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Resumo

A infertilidade é uma doenca que afeta os sistemas reprodutivos masculino e feminino e
atinge cerca de 10-15% dos casais, podendo ter consequéncias a nivel psicolégico e
social, ndo so6 no individuo, como também no casal. Varios fatores podem influenciar a
fertilidade, tanto masculina como feminina. No homem, a infertilidade esta comumente
associada a uma ma qualidade espermatica, nomeadamente a valores reduzidos nos
parametros de concentracao, motilidade ou morfologia. Nas mulheres, fatores de risco
como a obesidade, idade materna avangada, tabagismo e fatores ambientais podem
resultar no aparecimento de danos nas trompas de Faldpio e interferir com a ovulagao

e com a regulagao hormonal.

Nos ultimos anos, varias técnicas de procriagcdo medicamente assistida (PMA) sofreram
uma grande evolugdo, nomeadamente a injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSl). Introduzida inicialmente como um método para tratar casais
com infertilidade severa do fator masculino, esta técnica tem ganho popularidade nas
ultimas décadas entre casais com infertilidade inexplicada ou com baixa produgao de

ovocitos.

Tendo isto em consideragao, este estudo pretende avaliar de que modo a idade da
mulher e a qualidade espermatica (com foco em casais com valores de morfologia
reduzidos) influenciam a taxa de sucesso do procedimento de ICSI. Adicionalmente,
pretende-se investigar de que forma a técnica de transferéncia utilizada influencia o

sucesso da implantagdo do embriao.

Foram avaliadas as taxas de fecundagao, formacao de blastocistos e implantacédo em
casais cujo membro masculino apresentava uma morfologia espermatica igual ou
inferior a 4% de formas normais, tendo também em consideracéo a idade da mulher.
Através de anadlise estatistica, foi determinado que os casais em estudo néo
apresentavam diferengas significativas na taxa de fecundagdo e formacdo de
blastocistos. No entanto, os casais em que a mulher tinha idade igual ou inferior a 35
anos apresentavam taxas de implantagao significativamente superiores aos casais com

mulheres de idade mais avancada.

Relativamente as técnicas de transferéncia, foi avaliado o sucesso da transferéncia de
embrides a fresco (TEF) e de embrides criopreservados (TEC) quando realizadas
independentemente e em sequéncia. Em ambas as situagdes, verificamos que a TEC

apresenta uma taxa de sucesso superior a TEF.
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O presente estudo permitiu concluir que, em casais cujo membro masculino apresente
teratozoospermia, a morfologia espermatica e a idade materna, nao influenciam as taxas
de fecundacido e formacao de blastocistos. Contudo, a idade materna demonstrou
influenciar a taxa de implantagao, independentemente da morfologia espermatica. Além
disso, os resultados obtidos permitem concluir que, neste tipo de casais, a TEC devera

ser preferida a TEF.

Palavras-chave: Infertilidade, ICSI, idade materna avangada, morfologia espermatica,

fecundacéo, formacéao de blastocistos, implantacéo, transferéncia embrionaria
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Abstract

Infertility is a disease that affects the male and female reproductive systems and impacts
around 10-15% of couples. It can have psychological and social consequences, not only
for the individual, but also for the couple. Various factors can influence both male and
female fertility. In men, infertility is commonly associated with poor sperm quality, namely
reduced values in the parameters of concentration, motility or morphology. In women,
risk factors such as obesity, advanced maternal age, smoking and environmental factors
can result in damage to the fallopian tubes and interfere with ovulation and hormonal

regulation.

In recent years, various assisted reproductive technologies (ART) have undergone major
developments, particularly intracytoplasmic sperm injection (ICSI). Initially introduced as
a method to treat couples with severe male factor infertility, this technique has gained
popularity in recent decades among patients with unexplained infertility or low oocyte

production (common in couples with advanced maternal age).

With this in mind, our study aims to assess how the woman's age and sperm quality (with
a focus on couples with reduced morphology values) influence the success rate of the
ICSI procedure. In addition, we investigated how the transfer technique used influences

the success of embryo implantation.

Fertilization, blastocyst formation and implantation rates were evaluated in couples
whose male member had a sperm morphology equal to or less than 4% of normal forms,
also considering the woman's age. Through statistical analysis, it was determined that
the couples under study did not show significant differences in the rate of fertilization and
blastocyst formation. However, couples in which the woman was aged 35 or under had

significantly higher implantation rates than couples with older women.

Regarding the transfer techniques, the success of the transfer of fresh embryos (FET)
and cryopreserved embryos (CET) was evaluated when carried out independently and

in sequence. In both situations, CET had a higher success rate than FET.

This study led to the conclusion that, in couples whose male member has
teratozoospermia, sperm morphology and maternal age do not influence fertilization and
blastocyst formation rates. However, maternal age was shown to influence the
implantation rate, regardless of sperm morphology. In addition, the results obtained lead

us to conclude that, in this type of couple, CET should be preferred to FET.
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1. Introducao
1.1.  Infertilidade

1.1.1. Conceitos e Epidemiologia

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a infertilidade € uma doenca
que afeta o sistema reprodutivo masculino e feminino e € definida pela incapacidade de
um casal alcancar a gravidez apds 12 meses ou mais de relagbes sexuais desprotegidas
e regulares [4]. Esta pode ser primaria, no caso de casais que nunca atingiram gravidez
anteriormente, ou secundaria, no caso de casais que a alcangaram, mesmo que nao

tenha sido bem sucedida [7].

A ocorréncia desta doenca é descrita como uma experiéncia altamente stressante e
frustrante, tendo consequéncias a nivel psicoldgico e social, ndo s6 no individuo, como
também no casal [8-11]. Um estudo realizado em Portugal em 2011 demonstrou que
casais inférteis apresentam uma maior incidéncia de depressao, ansiedade e auto-
percecao negativa. Eles consideram-se incapazes, inamaveis e indigos acreditando que
outras pessoas os vém como tendo caracteristicas negativas, tais como serem

indesejaveis, inuteis, defeituosas, ou inferiores [9].

Globalmente, estima-se que cerca de 10-15% dos casais sejam inférteis [12, 13]. No
entanto, esta estimativa apresenta variagdes geograficas, sendo que em paises mais
desenvolvidos 3,5% a 16,7% dos casais sao inférteis, enquanto que em paises menos

desenvolvidos a infertilidade varia entre os 6,9% e 9,3% [14].

Varios fatores podem influenciar a fertilidade, tanto feminina como masculina. O estilo
de vida adotado pela pessoa, como o consumo de alcool, tabaco e drogas recreativas,
a obesidade, o stress e o adiamento da maternidade, podem afetar negativamente a
sua capacidade reprodutiva, aumentando assim a incidéncia de infertiidade na

populacdo em que estao inseridos. [15, 16].

Além do estilo de vida, doengas sexualmente transmissiveis, deficiéncias genéticas,
fatores masculinos (por exemplo, baixa qualidade do esperma, malformagao testicular,
blogueio do sistema reprodutor masculino) e fatores femininos (por exemplo, problemas
ovaricos, blogqueio tubal, endometriose) estdo também na causa de diversos casos de
infertilidade [17].
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1.1.2. Diagnéstico

A maioria dos casais inférteis (cerca de 85%) tém uma razdo conhecida para a sua
infertilidade. Disfuncao ovulatéria, infertilidade do fator masculino, e doenca tubarica sao
as trés causas mais tipicas. Os restantes 15% dos casais inférteis sao afetados por

infertilidade idiopatica [18].

Estatisticamente, tanto o homem como a mulher sdo igualmente responsaveis pela
infertilidade do casal. Um terco dos casos de infertilidade sdo causados por problemas
reprodutores femininos, um tergco por problemas reprodutores masculinos e o restante
por problemas reprodutores de ambos os membros do casal ou por fatores

desconhecidos [7, 19].

Fator Masculino

Infertilidade do “fator masculino” é definida como uma alteracido na concentracgao,
motilidade ou morfologia do esperma em pelo menos uma amostra de duas analises de
esperma, obtidas com uma e quatro semanas de intervalo [20]. Ao contrario das
mulheres, apenas um numero reduzido de homens que apresentem infertilidade do

“fator masculino” tém condigbes trataveis [21].

As contagens de espermatozoides tém vindo a diminuir nos ultimos anos a nivel global
[22], apresentando variagdes geograficas devido a diferentes exposi¢cdes ambientais ou

a diferencgas no estilo de vida das populagdes [23, 24].

Alinfertilidade masculina € comummente associada a deficiéncias no sémen e é por isso
frequentemente utilizada como uma medida preditiva da fertiidade masculina [23],
sendo que individuos com pardmetros de esperma abaixo dos valores normais
estabelecidos pela OMS sao considerados como tendo infertilidade do “fator

masculino’[20].

De acordo com a mais recente atualizagdo realizada pela OMS em 2021, foram
estabelecidos novos valores minimos de referéncia para a qualidade do esperma, sendo
eles, 1,4mL de volume de sémen, 16x10° de espermatozoides por mililitro, 54% de
vitalidade, 4% de espermatozoides morfologicamente normais e 42% de motilidade total
(progressivos + nao-progressivos), sendo que a taxa de progressivos tem de ser no
minimo 30% [4].
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A origem da infertilidade masculina €, em grande parte, devido a fatores genéticos. A
producao espermatica € um processo complexo que envolve a agcao coordenada de

milhares de genes e de diversas vias bioldgicas [25, 26].

Por este motivo, durante o seu desenvolvimento e maturagao, existem varios momentos
em que o DNA (traduzido do inglés deoxyribonucleic acid) do espermatozoide pode
sofrer mutacdes, muitas delas afetando negativamente a fertilidade masculina. As
causas genéticas mais comuns para a infertilidade masculina incluem, mutagdes
monogénicas e aneuploidias como a sindrome de Kilinefelter e microdelegdes no

cromossoma Y [25, 26].

A sindrome de Kiinefelter € uma doenga genética caracterizada pela existéncia, nos
homens, de um cromossoma X extra (genodtipo XXY). Esta condigdo resulta num
aumento dos niveis de LH (hormona luteinizante) e FSH (hormona foliculo-estimulante)
e diminuicao dos niveis de androgénios, a partir da puberdade. Consequentemente, a
desregulacao hormonal leva ao aparecimento de caracteristicas fisioldégicas femininas,
como desenvolvimento dos seios e alargamento da anca e a incapacidade de produzir

espermatozoides devido ao atrofiamento dos testiculos [27, 28].

O cromossoma Y apresenta a caracteristica de ser o unico gene que nao tem um
cromossoma homélogo. Todos os outros cromossomas tém um homaélogo que os auxilia

na reparacao do DNA danificado [26].

Na extremidade distal do bragco longo do cromossoma Y encontra-se a regiao
responsavel pela espermatogénese, denominada de AZF. Esta, por sua vez, esta
dividida em trés sub-regides, AZFa, AZFb e AZFc, que contém diversos genes
responsaveis por uma variedade de fungbes essenciais para a espermatogénese [26,
29, 30].

