheres expostas a quimioterapia irdo desenvolver faléncia ovarica

prematura. [1, 8, 9]

Terapéuticas bioldgicas

Existe ainda pouca informacdo sobre o impacto das terapéuticas biolégicas na
fertiidade [8]. A grande maioria dos Anticorpos Monoclonais e das pequenas moléculas
inibidoras da tirosina-cinase apresentam reservas na gravidez pelo risco teratogénico. O
Bevacizumab é o farmaco melhor estudado, com faléncia ovarica reportada em 34% das

doentes que o receberam associado a quimioterapia para tumores do c6lon.[10]



Hormonoterapia

A inducdo de amenorreia prolongada tem impacto na fertiidade devendo ter-se em
consideracdo que a administracdo de hormonoterapia por periodos prolongados pode, por si
s6, levar a uma situacdo de infertilidade decorrente apenas do inexoravel envelhecimento

ovarico.[10]

Doencas autoimunes e sindromes genéticas

Existem doencas autoimunes e sindromes genéticas que podem causar diminui¢cdo da
fertilidade.

Uma das causas bem estabelecidas de diminuicdo de fertilidade é a faléncia ovarica
prematura. Esta é maioritariamente idiopatica, mas pode ser genética (Sindrome de Turner,
Trissomia X e Sindrome do X fragil).

Até 20% das pacientes com faléncia ovarica prematura apresentam uma doencga
autoimune associada, como Diabetes Mellitus, disfunc¢éo tiroideia, Sindrome de Addison,
Miastenia Gravis, Doenca de Crohn, Lupus Eritematoso Sistémico ou ArtriteReumatoide[1,2,11]

Neste casos, os individuos acometidos pela faléncia ovéarica prematura, podem também
beneficiar das técnicas de preservacgédo de fertilidade.

A guimioterapia pode ser utilizada em pacientes com LUpus Eritematoso Sistémico, Sindromes
Mielodisplasicos e algumas doencas hematoldgicas, o que acarreta um risco elevado de
infertilidade.[12] O target destas terapias € o ciclo celular e a interrupcdo ou a paragem deste.
Esta paragem pode provocar defeitos severos nos mecanismos de replicagdo e transcricdo do

ADN, levando por fim a morte celular.[1]

Declinio da fertilidade relacionado com a idade avancada

O numero de mulheres com mais de 40 anos de idade a procura de tratamentos para
infertilidade tem vindo a aumentar de uma forma continua nesta década. Os motivos para adiar
0 nascimento do primeiro filho sdo varios e devem-se a varios factores relacionados com o
estilo de vida, tais como o desejo da construgdo de uma carreira, a impossibilidade de
encontrar o parceiro ideal ou o desejo de construir uma nova familia.[13]

O impacto da idade na fertilidade feminina € um facto bem conhecido, sendo evidente
gue as hipoteses de conceber uma crianga saudavel através dum processo natural, sdo mais

favoraveis numa idade mais precoce.[14] O efeito do envelhecimento sobre a funcédo



reprodutiva reflete-se na perda progressiva do pool de foliculos ovaricos e com o declinio da
gualidade dos ovadcitos, resultando por fim na menopausa.[13, 15]

Para as mulheres que desejam adiar o inicio da maternidade e que possuem uma boa
reserva ovocitaria, o congelamento ovocitario representa uma opgao a ter em conta. E de notar
gue apesar de 0 sucesso da criopreservacao ovocitaria poder ser tdo alto como 45%, este
declina rapidamente quando a mulher chega aos 35 anos de idade. Assim sendo, 0 sucesso
dos procedimentos é inversamente proporcional a idade materna.[13, 16]

Aconselhamento para preservacao da fertilidade

Apbs o diagnéstico da neoplasia e antes de iniciar o tratamento gonadotdxico € preciso
discutir com os pacientes as hipoteses disponiveis para a preservacdo da sua fertilidade[8, 12].
Estes devem ser informados de maneira clara e concisa sobre as técnicas disponives, as suas
taxas de sucesso e 0s potenciais riscos associados. Os que manifestam interesse devem ser
prontamente referenciados para um médico especialista em medicina reprodutiva [8,12]. Para
conseguir ajudar estes pacientes € necessaria uma equipa multidisciplinar, capaz de tomar
decisbes tendo em conta as caracteristicas individuais de cada um. [8, 12]