Microdeleg¢des nestas regides sdo responsaveis por 15% dos casos de azoospermia
(delecao das sub-regides AZFa e AZFb) e 5% dos casos de oligozoospermia severa
(delecao da sub-regido AZFc) (Tabela 1) [26, 29].

Apesar de ndo ser uma ferramenta perfeita, a analise de esperma (ou espermograma)
continua a ser o primeiro exame realizado caso haja suspeitas de infertilidade do fator

masculino e a melhor forma de apurar se um individuo é ou nao infértil [20, 31].

Este exame inclui, uma avaliagdo macroscopica, do volume, cor, cheiro, viscosidade,
liquefacdo e pH, bem como uma avaliagdo microscépica, na qual é avaliada a
motilidade, vitalidade, morfologia, concentragédo, aglutinagdo de espermatozoides e

presenca de outras células, como células da linha germinativa e leucécitos [4].
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Caso os valores obtidos no espermograma estejam abaixo dos valores de referéncia,
atribui-se uma terminologia a condigao do paciente, consoante a(s) caracteristica(s) que

apresentem um desvio relativamente ao estabelecido pela OMS (Tabela 1) [4].

Tabela 1: Terminologia das anomalias espermaticas.

Terminologia Condicao

Teratozoospermia | Menos de 4% de espermatozoides com morfologia normal

Astenozoospermia Motilidade progressiva (lenta+rapida) inferior a 32%

) . Concentragdo de espermatozoides inferior a 15x10°
Oligozoospermia _
espermatozoides/mL

. . Concentracgao de leucocitos no esperma superior a 1x108
Leucocitospermia

leucdcitos/mL
Hematospermia Presenca de eritrocitos no esperma
Azoospermia Auséncia total de espermatozoides no esperma

Se o espermograma apresentar valores anormais, deve ser realizada uma segunda
analise ao esperma e, caso seja determinado que o paciente apresenta oligospermia ou
azoospermia severa, sera necessaria a realizagdo de uma avaliagdo andrologica de

modo a estabelecer se esta é obstrutiva ou secretora [32].

Uma azoospermia secretora (ou nao obstrutiva) consiste na auséncia de
espermatozoides no ejaculado devido a falhas na espermatogénese é a forma mais

grave de infertilidade masculina [33].

Uma azoospermia obstrutiva pode ser definida como a auséncia de espermatozoides
no ejaculado por obstrugéao fisica do trato genital pds-testicular [33, 34]. Ao contrario da
azoospermia secretora, pacientes com azoospermia obstrutiva podem apresentar uma

espermatogénese normal [34].

Perante quadros de azoospermia tanto secretora como obstrutiva, primeiramente é
necessario realizar um estudo hormonal e um estudo genético de modo a determinar a
causa exata da azoospermia [35]. A bidpsia testicular, ou TESE (traduzido do inglés
Testicular Sperm Extraction) seguida de injecao intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI) continua a ser o tratamento primario para estes pacientes apesar de nenhuma
técnica se ter ainda demonstrado efetiva para o tratamento de azoospermia nao
obstrutiva [33, 36].
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Fator feminino

O estudo da infertiidade na mulher comega com uma avaliagdo exaustiva da sua
condicao fisica e da sua histéria clinica, sendo relevante analisar documentagao
referente a sua ovulagao, ao trato reprodutivo feminino e paténcia dos tubos, e realizar

uma avaliagado da cavidade uterina [37].

Varios fatores de risco estdo associados ao aumento da incidéncia da infertilidade em
mulheres, sendo a obesidade, idade avangada da mulher, tabagismo e fatores
ambientais os mais impactantes. Esses fatores interferem no aparecimento de danos

nas trompas de Faldpio e interferem com a ovulagédo e com a regulagdo hormonal [38].

Fatores ambientais como a exposicdo a hidrocarbonetos clorados e fumicidas estao
associados a uma maior incidéncia de abortamentos espontaneos [38]. A obesidade
pode também afetar negativamente a fertilidade feminina através da desregulagéo da
menstruacao e ovulacao, diminuindo a eficiéncia das técnicas de reproducao assistida

e dificultando o processo fisioldgico na gravidez e no parto [39].

Além dos fatores previamente mencionados, mulheres fumadoras e/ou em idade
avancada podem vir a apresentar graves problemas de infertilidade. O consumo de
tabaco contribui para a deplegao dos foliculos ovaricos, o que leva a diminuigdo da
reserva ovarica da mulher. Tal afeta negativamente a fecundagdo, aumentando, por
conseguinte, o tempo de concecdo. O tabaco pode também causar danos no DNA
nuclear devido a sua exposi¢ao a stress oxidativo, aumentando assim a incidéncia de

abortamentos, entre outros problemas [40, 41].

A idade avancada da mulher é cada vez um fator mais relevante e presente quando se
fala de infertilidade feminina. Cada vez mais mulheres jovens optam por priorizar a sua

educacao e carreira profissional em detrimento da constituicao de familia [42, 43].

No entanto, este retardamento da concecédo pode ter consequéncias na capacidade
reprodutiva da mulher pois com a idade, a reserva ovocitaria, bem como a sua qualidade
diminui, devido a falha de mecanismos que controlem a divisdo celular, o que por sua
vez leva a perda de competéncia genética dos embrides e a uma maior chance de
abortamento [38, 40, 42].

Tal como referido anteriormente, a infertilidade feminina € uma doenca multifatorial.
Estes fatores, por sua vez, podem causar infertilidade através de alteragdes ovulatérias,
tubares, uterinas ou até mesmo devido a presenca de mais de uma alteracdo em
simultaneo [38, 44, 45].
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Os fatores ovulatérios, também designados fatores hormonais, sao disfungdes ovaricas
resultantes de anomalias no eixo hipotalamo-hipéfise-ovario e glandulas enddcrinas
periféricas (hipotiroidismo), da doenca do ovario policistico, ou de disfuncbes
metabdlicas. Estas anomalias podem levar a anovulagdao, a disfungdes do ciclo
resultantes de baixa reserva e qualidade de ovdcitos e a ma resposta endometrial [46,
47].

A OMS definiu, para mulheres com disfun¢gées anovulatorias, 4 grupos distintos de
acordo com o fator causador da disfuncéo. O grupo | engloba mulheres com transtorno
de anovulacdo hipogonadotréfica hipogonadal. O grupo Il reune mulheres com
disturbios de anovulagdo normogonadotroficos normoestrogenémicos. O Grupo Il
reune mulheres com disturbios de anovulagéo hipergonadotroficos. O quarto e ultimo
grupo é referente a mulheres com anovulagéo hiperprolactinémica, ou seja, com niveis

elevados de prolactina [46].

A infertilidade por fator tubarico (IFT) é responsavel por 25%-35% dos casos de
infertilidade feminina e a sua causa mais frequente é a obliteracdo das trompas de
Falopio devido a uma infegcdo provocada por um agente sexualmente transmitido,
Chlamydia trachomatis ou Neisseria gonorrhoeae, que levam ao aparecimento da

doenca inflamatéria pélvica (DIP) [48, 49].

A DIP, por sua vez, causa inflamagéo e danos a longo prazo nas trompas, podendo dar
origem a salpingite istmica nodosa, fimose fimbrial, aglutinagdo fimbrial, obstrugéo

parcial ou total das trompas de faldpio e hidrossalpinge [50, 51].

Episddios repetidos de DIP podem levar ao aumento da incidéncia da infertilidade,
sendo que, apds um episodio, a sua incidéncia é de 10%-12%, apds dois episodios
23%-35% e 54%-75% apods o terceiro episddio. Além disso, a probabilidade de gravidez

ectépica aumenta significativamente apds cada episddio de DIP [50].

Endometriose € uma condicdo que esta associada a IFT e consiste na presenca de
glandulas e estroma endometrial fora do utero. As células endometriais disseminadas
podem levar a uma alteracdo do sistema imune humoral e celular, o0 que por sua vez
causa inflamagao cronica pelas citocinas reativas e pelas quimiocinas produzidas pelo
endomeétrio ectopico resultando em danos semelhantes aos observados na DIP. A

endometriose é responsavel por 7% a 14% dos casos, em mulheres com IFT [50, 52].

As infe¢des tubaricas responsaveis pela IFT podem ser divididas em salpingite primaria
e secundaria. A primaria deve-se a uma infecao ascendente a partir do canal cervical e

a secundaria a um processo de infecdo na cavidade abdominal [48].
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Alinfertilidade por fator uterino pode ser definida como a condig¢ao resultante da completa
auséncia ou nao funcionamento do utero, provocada por anomalias congénitas e
adquiridas, que incluem agenesia uterina, histerectomias, malformacgbes uterinas,

polipos, miomas, adenomioses, sinequias e irradiagao uterina [53, 54].

No caso das mulheres que apresentem uma total auséncia de utero, esta condicao
deve-se a uma falha no processo de organogénese que ocorre entre a oitava e décima
sexta semana de gestacdo. Neste processo, os canais de Muller desenvolvem-se e
fundem dando origem a parte superior da vagina, cérvix e utero. Apds o0s canais se
fundirem, forma-se a cavidade uterina e um unico cérvix. Qualquer falha neste processo

levara a anomalias uterinas congénitas [54, 55].

Os tratamentos em casos de auséncia completa de utero sao ainda limitados. O
transplante uterino surge como o primeiro tratamento para casos de infertilidade do fator
uterino absolutos. No entanto, apesar da evolugdo constante deste tipo de

procedimentos, ainda se encontram numa fase muito inicial [50, 54].

Ao contrario de outros tipos de transplantes, como do figado e rins, os transplantes
uterinos n&do sado supostos durar toda a vida da recetora. O objetivo do utero
transplantado é apenas de permanecer in situ durante as gravidezes pretendidas
(normalmente uma ou duas), pois durante o tempo de manutengédo do transplante e
gravidez a recetora necessita de estar imunossuprimida. Apés o término da gravidez o
excerto é removido de modo a diminuir os efeitos secundarios da imunossupressao a

longo prazo e a evitar a ocorréncia de rejeigdo cronica e severa [54].
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1.2. Técnicas de Procriagcao Medicamente Assistida (PMA)

1.2.1. Espermograma

Uma suspensdo concentrada de espermatozoides mantidos nos epididimos € utilizada
para produzir a ejaculacao. O fluido prostatico é adicionado a mistura e utilizado para a
diluir na uretra, finalmente, a secrecéo das vesiculas seminais € esvaziada, produzindo

assim o esperma [4].

O espermograma, ou avaliacdo da amostra seminal, € uma técnica que permite analisar
a qualidade e funcdo espermatica do homem de modo a determinar o tratamento

adequado para a subfertilidade masculina [4].

Este exame permite avaliar a fungao reprodutora masculina e a permeabilidade do trato
genital, o que por sua vez viabiliza uma estimativa geral do potencial de fertilidade do
homem. A avaliagdo clinica do homem, juntamente com as analises do sémen,
possibilitam uma escolha mais assertiva e ponderada do tratamento a realizar pelo casal

infértil por parte do clinico [4].

Vérios aspetos podem influenciar as caracteristicas do ejaculado, por exemplo, o
tamanho dos testiculos esta diretamente relacionado com o numero total de
espermatozoides produzidos por dia, o que por sua vez esta também esta relacionado
com a morfologia espermatica. O estado enddcrino, a medicagao que o homem esteja
a tomar e suplementos ou medicagao nao prescrita como esteroides anabdlicos podem

contribuir para a variagédo na composi¢cao do sémen [4].

Num espermograma realiza-se uma analise macroscopica e uma analise microscopica

ao esperma (como referido em 1.1.2) [4].

A andlise da amostra seminal é o passo inicial e também o mais essencial na avaliacao
da fertiidade masculina e na determinacdo da gravidade da infertilidade do fator

masculino [56].

1.2.2. FIV

A fertilizacdo in vitro (FIV) é uma técnica de PMA comummente utilizada. Este
procedimento foi inicialmente desenvolvido de modo a servir de tratamento para
mulheres com doenga tubarica severa. No entanto, atualmente é vastamente utilizada
em outras situagcdes como, infertilidade severa do fator masculino, endometriose,
disfuncdo ovulatéria, reserva ovarica reduzida e em casos em que a causa da

infertilidade nao pode ser determinada [57-59].
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Esta técnica ganhou destaque quando, em 1978, na Inglaterra, nasceu o primeiro ser
humano a partir de FIV. Desde entdo, houve uma enorme evolugdo do seu
procedimento, principalmente devido a transicdo para a estimulagdo controlada dos
ovarios ao invés da recolha de apenas um ovdcito a partir de uma mulher com um ciclo
menstrual normal. Esta alteracao permitiu maximizar o nimero de ovdcitos recuperados

e, consequentemente, levou a um grande aumento do sucesso da FIV [57-60].

Atualmente, esta técnica é composta por cinco passos principais, estimulacido ovarica
controlada, recuperacao dos ovacitos, fertilizagao, cultura de embrides e transferéncia
dos embrides. Caso se formem embrides em excesso, podera ser realizado um passo

extra de criopreservacgao por vitrificagao para posterior transferéncia [57].

Apesar dos enormes avangos nos procedimentos de FIV que permitiram um aumento
significativo do sucesso desta técnica, varias otimizagdes podem ainda ser realizadas.
Futuramente, uma abordagem mais individualizada no tratamento de mulheres
submetidas a hiperestimulagao ovarica, através da identificagcdo de biomarcadores de
desenvolvimento embrionario e da otimizacdo dos meios de cultura podera ser realizada
de modo a melhorar a qualidade dos ovadcitos e dos embrides e as taxas de gravidez e

de implantacao [58].

1.2.3. ICSI

O inicio do desenvolvimento das técnicas que viriam a culminar na ICSI praticada
atualmente, comecou em finais da década de 80 como um modo de tratamento para
casais com menos de 5x10° espermatozoides moveis progressivos e até mesmo com
azoospermia, que nao podiam realizar tratamentos de FIV. Por esse motivo, foi
introduzida uma primeira técnica designada partial zona dissection (PZD), que consistia
numa pequena abertura na zona pelucida (ZP), permitindo o acesso direto do esperma
a membrana do ovocito. No entanto, os seus resultados demonstraram-se

inconsistentes e pouco satisfatorios [61, 62].

Como alternativa, foi desenvolvida a técnica de subzonal insemination (SUZI) que
consiste na microinjecdo de alguns espermatozoides modveis através do espaco
perivitelino. Apesar do aumento da taxa de fertilizagcao relativamente a PZD, as taxas de

fertilizagao de ambas as técnicas continuavam a ser demasiado reduzidas [61, 62].

A ICSI consiste na injegdo de um unico espermatozoide, o que apresenta maior

potencial de fertilizagdo, no ovocito maduro [63].
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Esta técnica foi introduzida em 1992 como um método para tratar casais com
infertilidade severa do fator masculino, no entanto nas ultimas décadas a sua
popularidade tem aumentado entre pacientes com outros tipos de infertilidade [64].
Apesar de alguns estudos demonstrarem que, tanto a ICSI como a FIV, sao igualmente
eficazes conforme a sua aplicagao, tanto na taxa de fecundacdo como de implantagao,
esta primeira tem sido apontada para o tratamento de casais com infertilidade
inexplicada ou com baixa producdo de ovdcitos, (por exemplo, em casos de idade

materna avangada) [63-65].

A caracteristica que permite que a ICSI seja uma técnica tdo revolucionaria e a distinga
da FIV é a capacidade de se realizar a inseminagao de um ovocito em casos de fator
masculino grave, nomeadamente quando determinadas caracteristicas do sémen, como
a concentracdo, morfologia e motilidade de espermatozoides, se encontram abaixo dos
valores de referéncia. Isto é possivel por ser realizado preliminarmente ao procedimento

de ICSI, uma selecao dos espermatozoides com maior qualidade [62, 63].

Os espermatozoides podem ser obtidos de duas formas: através do ejaculado obtido
por masturbac&do ou por meio de bidpsia testicular. A bidpsia testicular € utilizada em
casos de infertilidade por obstrucdo dos canais excretores, como por exemplo, pela
auséncia bilateral congénita dos canais deferentes, reversao de vasectomia falhada ou
vasoepididimostomia. Além disso, a bidpsia testicular também pode ser utilizada em
casos de azoospermia nao obstrutiva, como disfungéo testicular grave em resultado de
aplasia incompleta das células germinativas, sindrome de células de Sertoli,

hipospermatogénese ou maturagéo incompleta [66].

Atualmente, os métodos de selegao utilizados pré-ICS| dependem de mecanismos de
separacgao por morfologia e motilidade e incluem técnicas como swim up e centrifugagéo
por gradiente de densidade. Contudo, estas técnicas ndo sao capazes de discernir entre
espermatozoides com DNA normal e danificado, sendo que poderao ser inseminados
ovoécitos com espermatozoides com DNA danificado, o que por sua vez levara a uma

percentagem consideravel de embrides com falhas no seu desenvolvimento [63, 67].

Para além da sua utilidade em casos graves de fator masculino, a ICSI pode também
ser utilizada em casais com VIH/VHC (virus da imunodeficiéncia humana/ virus da
hepatite C), em casos em que os ovdcitos tém um numero reduzido e uma morfologia
deficiente, em casos de excesso de polispermia (fertilizagao do ovdcito por mais de um
espermatozoide [68]), quando a ZP é demasiado densa e quando € necessaria a

realizacao de diagnéstico genético pré-implantacao (DPGI) [66].
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O DGPI consiste na analise genética de embrides através da extragao de um ou dois
blastdmeros com nucleos visiveis, idealmente ao terceiro dia de cultura, ou casualmente
em blastocistos (5°-6° dia de cultura) com biopsia de quatro a oito células. Os embrides
sdo obtidos através de ICSI, de modo a reduzir o risco de contaminacgao paternal, que
ocorre em casos de FIV convencional provocado pelos espermatozoides presos na ZP
[69-71].

Este tipo de analise permite que embrides ndo afetados sejam transferidos para o utero
da mulher e possibilita que casais com doengas genéticas tenham filhos saudaveis e

nao lhes transmitam a doenca [69, 70].

1.2.4. Desenvolvimento embrionario

O desenvolvimento embrionario inicia-se com a finalizacido da meiose Il no ovdcito e,
consequentemente, com a fusdo dos pronucleos (PN) haploides feminino e masculino
no zigoto. Os processos que se seguem incluem reprogramagao, clivagens sequenciais,

a segregacao mitética dos cromossomas e a ativagdo do genoma embrionario [72].

O entendimento dos processos que levam ao desenvolvimento embrionario pré-
implantacao sdo importantes em PMA pois permitem a sele¢gdo dos melhores embrides
no momento da transferéncia que proporcionem um aumento das taxas de sucesso das

gravidezes [3].

Contudo, estes mecanismos celulares e moleculares nao sao totalmente entendidos.
Com o conhecimento atual destes processos ainda ndo é possivel garantir a formagao
de embrides totalmente saudaveis sem alteragbes genéticas e epigenéticas

indesejaveis que ocorrem durante a cultura in vitro [73].

Atualmente, as estratégias utilizadas na avaliagdo da potencialidade embrionaria para
implantacao e gravidez recorrem a um sistema de classificagdo baseado na morfologia

dos embrides em certos marcos temporais (Tabela 2) [74].
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Tabela 2: Timing e estagio de desenvolvimento esperado dos ovocitos fertilizados e embrides. Adaptado de The Istanbul
consensus workshop on embryo assessment: proceedings of an expert meeting [2]

. B Timing (horas p6s Estagio de desenvolvimento
Tipo de observagcédo . L
inseminagao) esperado
Verificagao da . .
171 h Estagio pronuclear
fertilizacdo
Verificagido da 9341 h 50% em singamia (até 20% podem
+
singamia estar na fase de 2 células)
Verificagdo da 26+1 h pos ICSI . .
Estagio de duas células
clivagem inicial 28+1 h pos FIV
Avaliagdo de embrides . ,
44+1 h Estagio de 4 células
de segundo dia
Avaliagdo de embrides L. ,
6811 h Estagio de 8 células
de terceiro dia
Avaliagdo de embrides .
9211 h Morula
de quarto dia
Avaliagao de embrides ]
116x1 h Blastocisto

de quinto dia

1.2.41. Avaliagdo da fecundagao e clivagem inicial (Dia 1)

A avaliacdo do desenvolvimento embrionario inicia-se com a avaliagao da fecundacéo.
De acordo com os consensos de Istambul, um ovdcito fecundado deve conter dois PN
e dois glébulos polares (GP) [2]. Caso seja realizada ICSI, a avaliagéo da fertilizagao
ocorre 16-18 horas apds a inseminagao, enquanto nos casos de FIV, esta ocorre 18-20
horas apds a inseminacao [75]. Estas diferencas nos tempos de avaliacao devem-se ao
facto de a ICSI permitir que o espermatozoide ultrapasse a ZP, havendo evidéncias que
demonstram uma rapida fusdo do espermatozoide com o citoplasma do ovécito. Por
outro lado, a FIV convencional esta associada a um maior intervalo de tempo até a
fertilizagado, uma vez que o contacto entre o espermatozoide e o ovécito ndo € imediato,

sendo necessario atravessar a coroa radiata e a ZP [76].

Posteriormente, é necessario realizar uma avaliacao da fertilizagao de modo a identificar

possiveis anomalias [77].
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O numero de PN é um dos critérios a avaliar pois, embrides com um nimero de PN
diferente de 2, estdo associados a uma maior taxa de aneuploidias e ativacdo da

partenogénese (em casos com menos de 2PN) [77-79].

Varios fatores morfolégicos como a simetria e alinhamento dos PN, sao importantes na
andlise da qualidade embrionaria, sendo que estes devem ter tamanho semelhante,
estar muito proximos um do outro e localizados centralmente no ovécito fertilizado [2,
76, 77]

Anomalias no posicionamento periférico, afastamento e tamanho irregular dos PN

podem também ser indicativos de menor qualidade embrionaria [76, 77].