Segundo as mais recentes guidelines da ASCO, o responsavel pelo aconselhamento é
o prestador de cuidados de salde, termo que engloba oncologistas, ginecologistas, urologistas,
hematologistas, oncologistas pediatricos, cirurgides, bem como enfermeiras, assistentes
sociais e psicélogos. [8,17]

O aconselhamento especializado também esta recomendado aos pacientes com
sindromes genéticos que provocam o declinio da fungdo reprodutiva e pacientes com
condic¢@es clinicas nao oncolbgicas mas que irdo receber tratamento gonadotdxico.[18]

Para as pacientes com declinio da fertilidade relacionada com a idade ndo existem,

atualmente, recomendacdes especificas publicadas. [8]



Criopreservacao ovocitaria

Em Outubro de 2012 a Sociedade Americana de Medicina da Reproducéo retirou o
rétulo de “experimental” a criopreservagéo de ovdcitos[19], passando a ser considerada uma
técnica de preservacao da fertilidade com eficacia bem estabelecida, depois de se ter
demonstrado que a vitrificagdo dos ovoécitos permite taxas de sobrevivéncia, apos
desvitrificagcdo, superiores a 90%, ndo existindo diferencas nas taxas de fecundagéo, no
namero de embrides de boa qualidade ou na taxa de gravidez clinica por ciclo relativamente
aos ovaocitos utilizados a fresco.[10, 20]

A criopreservagao ovocitaria esta a tornar-se uma pratica comum na maioria dos
centros de fertilizagdo in vitro com o desenvolvimento da técnica de vitrificagdo. As dificuldades
com criopreservacao ovocitaria através de congelacao lenta (formacgédo de cristais de gelo,
baixa taxa de sobrevivéncia, e embrides de baixa qualidade) nas ultimas décadas, fizeram com
gue a criopreservacao embrionaria fosse a primeira escolha para a preservagdo do material
reprodutivo. A técnica de vitrificacdo veio melhorar significativamente a sobrevivéncia dos
ovocitos, as taxas de fecundacgéo e a proporcao de embrides de elevada qualidade, face a
congelagéo lenta.[10] Como consequéncia destas melhorias, as taxas de gravidez e
nascimentos com os ovécitos congelados sdo comparaveis aquelas obtidas com ovdécitos
frescos. Devido a estes factores, a criopreservacao ovocitaria actualmente € uma alternativa
viavel a criopreservacdo embrionaria.

Em comparacdo com os embrides, os ovicitos tém uma menor viabilidade apés a
descongelacao devido a formacgéo de microcristais que danificam a célula. O processo de
criopreservagao acarreta um endurecimento da zona pelicida do ovicito com baixas taxas de
fertilizagcdo (2% por ovdcito). Com a técnica de criopreservacgao rapida e vitrificagédo, foram
reportadas taxas de gravidez de 63,2% por transferéncia.[21]

Sem duvida alguma, tanto as melhorias nas técnicas, como a remog&o recente do rétulo
“experimental”, abriram uma nova era para esta tecnologia. Espera-se que a criopreservacao
ovocitaria se torne uma mais-valia na fertilizacdo in vitro nos varios cenarios clinicos: na
indisponibilidade do esperma na altura da colheita dos ovdcitos, nos casos do Sindrome de
Hiperestimulacdo, no caso de resposta fraca ao tratamento, nas pacientes em risco de perder a
sua fertilidade devido a anomalias genéticas (como a mutagdo BRCA, o Sindrome de Turner, a
Sindrome do X Fréagil e delec¢bes do cromossoma X), como para 0s casais que ndo desejam
criopreservar embrides devido a razfes éticas, legais ou religiosas[16] e também fornecer
armazenamento seguro do excesso de ovocitos obtidos durante as técnicas de reproducao
assistida.[22]



Apesar de ndo existirem dados suficientes, ainda nao foram reportadas anomalias
cromossomicas, defeitos congénitos ou défices de desenvolvimento nos nascidos de ovdcitos
criopreservados.[16]

A preservacao da fertilidade através da criopreservacao de ovécitos compreende uma
fase inicial de estimulagdo hormonal, para recrutamento multifolicular, seguida de punc¢éo
folicular e criopreservacao por vitrificacao (congelagéo ultra-rapida). O processo total (
estimulacdo ovérica e colheita ovocitaria) leva 2-3 semanas, dependendo do ciclo ovulatério
de cada paciente.