Além disso, também €& necessario ter em consideragdo o numero, simetria e a posigao
relativa dos corpos precursores nucleolares (CPN) que se encontram nos PN.
Preferencialmente, cada pronucleo deve conter cinco a sete CPNs, com distribuigcdes
equivalentes em ambos. Qualquer desvio na quantidade ou na disposicdo dos CPNs

dentro dos PN é considerado anormal [2, 76, 77].

1.2.4.2. Avaliagao de embrides em fase de clivagem (dias 2 e 3)

Com o objetivo de selecionar os embrides de maior qualidade para serem transferidos,
otimizando a eficiéncia clinica e minimizando o risco de gravidezes multiplas, estes sao
selecionados tendo como base a sua morfologia e 0 niumero de células que poderao

refletir o seu potencial de desenvolvimento [76, 80].

Embrides que atingem o estédgio de 4 células e apresentam menos de 10% de
fragmentagédo celular no segundo dia tém um maior potencial de implantacdo em
comparagao com embrides que possuem um numero diferente de blastomeros e/ou um
grau de fragmentagdo maior. Observagbes semelhantes feitas em transferéncias ao
terceiro dia indicam que a selecdo de embrides de 8 células sem ou com poucos

fragmentos celulares estdo associadas a altas taxas de implantagéao. [76, 77, 80, 81].

Figura 1: Desenvolvimento embrionario durante a fase de clivagem (dias 2 e 3): (A) Estagio de 2 células; (B) Estagio de
4 células; (C) Estagio de 8 células. Adaptado de Niakan et al. [3].
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Varios fatores podem resultar na diminuicdo do sucesso do desenvolvimento
embrionario. A fragmentacao, que consiste na formacao de estruturas citoplasmaticas
extracelulares anucleares de origem blastomérica delimitadas por membrana celular, é

um destes fatores [2, 82].

Embrides que apresentem mais de 10% de fragmentagdo tém um desenvolvimento
considerado anormal e estdo mais propicios a interrupgéo da clivagem e degeneracao
por apoptose, sendo que embrides com uma taxa elevada de fragmentacao raramente
resultam em gravidez. Este parametro apresenta trés niveis de fragmentacao distintos:
ligeiro (<10%), moderado (10-25%) e grave (>25%) [83, 84].

A multinucleacdo consiste na presenca de dois ou mais nucleos, ou nucleos
fragmentados, num unico blastomero [85]. A sua ocorréncia é atribuida a diferentes
mecanismos, como a fragmentagao parcial do nucleo, falhas na citocinese e migracao

defeituosa dos cromossomas durante a anafase [85, 86].

A presenga de multinucleagdo nos embrides esta associada ao aparecimento de
anomalias cromossomicas, aumento da fragmentacdo e a um maior numero de
blastbmeros ao segundo e terceiro dia. Estas alteragbes no desenvolvimento
embrionario podem resultar num tamanho irregular das células, a interrup¢cdo do seu

desenvolvimento e a taxas de gravidez e nascimento inferiores [86, 87].

A clivagem celular irregular representa outro fator que afeta o desenvolvimento
embrionario, através da formacdo de blastdmeros de tamanhos diferentes. Esta
deficiéncia esta confirmada que afeta negativamente a capacidade de desenvolvimento
do embrido e, consequentemente o resultado da gravidez, estando associada a
fendbmenos de multinucleacdo, anomalias cromossomicas ou até a uma distribuicdo
desigual de proteinas, mRNA (traduzido do inglés messenger ribonucleic acid),

mitocondrias, entre outros componentes celulares nos embrides [2, 88].

O indicador mais importante da viabilidade embrionaria é a divisdo celular, sendo que
embrides de boa qualidade necessitam de apresentar cinética e sincronia adequadas
durante a divisdo. Em condi¢cdes normais, a divisdo celular ocorre a cada 18-20h, sendo
que embrides que se dividam demasiado cedo ou demasiado tarde apresentam uma
pior taxa de implantacdo e poderdao apresentar defeitos metabdlicos e/ou

cromossomicos [2, 89].

Os embrides podem ser classificados como ‘“lentos”, “normais” ou “acelerados”

consoante a sua taxa de divisado celular. Embrides que apresentem 6 ou menos células
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ao 3° dia de desenvolvimento (68t1h pds inseminagao) sao considerados “lentos”.
Embrides “normais” sdo aqueles que alcancem 7-9 células no dia 3, apresentem <15%
de fragmentacado sem multinucleacdo e que tenham sofrido clivagem nas ultimas 24h.
Um embrido “acelerado” contém mais de 9 blastdmeros ao 3° dia. Adicionalmente, um
embrido pode também ser considerado “detido” caso nao tenha realizado clivagem nas
ultimas 24h [2].

A avaliagdo morfolégica de embrides em fase de clivagem (dias 2-3) pode também
incluir par@metros adicionais como, a vacuolizagao [89], granulosidade citoplasmatica e

aparéncia da membrana [2, 77].

Tabela 3: Classificagdo dos embrides em fase de clivagem. Adaptado de The Istanbul consensus workshop on embryo
assessment: proceedings of an expert meeting [2]

Nota | Classificagao Descrigao

<10% de fragmentacao

Tamanho das células adequado ao estagio em que se
1 Bom
encontra

Auséncia de multinucleacao

10-25% de fragmentacgéo

i Tamanho de maior parte das células adequado ao estagio
2 Razoavel
em que se encontra

Auséncia de multinucleacao

>25% de fragmentacao

Tamanho celular ndo adequado ao estagio em que se
3 Fraco
encontra

Presenca de multinucleagao
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1.2.4.3. Fase de moérula e blastocisto

A fase de formagdo da moérula é um dos passos mais negligenciados do
desenvolvimento embrionario, em parte devido a necessidade de ndo se observar
demasiado os embrides, para evitar a sua remog¢ao do ambiente controlado da estufa,
e da falta de um sistema de classificagdo definitivo da sua morfologia. No entanto, com
a introdugao das tecnologias de time-lapse, tornou-se possivel visualizar os embrides e
os eventos morfocinéticos chave que ocorrem durante o seu desenvolvimento, sem o
condicionar [76, 77, 90].

Figura 2: Desenvolvimento embrionario durante a fase de moérula (dia 4), caracterizada pela presenca de um
aglomerado de blastomeros compactados e contidos no interior da ZP. Adaptado de Niakan et al. [3].

Por este motivo, novos sistemas de classificagao da qualidade embrionaria ao quarto
dia tém surgido, com base na proporgdo de blastdbmeros em compactagdo, na
morfologia da massa multicelular e também na quantidade de fragmentagéo. Apesar de
estudos apontarem que este tipo de sistema de classificacdo poderia ser adotado e

aplicado com sucesso, a sua utilizacdo ainda nao foi amplamente aceite [76, 77, 91].

O estudo do blastocisto, em semelhanga as outras fases, é feita com base em critérios
morfoldgicos, sendo eles a extensédo da expansao do blastocélio e a qualidade da MCI
e da TE [2, 92]. O desenvolvimento da trofectoderme (TE) indicara a capacidade do
embrido para se fixar e implantar no endométrio, enquanto o desenvolvimento da massa

celular interna (MCI) é essencial para o crescimento do feto [2].

A avaliacao da qualidade embrionaria na fase de formacao do blastocisto é importante
porque permite a sua analise apos a ativagdo do genoma embrionario, a uma sele¢ao
dos embrides mais viaveis e a reducdo do numero de embrides transferidos, evitando

assim a ocorréncia de gestagdes multiplas [93].
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Gardner e Schoolcraft [94] inicialmente desenvolveram um sistema de classificagcao que
se baseava no grau de desenvolvimento e expansao do blastocélio e na morfologia da
TE e MCI. Com a expansao do embrido, estas duas estruturas ficavam mais evidentes

e entendeu-se que seria necessario atribuir-lhes pontuag¢des independentes [2, 93].

Tanto a TE como a MCI passaram a ser avaliadas numa escala de classificagdo
alfabética (Tabela 4) [2].

Tabela 4: Classificagdo de Gardner e Schoolcraft para a qualidade embrionaria na fase de blastocisto. Adaptado de The
Istanbul consensus workshop on embryo assessment: proceedings of an expert meeting [2]

A v" MCI densamente compactada com muitas células
Massa celular . -
] B v" MCI pouco compacto com muitas células
interna ;
C v" MCI com muito poucas células
o v" TE com muitas células formando um epitélio
coeso
Trofectoderme . —
B v' TE com poucas células formando um epitélio solto
TE com muito poucas células

Este sistema foi posteriormente atualizado para incluir a pontuagdo D (células

degenerativas) para a avaliagao da TE e, D e E para a avaliagdo da MCI [2].

Em 2010, com os consensos de Istambul, foi estabelecido que um blastocisto
idealmente desenvolvido encontrar-se-a, ao quinto dia (116+2h), totalmente expandido
com uma MCI proeminente, facilmente distinguivel e constituido por muitas células
compactadas e aderidas firmemente. Além disso, devera apresentar também uma TE

constituida por um elevado numero de células de modo a formar um epitélio coesivo [2].

Figura 3: Desenvolvimento embrionario durante a fase de blastocisto (dia 5). O blastocisto é caracterizado pelo
aparecimento de uma cavidade na sua regido central (blastocélio) e pela diferenciagdo da MCI e da TE. Adaptado de
Niakan et al. [3].
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Nesse encontro, um novo sistema de classificagdo baseado na escala de Gardner foi
estabelecido, contudo esta seria convertida numa escala numérica de modo a facilitar a
introducdo de dados em bases de dados numéricas e facilitar a analise estatistica
(Tabela 5) [2].

Tabela 5: Classificagédo do estagio de desenvolvimento e da qualidade da MCl e TE. Adaptado de The Istanbul consensus
workshop on embryo assessment: proceedings of an expert meeting [2]

Nota | Classificagao Descrigcao
1 v Inicial
Estagio de 2 v Blastocisto
desenvolvimento 3 v' Expandido
4 v' Eclodido
v" Proeminente, facilmente
discernivel, com muitas
1 Bom células compactadas e
firmemente aderidas umas as
outras
ICM . . -
v Facilmente discernivel, com
2 Razoavel muitas células que estao
agrupadas de forma solta.
v" Dificil de discernir, com
3 Fraco .
poucas células
v' Muitas células que formam um
1 Bom o
epitélio coeso
TE . v" Poucas células formando um
2 Razoavel o
epitélio solto
3 Fraco ¥v" Muito poucas células
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1.2.5. Tecnologia time-lapse

A cultura in vitro de embrides sofreu imensas melhorias nos ultimos anos. Desde o
desenvolvimento de novos meios de cultura e incubadoras, estas novas tecnologias tém
permitido o crescimento de embrides até a fase de blastocisto rotineiramente. Contudo,
o0 desenvolvimento de técnicas que permitam a avaliagdo da competéncia no

desenvolvimento embrionario tem-se demonstrado significativamente mais lento [95].

A determinacao da viabilidade e qualidade do embrido é fundamental para o sucesso do
tratamento de FIV. Desde o surgimento da FIV, a analise morfolégica tem sido
amplamente utilizada para escolher os embriées mais desenvolvidos e competentes de

um grupo disponivel [96, 97].

Anteriormente a tecnologia de time-lapse, os embrides eram retirados da incubadora
uma vez por dia para avaliar a clivagem e a morfologia, no entanto, este método tem as
suas desvantagens, pois implica uma manipulacdo frequente do embrido e uma
exposicao repetida a condigdes potencialmente nocivas fora da incubadora. Além disso,
este tipo de monitorizagdo apenas permite obter uma imagem instantdnea de um

processo dinamico [95-98].

Esta avaliacdo estatica do embrido em momentos pré-determinados apresenta
limitacbes evidentes, como grande variacdo nos resultados entre diferentes
observadores e até do mesmo observador, além de n&o ser capaz de detetar eventos

cruciais que podem afetar negativamente a viabilidade do embridao [95-98].

Com a introducao dos sistemas de time-lapse, este problema foi resolvido, pois esta
nova tecnologia permitiu acompanhar o desenvolvimento embriondrio de forma

continua, através da captura automatizada de imagens a cada 5-20 minutos [95-98].

Esta visualizacdo continua dos embrides sem a necessidade da sua remocido da
incubadora trouxe duas grandes vantagens relativamente a monitorizagao tradicional,
sendo a primeira a quantidade de informacao extra que permitiu obter sobre a cinética
do desenvolvimento e marcadores fenotipicos, devido a presenga de uma camara na

incubadora que tira fotos dos embrides em intervalos pré-definidos [95-98].

A utilizacdo de parametros morfocinéticos, ou seja, a duragao dos ciclos celulares e os
momentos das mudangas morfolégicas embrionarias, que sdo medidos a partir do
momento da inseminagio, foi demonstrada em varios estudos tendo um impacto
positivo nas taxas de implantagéo e gravidez, na capacidade de prever a formagao de

blastocistos e na sele¢céo de embrides [95-98].



Técnicas de Reproducdo Assistida: Taxa de sucesso da ICSI| 20

A segunda vantagem destes sistemas € que a classificagdo dos embrides pode ser
realizada sem retira-los da incubadora. Isso permite que os embrides permanegam num
ambiente menos perturbado, sem variagbes no pH, luminosidade, temperatura,
humidade e composi¢do gasosa, que sao comuns na avaliagdo diaria tradicional dos
embrides [95-98].

Por estes motivos varios laboratérios clinicos de FIV comegaram a adquirir sistemas de
time-lapse [95-98].

Atualmente existem trés sistemas de imagiologia de time-lapse utilizados em
laboratérios de embriologia clinica, sendo eles, Primo Vision, EmbryoScope e Eeva.
Todos estes sistemas apresentam um microscopio invertido digital que captura imagens
dos embrides a 5-20 minutos. Estas imagens sao entdo processadas e convertidas em

videos que podem ser revistos para uma analise detalhada [95, 98].

Os trés sistemas apresentam diferencas na fonte de luz utilizada e na maneira como os
embrides sao posicionados para serem visualizados, ou seja, o sistema pode manter a

placa de cultura imoével ou movimenta-la constantemente com os embrides [95, 98].
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2. Objetivos

A ICSI é a técnica de PMA mais comumente utilizada em centros de fertilidade a nivel
global [62, 63, 99], sendo especialmente importante em casos de fator masculino grave,
como por exemplo, concentracdo, morfologia e motilidade de espermatozoides abaixo

dos valores de referéncia [4, 61-63, 100].

Tendo isto em consideragdo, o objetivo deste trabalho consiste na comparacdo das
taxas de fecundagao, formacao de blastocistos e implantacdo de casais que realizaram
ICSI, com mulheres dos grupos etarios <35 anos e >35 anos e homens com 0%, 1-2%
ou 3-4% de espermatozoides morfologicamente normais. Em suma, este estudo
pretende avaliar de que modo estes fatores (idade da mulher e morfologia) influenciam

a taxa de sucesso do procedimento de ICSI.

Serao formados 6 grupos de casais, distribuindo as mulheres pelos dois grupos etarios
(=35 e >35) e os homens de acordo com os intervalos de morfologia referidos
anteriormente (0%, 1- 2%, 3-4%).

Também se procedera a comparacao entre as taxas de sucesso da transferéncia de

embrides a fresco (TEF) e a transferéncia de embrides criopreservados (TEC).
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3. Métodos
3.1 Trabalho laboratorial

Na duracdo do estagio curricular, todo o material utilizado, tanto laboratorial como

bioldgico, foi cedido pelo CEIE.

As placas de cultura foram preparadas na véspera da sua utilizacdo com o meio de
cultura adequado, garantindo o equilibrio da temperatura (37°C) e pH, sendo cobertas
com parafina liquida (OVOIL™, Vitrolife), a excecdo das placas utilizadas na

transferéncia embrionaria.

As estufas utilizadas para a manutencgao das células (gdmetas e embrides) e dos meios

de cultura encontravam-se a 37°C com 6% de CO2 e 5% de O2.

Com excegdo do procedimento de avaliagio da qualidade espermatica

(espermograma), todos os procedimentos foram realizados em ambiente assético.

Apds a realizacao dos procedimentos de FIV e ICSI, os embrides foram colocados em

placas de time-lapse para serem incubados no equipamento Geri+.

3.2 Espermograma

A amostra seminal utilizada na avaliacdo da qualidade espermatica foi obtida por
masturbacéo, na sala de colheitas perto do laboratério, para um frasco estéril de recolha
de fluidos bioldégicos com identificagcdo do respetivo paciente e do numero do

espermograma.
Este exame deve ser realizado apds um periodo de 2 a 3 dias de abstinéncia sexual.

Apds a colheita da amostra seminal, esta foi transportada para o laboratério de
andrologia e colocada dentro de uma estufa a 37°C até completar a liquefagédo. A
amostra foi colocada numa placa de aquecimento, também a 37°C, de modo a manter
uma temperatura adequada que ndo comprometa nenhum dos parametros avaliados

durante o espermograma.
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3.2.1 Parametros Macroscopicos
3.211 Volume

A medicdo do volume da amostra foi realizada recorrendo a uma pipeta serolégica. O

valor minimo de referéncia € de 1,5mL.

3.21.2 pH

O valor do pH foi obtido mergulhando uma fita indicadora de pH na amostra seminal ou
espalhando uma gota da amostra na fita e comparando a cor exibida com as de
referéncia presentes na embalagem. Apesar de ser um pardmetro com pouco interesse
clinico, a OMS definiu um valor de referéncia de 7,2, sendo que valores inferiores podem

ser indicativos de falta de fluido seminal alcalino ou contaminagao por urina.

3.21.3 Cheiro

O odor da amostra seminal deve ser sui generis, sendo que um forte odor a urina ou

putrefacao deve ser registado.

3.214 Viscosidade

Para avaliar a viscosidade do ejaculado, é necessario aspira-lo com uma pipeta
serolégica e permitir que este caia por acdo da gravidade. Uma amostra seminal que
caia gota a gota é considerada normal. Caso ela forme um fio de mais de 2cm, significa

que apresenta uma viscosidade anormal.

3.21.5 Aspeto visual

O aspeto visual do ejaculado permite estimar a sua concentracdo. Uma aparéncia
homogénea, de cor creme/cinzento opaco é indicativa de uma concentracdo elevada de
espermatozoides, enquanto uma cor menos opaca pode significar que a amostra

apresenta uma menor concentragao.

A cor do ejaculado pode fornecer informagdes sobre outras caracteristicas. Uma cor
amarelada pode indicar um tempo de abstinéncia elevado, enquanto uma cor vermelha
acastanhada pode indicar presenga de eritrécitos. Caso apresente uma cor amarelo-

clara pode significar que o paciente consome vitaminas ou drogas. Quando o ejaculado
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€ completamente transparente, é necessario averiguar se o paciente atingiu o orgasmo
durante a recolha, pois pode estar apenas presente a amostra pré-ejaculado das

gléandulas de Cowper.

3.21.6 Liquefagao

Logo apds a ejaculagao, o ejaculado é tipicamente uma massa semissélida coagulada
e gelatinosa. O frasco de colheita foi colocado na estufa a 37°C de modo a facilitar a

sua liquefagao.

Primeiramente, durante o processo de liquefagao, forma-se uma mistura homogeénea de
grumos semi-solidos no fluido, de seguida o ejaculado comega a ficar mais homogéneo

€ menos viscoso até so sobrarem pequenas areas de coagulagao.

3.2.2 Parametros microscopicos
3.2.21 Motilidade

A motilidade deve ser avaliada logo apés liquefacdo da amostra de modo a evitar

desidratacao e variagdes induzidas pelo pH ou temperatura [101].

A avaliacao da motilidade foi realizada colocando uma gota de 10uL de amostra seminal
numa lamina previamente aquecida na placa de aquecimento e cobrindo-a com uma
lamela. De seguida, foi observada ao microscopio de contraste de fase e realizaram-se

duas contagens de 200 espermatozoides.

A contagem deve ser realizada evitando areas perto das bordas da lamela e devem ser
utilizados pelo menos 5 campos distintos de modo a evitar a visualizagdo da mesma

area.

Os espermatozoides podem ser classificados em 4 categorias: progressivos rapidos,
quando se movem ativamente percorrendo uma distancia de pelo menos 25um/min;
progressivos lentos, quando se movem ativamente percorrendo uma distancia de 5-
25um/min; in situ, quando se movem ativamente, mas sem progressao; iméveis, quando

nao ha qualquer movimento.
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3.2.2.2 Vitalidade

A vitalidade dos espermatozoides pode ser estimada através da determinacido da

integridade da membrana celular.

O teste de coloracdo com eosina Y tem como base esse mesmo principio. Inicialmente,
num tubo de ensaio foram pipetados 10uL da amostra e 10uL de eosina Y e aguardou-
se 5 minutos. De seguida, foi realizado um esfregaco e no microscopio de contraste de
fase foram contados 200 espermatozoides em contraste de fase negativo. Os
espermatozoides vivos apresentavam uma cor esverdeada, enquanto que os mortos
apresentavam uma cor avermelhada devido a entrada do corante, pela falta de

integridade da membrana celular.

Além do teste de coloracdo com eosina Y, também foi realizado o teste de
hipoosmolaridade. Este teste parte do principio que apenas células com membranas

intactas conseguem inchar em solug¢des hipoténicas.

Para realizar este teste, comecou-se por pipetar 10uL de amostra seminal e 90uL de
solugao hipoosmoética. A mistura foi colocada na estufa a 37°C durante 30 minutos. Apds
esse periodo, uma gota de 10uL da mistura foi observada ao microscopio de contraste

de fase, coberta por uma lamela, e procedeu-se a contagem de 200 espermatozoides.

Espermatozoides vivos diferem dos mortos por apresentarem caudas enroladas e

inchadas, enquanto os mortos mantém a sua cauda intacta.

3.223 Concentragao

A determinagao da concentracao iniciou-se com a diluicao de 50uL de amostra seminal
com uma solucao fixadora. Esta diluicdo é determinada no inicio da avaliacdo dos
padrdes microscopios tendo como base o numero médio de espermatozoides

observados em cada campo.