Estes tratamentos de estimulacdo hormonal acarretam um aumento suprafisiol6gico
dos niveis circulantes de estrogénios que impdem alguma cautela no caso de neoplasias
hormonossensiveis. Para contornar esta dificuldade, pode proceder-se a colheita dos ovécitos
imaturos seguida da maturacao in vitro. Esta € uma estratégia a considerar quando a
estimulacé@o ovarica néo é possivel. [23]

Actualmente existem duas técnicas de criopreservacgdo ovocitéria: a congelagdo lenta e

a vitrificacao.

Congelacéao lenta

A congelacdo lenta € o primeiro método bem sucedido utilizado na criopreservagéo
de ovocitos / embrides.

Esta técnica é caraterizada pela diminui¢do lenta da temperatura, conseguida atraves
da utilizacdo de equipamentos de congelacdo a velocidade controlada, conjugada com uma
exposi¢do prolongada a reduzidas molaridades de crioprotetores permeaveis, proporcionando
uma desidratacao celular lenta.[24]

O principio por tras deste método é induzir a cristalizacdo de &gua extracelular em
gelo de uma forma lenta e controlada de tal modo que a agua intracelular seja atraida para
fora da célula resultando numa solidificacdo intracelular sem, ou com formagdo minima de
cristais de gelo intracelular.[24] O procedimento envolve dois passos principais: equilibrio e
congelamento. No primeiro passo, os ovocitos sao transferidos do meio de cultura isotonico
para uma solucdo hiperosmatica contendo um ou mais aditivos crioprotectores permeéveis e €
dado um breve periodo de equilibrio para absorver as substancias crioprotectoras.[24]

Depois da exposicdo aos crioprotetores, 0os ovocitos sdo colocados em palhetas onde ficam
armazenados. Estas sdo expostas a temperaturas sucessivamente mais baixas e a formacéo
de cristais de gelo na solucdo é induzida através do contacto com um objeto metalico

arrefecido a -196°C na extremidade da palheta mais afastada do local onde se encontram as
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células. Este passo constitui um avango importante nos programas de criopreservacdo de
ovocitos humanos: previne a supercongelagao, iniciando-se assim o processo de desidratacao
celular.[25, 26]

Através da congelagdo suficientemente lenta, quase toda a adgua pode ser removida
do meio intracelular o que permite que ndo ocorram danos nas células quando sao transferidas
para o azoto liquido.[27, 28]

As amostras congeladas s&o entdo armazenadas num tanque de armazenamento
com azoto liquido para utilizacdo futura. Apenas antes do uso, as amostras podem ser
recuperadas do tanque, descongeladas a 37° C e rehidratadas por diluicdo por etapas para

remover as substancias crioprotectoras dos ovdcitos congelados.[29, 30]

Vitrificacéo

Vitrificagdo € um termo utilizado para referir o fendmeno fisico que descreve a
solidificacdo de agua ou solugdes a base de dgua em um estado liquido amorfo semelhante ao
vidro (chamado estado vitreo), devido a elevagdo extrema na viscosidade durante o
arrefecimento, sem a formagéao de cristais de gelo[22]

O processo de vitrificacdo leva as amostras a uma temperatura extremamente baixa,
para evitar a formacao de cristais de gelo. Isto é conseguido combinando a utilizacdo de uma
elevada concentracéo de solucéo crioprotectora com uma velocidade de arrefecimento
extremamente rgpida. A vitrificacdo tem a vantagem de ser realizada rgpida e facilmente e ndo
requer equipamento caro. No entanto, também pode expor facilmente as amostras a choque
osmotico e toxicidade devido a alta concentracéo de crioprotectores usados, o que pode afetar
a viabilidade do ovdcito. [31][32]