De seguida, foram pipetados 10uL da solugéo diluida numa camara de Neubauer em
camara humida e, apos 30 minutos, procedeu-se a contagem dos espermatozoides

(minimo de 200 na totalidade dos campos observados) e calculo da concentragéo.

A determinacao da concentragdo depende do nimero de espermatozoides contados, do
fator de diluicdo utilizado, do numero de quadrados contabilizados e do volume e

profundidade da camara de Neubauer.
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3.224 Morfologia

Para a avaliagdo da morfologia foi necessario realizar inicialmente um esfregago com
10uL da amostra seminal. Apds secagem ao ar livre da lamina procedeu-se a fixagao do
esfregago em metanol e posteriormente esta foi corada com os corantes Papanicolau e
Shorr.

De seguida, recorrendo a um microscopio de campo claro, usando a objetiva de éleo de
imers&o (1000x), foram contados 200 espermatozoides e foi avaliada a sua morfologia

de acordo com os critérios de classificagao morfolégica da OMS [4].

Para uma correta determinacdo da morfologia dos espermatozoides €& necessario
avaliar a morfologia especifica da cabeca, peca intermédia, cauda e ainda a presenca

de residuos anormais no citoplasma.

A. Head defects

(a) (0] () )] [e) ]
Tapered Pyriform Round Amorphous Wacuolated Small

_— acrosoma
scrosome o ?
w

B. Neck and midpiece defects C. Tail defects D. Excess residual
cytoplasm

(g) ) 0} () (k) 0} (m) (n)
Bentneck  Asymmetrical  Thick Thin Short Bent Coiled > one third
insertion head

VT TS T

Figura 4: Imagem ilustrativa de possiveis anomalias na morfologia do espermatozoide. Adaptado de WHO laboratory
manual for the examination and processing of human semen [4].
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3.3 Processamento laboratorial

No comecgo de cada ciclo, é necessario realizar o processamento tanto dos gametas
masculinos como femininos. O processamento dos gdmetas masculinos é importante
pois permite a separagcdo dos espermatozoides normais ndo s6 dos fatores
descapacitantes presentes no plasma seminal, mas também de espermatozoides
imoveis e outras células que poderao estar presentes na amostra. O processamento
dos gametas femininos permite a remogao de restos celulares, vestigios de sangue e
residuos do liquido folicular que se encontrem ligados ao complexo cumulus-ovécito
(CCO).

3.3.1 Processamento dos gametas masculinos

Apoés a colheita da amostra seminal do paciente, esta foi incubada por um periodo de

aproximadamente 30 minutos numa estufa a 37°C, até a sua liquefacao.

De seguida, procedeu-se a preparacéo dos gradientes de densidade descontinuos em
tubos falcon. Dois tubos foram preparados, ambos com um volume final de 1mL, no
primeiro pipetou-se 0,8mL de gradiente de silica (SpermGrad™, Vitrolife) e 0,2mL de
meio de cultura (G-IVF PLUS™, Vitrolife), para uma concentragao final de 80% (v/v), no
segundo pipetou-se 0,4mL de gradiente de silica e 0,6mL de meio de cultura, perfazendo

uma concentracao final de 40% (v/v).

Antes de realizar o processamento, foi feita uma avaliagdo do volume e concentracao
da amostra ao microscopio de contraste de fase para determinar o volume dos

gradientes que seriam utilizados.

O gradiente de concentracao 80% (v/v) foi transferido cuidadosamente para baixo do

gradiente de 40% (v/v) com o auxilio de uma seringa.

Assim que a amostra se encontrava liquefeita, foi colocada lentamente no topo dos dois

gradientes. O tubo foi entdo levado a centrifugar durante 25 min, a 1000 rpm e 35°C.

Apods a centrifugacao, o sobrenadante resultante foi descartado e o pellet ressuspenso
e transferido para um novo tubo de falcon. Para realizar uma ultima lavagem do pellet,
foram adicionados 2mL de meio de cultura, previamente equilibrados a 37°C, ao novo
tubo de falcon. Realizou-se uma centrifugagcdao de 10 min, a 1000 rpm e 35°C, para

remover os restos celulares e do gradiente de densidade ainda existentes.
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Finalmente, o sobrenadante foi novamente descartado de forma a ficar apenas o pellet
no fundo do tubo. Sem perturbar o sedimento, adicionou-se meio de cultura até um
maximo de 0,5mL (volume dependente da concentracdo de espermatozoides e da

técnica de PMA a realizar).

No swim up, os tubos foram colocados a temperatura ambiente, numa posi¢ao
ligeiramente inclinada (45°), por um periodo minimo de 30 min, permitindo a deslocacao

dos espermatozoides com motilidade progressiva até a superficie.

3.3.2 Processamento dos gametas femininos

Com o objetivo de obter o maior numero possivel de ovdcitos maduros para os
procedimentos de PMA, as pacientes e as dadoras foram submetidas a uma

estimulagao ovarica controlada.

Neste tratamento, verificou-se a inibicdo da ovulacdo natural da mulher através da
administracdo de agonistas ou antagonistas do fator libertador de gonadotrofinas
(GnRH). Os primeiros, levam a dessensibilizacdo hipofisaria, inibindo a producéo de
FSH e de LH, enquanto que os antagonistas de GnRH impedem a libertacdo destas

hormonas pela hipdfise.

Quando pelo menos trés foliculos alcangaram um didametro de 17mm, foi administrada
gonadotrofina coridénica humana (hCG) para que atinjissem a sua maturacao final e
fosse induzida a ovulagao. A pungao folicular ocorreu 34 a 36 horas apods a injegao desta

hormona.

A puncéo transvaginal dos foliculos decorreu numa das salas de tratamento do CEIE.
Nesta, o ginecologista, sob controlo ecografico, perfurou a capsula do ovario utilizando
uma agulha acoplada a um sistema de vacuo e aspirou o liquido folicular para tubos de

poliestireno, previamente aquecidos a 37°C.

Ap6s a pungao, os tubos contendo o liquido folicular foram transportados para o

laboratério de embriologia, onde se iniciou a pesquisa por CCO.

A pesquisa foi realizada numa bancada de fluxo laminar, com superficie aquecida a
37°C. O liquido folicular foi vertido numa placa de Petri e observado ao

estereomicroscopio, permitindo assim a localizagao e isolamento dos CCO.

Os CCO encontrados foram transferidos para uma placa de lavagem de meio
tamponado (G-MOPS PLUS™, Vitrolife) de modo a remover restos celulares, sangue e

liquido folicular que se encontrassem ligados ao CCO.
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De seguida, os ovdcitos foram colocados numa placa com meio de cultura e incubados
numa estufa a 37°C, com 6% de CO, e 5% de O..

3.4 Procedimento de FIV

Em ciclos de FIV, os CCO mantiveram-se em incubagao por 4 a 6 horas apds a pungao
até serem inseminados. No momento da inseminacgéo, foi retirada uma aliquota de 10uL
da amostra seminal processada para uma camara de Neubauer e procedeu-se a
contagem do numero de espermatozoides méveis em 5 quadrados diferentes. Esta
contagem teve como objetivo calcular o volume de amostra a colocar em cada pogo de
modo que a concentragdo de espermatozoides progressivos por mL fosse 1x10°. Para

tal recorremos a formula:
1
Vamostra = N x 1000

V = volume a inseminar por pogo
N = numero total de espermatozoides nos 5 quadrados

O volume calculado de amostra seminal foi entdo pipetado recorrendo a uma
micropipeta, para os pog¢os onde se encontravam os CCO. De seguida, observou-se a
placa de cultura ao microscopio 6tico invertido e os CCO foram incubados com os

espermatozoides por um periodo de 17x1h.

Figura 5: Imagem ilustrativa do procedimento de FIV. Apés o processamento dos gametas masculinos, realiza-se o
célculo do volume de amostra seminal a pipetar recorrendo a uma cadmara de Neubauer. Posteriormente, os
espermatozoides sao pipetados nos pogos contendo os CCO. Criada com Biorender.com.
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Apds o periodo de incubacédo, procedeu-se a desnudagdo mecanica dos ovocitos e
avaliagao da fecundacéao, que é caracterizada pela presencga de dois PN e dois GP no

embrido. Os embrides viaveis foram incubados no equipamento de time-lapse Geri+.

3.5 Procedimento de ICSI

Em ciclos de ICSI, os CCO obtidos durante a pesquisa foram incubados por um periodo
minimo de 3 horas apds o qual se procedeu a sua desnudagdo. Ao contrario do
procedimento de FIV, os CCO no ciclo de ICSI ndo foram submetidos apenas a
desnudacdo mecanica, mas sim desnudagdo enzimatica seguida de desnudagao

mecéanica.

O processo de desnudacao iniciou-se com a colocag¢ao de um CCO numa gota de 80uL
de enzima hialuronidase, seguida de aspira¢des sucessivas por um periodo de 20-25
segundos, de modo a dispersar o cumulus envolvente. De seguida, os ovdcitos foram
transferidos para um pogo com meio tamponado onde sofreram desnudacdo mecanica

para remover a totalidade das células circundantes.

Antes de se iniciar o procedimento de ICSI, foi necessaria a preparacao de uma placa
de microinjecdo. Com esse propdsito, foram colocadas no lado direito de uma placa de
Petri gotas de 5uL de meio tamponado de acordo com o numero de ovocitos que seriam
submetidos a microinjecdo e a esquerda duas colunas de 10uL de meio
polivinilpirrolidona (PVP), que tém como fungéo diminuir a velocidade de movimentagao
dos espermatozoides. A placa foi entdo coberta com parafina liquida e incubada a 37°C

na estufa até a sua utilizago.

No inicio do procedimento de ICSI, foi colocada uma aliquota da amostra seminal, de
volume dependente da concentragao espermatica, na primeira gota de PVP. Os ovdcitos
maduros obtidos durante o processamento dos gametas femininos, foram colocados

nas gotas de meio tamponado.

A microinjecao foi realizada com recurso a um microscépio 6tico invertido com superficie
aquecida a 37°C e um conjunto de micromanipuladores que permitem a
micromanipulagdo da micropipeta de sustentagédo, que tem como fungao imobilizar o
ovocito, e de microinjegao ou ICSI, responsavel por aspirar, imobilizar e microinjetar os

espermatozoides.

Para a microinjecdo, foi necessario primeiramente realizar a pesquisa de

espermatozoides. Com recurso a pipeta de microinjegdo, foram selecionados e
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aspirados os espermatozoides que apresentavam a melhor morfologia e de seguida
transferidos para a segunda coluna de PVP onde foram imobilizados através da quebra
da sua cauda e novamente aspirados pela cauda. A imobilizacdo dos espermatozoides

tem como objetivo evitar que estes saiam de dentro do ovdcito apds a microinjegao.

De seguida, o espermatozoide selecionado foi transportado até a gota de meio
tamponado. Aqui, o ovécito maduro encontrava-se posicionado de modo que o seu
glébulo polar estivesse localizado perpendicularmente a dire¢cdo de microinjecéo e

imobilizado pela micropipeta de sustentagcdo como descrito na Figura 6.

Figura 6: Imagem ilustrativa do posicionamento do ovécito no momento da microinjegcdo. GP posicionado as 12 horas
em relacdo a micropipeta de microinjegéo. Adaptado de Rubino et al. [5].

A membrana citoplasmatica do ovécito foi devidamente focada e, a pipeta de
microinjegdo contendo o espermatozoide ja na sua extremidade, foi utilizada para
penetrar a ZP e a membrana citoplasmatica. Ja no interior do ovdcito, foi aspirado um
pequeno volume de citoplasma e novamente injetado juntamente com o

espermatozoide.

Finalmente, a micropipeta de microinjecao foi retirada lentamente com o objetivo de

evitar a saida do espermatozoide do interior do ovdcito.



Técnicas de Reproducdo Assistida: Taxa de sucesso da ICSI| 32

Figura 7: Imagem ilustrativa do procedimento de ICSI. (A) Selecéo e aspiragdo dos espermatozoides que apresentem a
melhor morfologia; (B) Penetragdo da ZP e aspiragao de um pouco do citoplasma; (C) Injegao do citoplasma aspirado
juntamente com o espermatozoide; (D) Remogdo da micropipeta de injegdo do interior do ovdcito. Adaptado de
uncfertility.com [1].

Os ovdcitos inseminados foram transferidos para o equipamento de time-lapse Geri+
em placas de cultura proprias, onde ocorreu o desenvolvimento embrionario até ao

momento da transferéncia.

3.6 Avaliagcao do desenvolvimento dos embrides

A avaliagdo da qualidade embrionaria foi realizada com o auxilio do equipamento de
time-lapse Geri+.

Inicialmente, foi necessario averiguar a fecundagdo apdés o procedimento de
inseminacao, no entanto, no contexto deste trabalho, apenas os embrides provenientes
de ICSI foram considerados €, por esse motivo, a avaliagao da fertilizagao foi realizada
16-18h apds a microinjegao.

A fecundacgao pode ser verificada pela visualizagéo de 2PN e 2GP (Figura 8).
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Figura 8: Imagem ilustrativa de um embrido apos inseminagéo. Verificamos a presenca dos dois PN na regido central do
embrido e dos dois GP localizados na regido entre a membrana citoplasmatica e a ZP. Adaptado de atlas.eshre.eu [6].

Os embrides resultantes foram visualizados e classificados diariamente de acordo com
os critérios e timings estabelecidos nos consensos de Istambul [2] e referidos na secgéo
1.2.4.

Neste estudo, apenas foi relevante o estado de desenvolvimento embrionario ao 5° dia
(116£2h). Um blastocisto idealmente desenvolvido encontrar-se-a, ao quinto dia
(116+£2h), totalmente expandido com uma MCI proeminente, faciimente distinguivel e
constituido por muitas células compactadas e aderidas firmemente. Além disso, devera
apresentar também uma TE constituida por um elevado numero de células de modo a

formar um epitélio coesivo [2].

3.7 Vitrificagao e descongelagao de embrides

Apods um ciclo de ICSI, é possivel que se obtenham mais embrides de boa qualidade do
que o0s necessarios para a transferéncia. Nesses casos, cabe ao casal optar por elimina-
los ou criopreserva-los. Os embrides criopreservados podem ser utilizados futuramente

pelo proprio casal ou doados a um outro casal com o seu consentimento.

Os embrides foram vitrificados e descongelados seguindo o protocolo do fabricante de
meios da KITAZATO® [102].
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3.8 Transferéncia embrionaria

Os embrides, apds um ciclo de ICSI, podem ser transferidos a fresco ou criopreservados

para serem transferidos posteriormente (como referido em 3.7).

Para a transferéncia de embrides a fresco (TEF) foi necessario preparar uma placa de
4 pogos com um pogo de 350uL de meio de carregamento (Embryo-Glue™, Vitrolife),
onde foram colocados os embrides 15 minutos a 2 horas pré-transferéncia, e um outro
poco de 500uL de meio de cultura (G-TL™, Vitrolife).

Na TEC, foi necessario preparar uma placa de 4 pogos com meio de carregamento e de
lavagem tal como na TEF, no entanto, foi também necessario preparar um pogo com
500uL de meio de cultura coberto com parafina liquida de modo a manter os embrides

incubados apds descongelagao.

Em casos de TEC, pelo facto da ZP poder “enrijecer” apds descongelacgao, realizou-se

a eclosao assistida através da abertura artificial da ZP com recurso a um laser.

No momento da transferéncia, um ou dois embrides (no maximo) foram carregados para
um cateter de transferéncia juntamento com o meio de carregamento onde se
encontravam. O ginecologista a quem foi entregue o cateter, depositou os embrides na

cavidade uterina da paciente.

Finalmente, realizou-se a lavagem do cateter de modo a verificar se os embrides ficaram
retidos. Caso tal acontega, recarrega-se o cateter e realiza-se imediatamente nova

transferéncia.

3.9 Avaliagao da gravidez clinica

Doze dias ap6és a transferéncia embrionaria, foi realizado o exame de detegédo da [3-
HCG. Valores de B-HCG inferiores a 6 UI/L significam que a mulher ndo se encontra

gravida, enquanto valores superiores a 39,1 Ul/L s&o indicativos de gravidez quimica.

Caso se verifique gravidez quimica, é realizada uma ecografia abdominal 3 semanas
apos a transferéncia embrionaria para confirmar a gravidez. Para confirmar a gravidez
clinica, é necessario visualizar um saco gestacional intrauterino e detetar a atividade

cardiaca fetal.
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3.10 Acompanhamento do casal

O acompanhamento do casal apds confirmacdo da gravidez foi realizado por uma

unidade de obstetricia escolhida pelo préprio.

No termo da gravidez e apés o parto, foi pedido ao casal que devolvesse ao centro um
relatorio referente as condi¢des do parto e as caracteristicas do recém-nascido. Estes
documentos tém como objetivo a avaliagdo dos resultados meédico-sanitarios e

psicossociologicos dos procedimentos de PMA.
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4 Analise estatistica
4.1 Preparagao dos dados

Todos os dados utilizados no presente estudo foram recolhidos de pacientes que
realizaram procedimento de ICSI no CEIE entre os anos de 2018 a 2022. De modo a
serem elegiveis para participar no estudo, o membro masculino do casal necessitava de

apresentar uma morfologia espermatica igual ou inferior a 4% de formas normais.

Neste estudo, serdo formados 2 grupos distintos referentes as idades femininas, sendo
eles, mulheres com ou menos de 35 anos e mulheres com mais de 35 anos. Casais que
recorram a doacao de ovécitos, serdo inseridos no grupo de mulheres com idade inferior
ou igual a 35 anos, pois apenas sao elegiveis a realizar doac&o ovocitaria mulheres

dentro deste grupo etario.

De modo a determinar quais os pacientes elegiveis para participar no estudo, foi
necessario recorrer aos dados do espermograma, a fim de obter o valor da morfologia
espermatica. Serdo incluidos apenas homens que apresentem entre 0% e 4% de

espermatozoides normais.

Os dados serao separados em trés grupos de morfologia distintos, 0% (muito baixa), 1-

2% (moderada) ou 3-4% (elevada) de formas normais.

No presente estudo, apenas foram selecionados casais cujo membro masculino tenha
realizado a colheita da amostra seminal no laboratério, com recurso a masturbacéo,
sendo que foram excluidos casais que tenham recorrido a amostras seminais de dador,
pois os critérios de selecdo de dadores implicam que a sua amostra seminal apresente

uma morfologia superior a 4%.

Os casais serao distribuidos em 6 grupos, de acordo com o grupo etario da mulher
(idade igual ou inferior a 35 anos e idade superior a 35 anos) e com os intervalos de

morfologia referidos anteriormente (0%, 1-2% e 3-4%). (Tabela 6)

Tabela 6: Distribuicdo dos casais pelos 6 grupos de acordo com a morfologia espermatica do membro masculino e idade
da mulher.

Idade / Morfologia 0% 1-2% 3-4%
<35 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
>35 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
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Cada casal surge apenas uma vez no estudo, foram apenas incluidos casais
heterossexuais inférteis, tendo sido excluidos casos de mulheres pelo regime single e

casais de mulheres que realizaram ciclos de maternidade partilhada.

Na comparacéo das taxas de sucesso da TEC e TEF dos casais referidos anteriormente,
foi necessario separar as amostras independentes, ou seja, casais que apenas
realizaram TEF ou TEC, das amostras dependentes, casais que realizaram TEF seguida
de TEC.

Na totalidade, 224 casais realizaram transferéncia embrionaria, 135 casais recorreram

apenas a TEF, 46 casais apenas a TEC e 43 casais realizaram TEF seguida de TEC.

4.2 Analise estatistica dos dados

A taxa de fecundacgéo pode ser definida como a percentagem de embrides 2PN pelo

numero total de ovadcitos injetados [103].

. #ovocitos 2PN
Taxa de fecundacio = — — X 100
#ovocitos injetados

Neste estudo, a taxa de implantagéo sera calculada através do numero de gravidezes

clinicas em fungao do numero total de transferéncias de 1 ou 2 embrides.

. . t#gravidezes clinicas
Taxa de implantacao = —— x 100
#transferéncias

Os embrides serao classificados diariamente de acordo com a sua qualidade até ao 5°
dia (116£2h), de modo a calcular a taxa de formacao de blastocistos para cada grupo

de casais.

. . t#tblastocistos no dia 5
Taxa de formacao de blastocistos = — x 100
#ovocitos fecundados

As formulas utilizadas no calculo da taxa de fecundagao, formagao de blastocistos e

implantagao foram estabelecidas e estdo descritas nos consensos de Viena [104].

A organizagao das bases de dados foi realizada com recurso ao Microsoft Excel [105] e
ao IBM SPSS Statistics v.29 [106].

A andlise estatistica (descritiva e inferencial) foi realizada no IBM SPSS Statistics v.29

[106]. O nivel de significancia estatistica definido foi de 5% (a = 0,05).
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A comparagao do numero médio de ovdcitos injetados por grupo (idade/morfologia) foi

efetuada através do teste de Anova.

Inicialmente, de modo a escolher que teste estatistico a realizar para comparar as taxas
de fecundacgao, formacao de blastocistos e implantacéo entre os 6 grupos, avaliou-se a
normalidade da distribuicdo destas variaveis pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (Tabela
7).

Tabela 7: Resultados do teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov para a taxa de fecundagado, formacédo de
blastocistos e implantacado. A distribuicdo dos dados € considerada normal se p > 0,05.

Taxa de Taxa de formacgao de Taxa de
fecundacao blastocistos implantacao
Grupos p o] p

1 0,200 0,200 2,39E-9
2 0,000332 0,200 2,76E-17
3 0,200 0,127 4,87E-7
4 0,0125 0,0202 2,40E-16
5 0,200 0,00618 4,99E-27
6 0,000258 0,0193 2,11E-13

Como podemos verificar pelas tabelas acima, a maioria das variaveis nos grupos nao
segue uma distribuicdo normal pois p <0,05. Por esse motivo, e dado néo ter sido
encontrada uma transformacdo de variavel que permitisse o cumprimento do
pressuposto da ANOVA, a avaliagdo da existéncia de diferengas entre grupos
relativamente as distribuicbes (medianas) das variaveis foi realizada segundo o teste

nao paramétrico de Kruskal-Wallis.