O sucesso do método de vitrificacdo esta relacionado com a concentragcéo e volume dos
crioprotetores, com o tempo de exposicdo aos mesmos e com a velocidade de arrefecimento,
gue devem ser adequados para impedir a formacao de cristais de gelo intracelular, sem deste
modo provocar lesdes e efeito toxico ou osmético. [29][33][34] Na vitrificacdo elimina-se
totalmente a formacao de cristais de gelo, contudo existe uma grande probabilidade de ocorrer
fratura da zona pellcida, com consequente alteracao dos organelos intracelulares e do
citoesqueleto.[35]

A maioria dos estudos mostrou que os métodos de vitrificacdo sdo mais eficientes e
confiaveis do que qualquer versdo do método de congelacao lenta[22] sendo que a vitrificagéo,
ao contrario do congelamento lento, evita a formacéo de cristais de gelo tanto no espacgo
intracelular como no espaco extracelular.[29]
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A criopreservacado dos ovocitos imaturos

Alguns centros realizam a colheita de ovdcitos imaturos (sem recurso a estimulacao
ovarica e, portanto, sem risco de elevac¢ao dos estrogénios plasmaticos) para posterior
maturacao in vitro antes ou depois da vitrificacdo.[20]

A colheita ovocitaria € geralmente realizada antes da ovulacdo, mas o0s ovAcitos
imaturos podem ser recuperados tanto na fase folicular, como na fase latea.[36]

A preservacao apos a maturacéo in vitro (IVM) pode ser conseguida através da
vitrificacdo ou congelamento lento. A vitrificacdo dos ovécitos IVM resultou numa taxa de
natalidade de 20%, no entanto as taxa de sobrevivéncia e fecundacéo dos ovdcitos IVM sao
mais baixas do que aquelas dos ovocitos maduros.[1]

A criopreservagao dos ovdcitos imaturos tem vantagens distintas dos ovocitos maduros.
Esse método surgiu como uma opg¢ao ao congelamento de ovocitos maduros, a partir da
hipétese de que gametas imaturos sdo mais resistentes ao processo de criopreservacao, por
serem mais indiferenciados, pela auséncia de fusos e por ter cromossomos protegidos pela
membrana nuclear.[37] Os ovdcitos imaturos podem contornar a lesédo aos cromossomas, que
ocorre frequentemente em ovdécitos maduros durante criopreservagéo, dado que 0s
cromossomas permanecem no nucleo. Este facto protege-os da exposicédo directa a
temperaturas baixas e substancias crioprotectoras.[38] Além disso, a criopreservagdo dos
ovécitos imaturos permitem aos pacientes oncolégicos preservar a fertilidade sem atrasos no
inicio do tratamento radio-quimioterapéutico.

Mas esta técnica apresenta também desvantagens, sendo que os ovdcitos que
sofreram maturacao in vitro, apresentam taxas mais baixas de fertilizacdo do que os ovocitos
maduros. Até a data, poucos nascimentos foram reportados através desta técnica, tendo em
conta que a criopreservagdo dos ovécitos maduros € ainda um método mais eficiente do que a

criopreservagao de ovocitos imaturos.[22][36]

Maturacdao in vitro de ovocitos

A maturacao in vitro de ovdcitos é um tratamento recente, mas promissor. Apresenta-se
como uma alternativa atractiva uma vez que ndo implica a administracdo de hormonas
exogenas.[39]

Esta técnica desenvolveu-se sobretudo para diminuir as complicacdes de sindrome de
hiperestimulacdo ovérica. A recolha de ovdcitos imaturos € efectuada através da pungédo dos
foliculos antrais, com posterior maturacdo in vitro durante 24 a 52 horas (média 30h) e

criopreservagdo dos ovocitos.[22,29]
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Nos ultimos anos verificou-se uma melhoria substancial do resultado clinico tendo sido
referidas na literatura o nascimento de mais de 400 crian¢cas ap0s a maturacao in vitro, seguido
de técnica de procriacdo medicamente assistida, maioritariamente em doentes com sindrome
de ovérios poliquisticos, sendo a taxa de gravidez de 9% por aspiracdo. Estas técnicas
continuam a ser experimentais, as taxas de fertilizagdo sdo ainda subodptimas, associado a pior
qualidade embrionéria e a maior incidéncia de abortos. A introducdo de substancias no meio
onde é feita a maturacdo do ovocito, poderd vir a exercer um efeito positivo dando origem a
embrides de melhor qualidade. [17,40]

No subgrupo de doentes com doenca oncoldgica esta técnica tem a vantagem de poder
ser utilizada nas mulheres sem parceiro, e adolescentes, sem 0s potenciais riscos da
estimulagdo hormonal. Outro campo importante € a avaliagdo da seguranga destas
intervengdes moleculares. Estudos efectuados ndo revelaram alteracdes cromossémicas nos
ovocitos[21], mas ainda s&o necessarios estudos adicionais para garantir a seguranca destes

procedimentos em vista de retirar o rétulo experimental.

Contextualizag&o portuguesa

As técnicas de preservacdo da fertilidade feminina e masculina estdo disponiveis no
ambito do Servico Nacional de Saude Portugués e em diferentes instituicbes privadas de
saude.[20] A lei portuguesa ndo impede nenhuma pessoa de recorrer ao Servico Nacional de
Saude para conseguir preservar a fertilidade futura por motivos econdémicos, sociais ou
culturais, mas os centros publicos priorizam os utentes com algum tipo de patologia. (decreto
Lei n.° 17/2016, de 20 de junho)

No &mbito do Servi¢co Nacional de Saude, os procedimentos associados a realizagdo
das técnicas e a congelacdo dos gametas recolhidos ndo comportam quaisquer custos para 0s
doentes oncoldgicos . Apenas as mulheres submetidas a estimulag&o ovarica tém de suportar
0s custos inerentes a medicacdo necesséria.[10][20]

Indicacdes gerais para preservacao da fertilidade (no a&mbito do SNS) : Mulheres
com idade inferior a 40 anos, em idade fértil, com adequada reserva ovarica, (contagem de
foliculos antrais, niveis de Hormona Anti-Mulleriana e FSH), cujo projeto reprodutivo ndo esta
completo e cujo prognostico é favoravel.[20]

Contraindicagdes gerais: mulheres com idade = 40 anos; faléncia ovarica; projeto

reprodutivo completo; doenca metastizada ou prognostico muito reservado. [20]
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Questdes éticas relacionadas com a preservacao de fertilidade

A preservacdo da fertilidade em pacientes com cancro e preservacao da fertilidade
em mulheres que estdo livres de doencas e que desejam evitar a perda de fertilidade
relacionada com a idade sdo por vezes controversas devido a incerteza de usar o material
criopreservado no futuro e ao beneficio duvidoso para os pacientes.

Como resultado de tratamentos mais eficazes, a taxa de sobrevivéncia a longo prazo
de pacientes jovens com cancro aumentou nas ultimas décadas. Infertilidade é uma questéo
importante para pacientes com cancro e para as suas familias, e que deve ser abordada.
Devem ser dadas informacdes realistas sobre 0s novos avancos na preservacao da fertilidade,
ao fim de assegurar um aconselhamento e tratamento apropriados.[1][12]

A possibilidade de vitrificacdo de ovocitos com taxas elevadas de viabilidade apos
desvitrificacdo, permitiu 0 armazenamento de gémetas femininos de forma mais segura ao
ultrapassar as dificuldades classicas de manter a viabilidade dos ovocitos com 0 processo
convencional de congelacdo.[41] O congelamento de ovoOcitos maduros assume grande
importancia ao eliminar dilemas éticos, legais e religiosos que envolvem o congelamento de
embrides. Dessa forma, torna-se uma mais-valia para as mulheres sem parceiro estavel e que
nao aceitariam a fertilizacdo de seus ovocitos por gametas de um doador anénimo, ou que por
questdes pessoais sejam contra o congelamento de embrides.

Além disso, assume papel de destaque entre as opc¢bes de preservacao de fertilidade
em adolescentes, jA que estas, de modo geral, ainda ndo tém parceiro seguro com quem
pretendam constituir uma familia.[37] Estas novas técnicas tornaram-se a primeira escolha na
preservacdo da fertilidade, evitando as questdes éticas e legais da criopreservacdo dos
embrides, mas ao mesmo tempo criando novos dilemas pessoais e éticos.

A preservagdo da fertilidade € uma éarea delicada, repleta de dilemas éticos e que
necessita de uma atengéo particular, na procura de um agir eticamente correto para com estes
doentes. Podemos analisar a criopreservagéo ovocitaria segundo o Principialismo que engloba
os quatro principios da Etica Médica (Beneficéncia, N&o maleficéncia, Autonomia e
Justi¢a).[10]

Os tratamentos de Medicina da Reproducéo respeitam o principio da beneficéncia, pois
mesmo quando ndo restauram a fertilidade natural, evitam as consequéncias de uma funcéo
reprodutiva comprometida. [10]

O principio da ndo maleficéncia visa pesar os procedimentos, em termos de riscos e
beneficios, para assegurar que os riscos decorrentes das técnicas utilizadas (a estimulacao e a
puncéao folicular ecoguiada, atraso do tratamento oncoldgico e a reproducdo em idade mais

avancada), sdo minimos, controlaveis e aceitaveis para o doente.[10]
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Para que o principio da autonomia seja respeitado, o paciente deve ser devidamente
informado sobre os riscos e a natureza das técnicas disponiveis e da possibilidade de o
tratamento ndo resultar em gravidez de termo. Devem ser apresentas as outras informacgoes
consideradas fundamentais, tais como as taxas de sucesso e as estatisticas do centro
implicado, os custos do tratamento e a legislacdo em vigor quanto ao armazenamento e 0
destino futuro dos gametas colhidos. Por fim, devem ser sempre discutidas as outras hipéteses
de parentalidade, nomeadamente a adopcéo. [10]

O principio da justica procura uma distribuicdo adequada dos recursos, promovendo a
igualdade de acesso a informacgdo, as técnicas pertinentes e disponiveis, assim como aos
centros de preservacao da fertilidade, através de uma rede de referenciagéo.[10]

Em qualquer contexto, em que imperam incertezas e a possibilidade de 6ébito da
paciente,é de extrema importancia o seu pleno esclarecimento, bem como dos seus
responsaveis legais e familiares envolvidos no processo, além da documentagdo do
consentimento livre e esclarecido para todas as etapas.[37]

Um caso notavelmente dificil de analizar sdo os doentes com mau prognéstico. Como
estes doentes tém um progndstico reservado, ndo deveriam ser submetidos aos procedimentos
de preservacdo de fertilidade, sendo que a probabilidade de eles utilizarem no futuro os
gametas criopreservados é escassa. Por outro lado, a lei portuguesa néo estipula limites de
acesso a estes procedimentos, sendo na pratica a decisdo definitiva a cargo da equipa
médica.[10]

Uma questdo sensivel do ponto de vista ético é a preservacdo da fertilidade das
mulheres consideradas “saudaveis” que recorrem a criopreservagao por motivos pessoais, uma
vez que a infertilidade destas mulheres néo resulta de motivos exteriores ao seu controlo, como
€ o0 caso de doencas oncoldgicas. [42]

Estes procedimentos permitem uma autonomia pessoal que proporciona oportunidade
de construir uma carreira e de se preparar para a maternidade. Por outro lado, também podem
provocar um sentimento de falsa seguranca duma maternidade adiada, porque nem sempre é
possivel conseguir uma gravidez de termo e as taxas de gravidez continuam baixas. [42]

Outro dilema é a gravidez em idade avancada e as complicagfes associadas, que
poderdo aumentar no futuro com a liberalizacdo e o conhecimento crescente destas novas
técnicas, sendo necessario estabelecer um limite de idade. [42]

O destino do material preservado € outra questdo a ter em conta. A abordagem deve
contemplar uma reflexao a respeito do periodo de armazenamento dos gametas, embrifes ou
tecidos congelados em bancos. O seu uso postumo e a doacdo para receptores ou

investigacao cientifica frequentemente permanecem dilemas pessoais.[37] De acordo com o
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Ministério da Saude, este material serd destruido se ao fim de trés anos nao for utilizado, nem
reclamado.

O destino dos gametas, tecido ovarico e testicular é considerado menos problematico
do que o dos embrides, dado aos primeiros ndo ser atribuido estatuto moral.[10]

Por fim, é importante inferir sobre a seguranca das técnicas empregues. Embora as
criangas nascidas de ovocitos vitrificados ndo apresentem maiores taxas de anomalias
congénitas do que as que nasceram de ovOcitos frescos, a seguran¢a a longo prazo ainda
deve ser provada. A tendéncia emergente de preservacao da fertilidade na prética clinica esta

trazendo novas opc¢des de tratamento que podem implicar novos dilemas éticos.[42]
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Discussao

A criopreservacdo ovocitaria é uma técnica empregue nha procriacdo medicamente
assistida, melhorada ao longo do tempo e que conseguiu passar de uma técnica experimental
para uma metodologia bem estabelicida. Actualmente representa uma alternativa viavel a
criopreservacdo embrionaria, porque para além de ultrapassar as questoes éticas associadas a
criopreservacdo de embrides, preserva a fertilidade das pacientes em risco de faléncia ovérica
e que s&o obrigadas a adiar o seu projecto de maternidade. E largamente utilizada em todos os
centros de reproducéo assistida.

Apesar dos avangos conseguidos nos ultimos anos, esta técnica apresenta algumas
desvantagens. O maior desafio durante a criopreservagéo de ovocitos € prevenir a formacédo de
cristais de gelo e concentracdes toxicas de solutos (as duas principais causas de morte celular
associadas a criopreservagdo), enquanto se mantém a funcionalidade dos organelos
intracelulares e a viabilidade do ovocito. Para tal, a solugdo de congelagéo, na qual as células
séo suspensas, deve ser suplementada com aditivos crioprotectores. A exposi¢cao aos aditivos
crioprotectores suporta a desidratagéo da célula e reduz a formacao de gelo intracelular. [29]
Este método constitui uma estratégia para preservacdo da fertilidade nos pacientes que
conseguem adiar o tratamento oncologico e quando a estimulag&o ovarica controlada néo esta
contraindicada. E também uma opc&o valida para as mulheres na idade fértil sem um parceiro
ou que ndo aceitam esperma de doador e tém objeccbes morais contra preservacao
embrionaria.

Quando comparamos as duas técnicas de criopreservacao, podemos concluir que a
vitrificacdo € superior ao congelamento lento em termos de sobrevivéncia de ovocitos,
fertilizagdo, implantagdo e taxas de gravidez clinica.

Taxas de fertilizacdo e desenvolvimento de embrides semelhantes foram obtidas com ovdcitos
frescos e vitrificados e as taxas de gravidez e taxas de aneuploidia embrionaria de ovocitos
vitrificados sdo semelhantes aos ovocitos frescos.

O numero total de criancas nascidas no mundo apés a fecundagdo de ovocitos
criopreservados é superior a 1500[29]. Estudos indicam que as gestacdes e os recém-nascidos
concebidos ap0s a criopreservacao ovocitaria ndo apresentam risco aumentado de resultados
obstétricos adversos ou anomalias congénitas. Ndo se observou qualquer aumento no nimero
de cromossomas anormais ou dispersos nos ovocitos descongelados. Além disso, ndo foi
encontrada diferenga ao comparar a incidéncia de anormalidades cromossémicas em embrides
humanos obtidos de ovdcitos frescos e congelados. Apesar dos resultados promissores, ainda
h& preocupagbes quanto a possibilidade de aneuploidias cromossémicas ou outras

anormalidades cariotipicas, malformac6es de 6rgédos ou outros problemas de desenvolvimento
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em descendentes. Portanto, sdo necesséarios mais estudos de acompanhamento com namero
adequado de pacientes envolvidos para esclarecer esta questéo.

Em suma, ainda ha muita investigacdo a fazer no sentido de alcancar a melhor
técnica, com melhores resultados e averiguar o perfil de seguranca da criopreservagéao

ovocitaria.
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