O sucesso da transferéncia embrionaria (TEC e TEF) foi definido como a ocorréncia de
gravidez clinica em pelo menos um dos ciclos de transferéncia do casal. A analise da
variavel em amostras independentes foi realizada com recurso ao teste qui-quadrado

de Pearson ¥’ e em amostras emparelhadas recorrendo ao teste de McNemar.
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5 Resultados
5.1 Resultados descritivos da amostra

Na totalidade, foram recolhidos dados referentes a 244 ciclos de ICSI. Destes, 244 foram
elegiveis para o calculo da taxa de fecundagéao, 224 foram elegiveis para o calculo da
taxa de implantacdo e 199 foram elegiveis para o calculo da taxa de formacgéo de

blastocistos.

5.2 Diferengas no numero de ovécitos injetados por grupo

Inicialmente, foi determinado o nimero médio de ovdcitos injetados por grupo de modo

a verificar se existiam diferengas significativas entre estes.

Tabela 8: Numero de ovdcitos injetados por cada grupo: numero de casais (N), numero médio de ovécitos injetados

(X ovecitos), desvio padrao, erro padrao, intervalo de confianga para a média (95%), valor minimo e maximo.

Intervalo de Confianga

Grupo N Média Desvio Erro para a Média (95%) Minimo | Méximo
Padrao Padrao Limite Limite
Inferior superior
1 21 8,24 4,12 0,90 6,36 10,11 3,00 20,00
2 73 7,86 3,86 0,45 6,96 8,76 1,00 19,00
3 36 8,61 3,51 0,58 7,42 9,80 3,00 17,00
4 29 6,34 4,55 0,85 4,61 8,08 1,00 16,00
5 58 6,07 3,72 0,49 5,09 7,05 1,00 19,00
6 27 5,15 3,37 0,65 3,81 6,48 1,00 13,00
Total 244 7,10 3,98 0,25 6,60 7,60 1,00 20,00

Verificamos que o numero médio de ovdcitos injetados por grupo variava entre 5,15
(grupo 6) e 8,61 (grupo 3). (Tabela 8)

Ao analisar os dados através do teste ANOVA (2 fatores: idade, morfologia) para um
nivel de significancia de 5%, verificamos diferengas estatisticamente significativas no
numero médio de ovdcitos injetados pois existe evidéncia para rejeitar a hipétese nula
de que a distribuicdo do numero de ovécitos injetados pelos grupos é igual (p<0,001).
(Tabela 9)
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Tabela 9: Teste de Anova para avaliar a existéncia de diferengas significativas no nimero de ovécitos injetados entre os
grupos 1-6.

Soma dos Média dos
Quadrados 9 Quadrados P
Entre Grupos 332,961 5 66,592 4,520 <0,001

Observamos que, para um fator de significancia de 5%, a variagdo do numero de
ovacitos injetados por grupo era significativa entre os grupos de idade, mas nao entre

os grupos de morfologia. (Tabela 10)

Tabela 10: Teste de Anova a dois fatores para avaliar a existéncia de diferengas significativas no nimero de ovécitos
injetados entre os grupos de idade materna e entre os grupos de morfologia espermatica estabelecidos.

Soma dos Quadrados gl Média dos Quadrados F p
Modelos 332,961 5 66,592 4,520  <0,001
Intercecao 10048,007 1 10048,007 681,963 <0,001
Idade 287,459 1 287,459 19,510 <0,001
Morfologia 5,159 2 2,579 0,175 0,840
Idade * Morfologia 30,967 2 15,483 1,051 0,351
Erro 3506,678 238 14,734
Total 16134,000 244
Total Corrigido 3839,639 243

5.3 Taxas de fecundacdo, formacdo de blastocistos e
implantacao

5.3.1 Analise descritiva da amostra

Inicialmente, foi realizada uma analise descritiva de modo a avaliar a forma como a
morfologia espermatica e idade da mulher influenciavam individualmente a taxa de

fecundacao, formacéao de blastocistos e implantagao.

Foi determinada a média e respetivo desvio padrao, mediana e amplitude interquartil
para cada um dos grupos de idade e morfologia estabelecidos. (Tabelas 11-16, Graficos
1-6)



Técnicas de Reproducdo Assistida: Taxa de sucesso da ICSI| 41

a) Taxa de fecundacdo
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Grafico 1: Diagramas de caixa e fio representando as diferengas na taxa de fecundagao entre grupos de morfologia.
Muito baixa: 0%; Moderada: 1-2%; Elevada. 3-4%. Os limites das caixas representam os valores dos percentis 25 e 75

da amostra, a linha no interior corresponde a mediana (P50) e os extremos das linhas verticais representam os valores

maximo e minimo.
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Grafico 2: Diagrama de caixa e fio representando as diferengas na taxa de fecundagéo entre grupos de idades. <=35:
Idade igual ou inferior a 35 anos; >35: Idade superior a 35 anos. Os limites das caixas representam os valores dos
percentis 25 e 75, a linha no interior corresponde a mediana (P50) e os extremos das linhas verticais representam o valor

maximo e minimo.
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Tabela 11-12: Caracterizagdo da populagéo elegivel para o calculo da taxa de fecundag&o: numero de casais, taxa de
fecundagéo média e respetivo desvio padrdo, mediana da taxa de fecundagéo e amplitude interquartil para cada um dos
grupos de idade e morfologia estabelecidos.

Morfologia Idade da mulher
N 50
N 130
Média (dp) 53,72 (4,03)
Muito baixa Média (dp) 54,69 (2,00)
Mediana 50,00 <35 anos
Mediana 51,93
Amplitude interquartil 41,67
Amplitude interquartil 30,00
N 131
N 114
Média (dp) 53,49 (2,21)
Moderada Média (dp) 54,72 (2,68)
Mediana 50,00 >35 anos
Mediana 50,00
Amplitude interquartil 31,54
Amplitude interquartil 36,78
N 63
Média (dp) 58,02 (3,04)
Elevada
Mediana 54,55
Amplitude interquartil 32,14
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Grafico 3: Diagramas de caixa e fio representando as diferengas na taxa de formagao de blastocistos entre grupos de
morfologia. Muito baixa: 0%; Moderada: 1-2%; Elevada. 3-4%. Os limites das caixas representam os valores dos
percentis 25 e 75 da amostra, a linha no interior corresponde a mediana (P50) e os extremos das linhas verticais

representam os valores maximo e minimo.
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Grafico 4: Diagrama de caixa e fio representando as diferengas na taxa de formagdo de blastocistos entre grupos de
idades. <=35: Idade igual ou inferior a 35 anos; >35: Idade superior a 35 anos. Os limites das caixas representam os

valores dos percentis 25 e 75, a linha no interior corresponde a mediana (P50) e os extremos das linhas verticais

representam o valor maximo e minimo.

Tabela 13-14: Caracterizagédo da populagéo elegivel para o calculo da taxa de formagado de blastocistos: numero de
casais, taxa de formacéo de blastocistos média e respetivo desvio padrdo, mediana da taxa de formacéo de blastocistos
e amplitude interquartil para cada um dos grupos de idade e morfologia estabelecidos.

Idade da mulher

Morfologia
N 41
Muito baixa Média (dp) 48,46 (4,94)
Mediana 50,00
Amplitude interquartil 45,83
N 106
Moderada Média (dp) 51,35 (3,30)
Mediana 50,00
Amplitude interquartil 51,25
N 52
Elevada Media (dp) 49,50 (4,50)
Mediana 50,00
Amplitude interquartil 47,32

N 117
Média (dp) 52,21 (2,86)
<35 anos
Mediana 50,00
Amplitude interquartil 41,67
N 82
Média (dp) 47,51 (3,94)
>35 anos
Mediana 50,00
Amplitude interquartil 75,00
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c) Taxa de implantacdo
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Grafico 5: Diagramas de caixa e fio representando as diferengas na taxa de implantagédo entre grupos de morfologia.
Muito baixa: 0%; Moderada: 1-2%; Elevada. 3-4%. Os limites das caixas representam os valores dos percentis 25 e 75

da amostra, a linha no interior corresponde a mediana (P50) e os extremos das linhas verticais representam os valores
maximo e minimo.

100,00

80,00

ao

0,00

plantag

40,00

Tx_im

20,00

00

<=35 =35
ldade_grupos

Grafico 6: Diagrama de caixa e fio representando as diferengas na taxa de implantagdo entre grupos de idades. <=35:
Idade igual ou inferior a 35 anos; >35: Idade superior a 35 anos. Os limites das caixas representam os valores dos

percentis 25 e 75, a linha no interior corresponde a mediana (P50) e os extremos das linhas verticais representam o valor
maximo e minimo.
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Tabela 15-16: Caracterizagdo da populacao elegivel para o calculo da taxa de implantagédo: nimero de casais, taxa de
implantacdo média e respetivo desvio padrdo, mediana da taxa de implantagédo e amplitude interquartil para cada um

dos grupos de idade e morfologia estabelecidos.

Morfologia
N 46 Idade da mulher
. . Média (dp) 23,91 (5,97)
Muito baixa Mediana 0,00 N 122
Amplitude interquartil 50,00
N 118 Média (dp) 43,47 (4,18)
Moderada Médig (dp) 37,57 (4,24) <35 anos .
Mediana 0,00 Mediana 33,33
Amplitude interquartil 100,00
N 60 Amplitude interquartil 100,00
Média (dp) 36,44 (5,79)
Elevada Mediana 0,00 N 102
Amplitude interquartil 100,00
Média (dp) 23,69 (4,03)
>35 anos
Mediana 0,00
Amplitude interquartil 50,00
5.4 Influéncia da morfologia espermatica e idade da mulher na

taxa de fecundacao

Avaliou-se de que forma a morfologia espermatica, juntamente com a idade feminina,

influenciavam a taxa de fecundagao em casais que recorreram a técnica de ICSI.

Tabela 17: Descricdo dos grupos de casais: Média (X) e respetivo desvio padrdo (dp), mediana (M) e amplitude
interquartil.

Grupo Xrecundacio (AP) M Amplitude

interquartil
1 48,49 * (5,66) 54,55 35,72
2 55,97 * (2,70) 50,00 31,01
3 55,71 + (3,37) 56,95 28,04
4 57,51 £ (5,58) 50,00 51,25
5 50,37 £ (3,63) 50,00 38,10
6 61,09 £ (5,51) 50,00 57,14

Ap06s a divisao dos casais pelos 6 grupos, verificou-se que, a taxa de fecundagao média
do grupo 6 (morfologia 3-4% e idade superior a 35 anos) era a mais elevada X=61,09%
e a do grupo 1 (morfologia 0% e idade igual ou inferior a 35 anos de idade) a mais baixa

X=48,49%. Contudo, comparando as medianas, verificamos que a do grupo 3 é a mais
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elevada Ms=56,95 e os grupos 2,4,5 e 6 apresentam todos a mediana mais baixa
M2.4,56=50,00.

Os dados obtidos e demonstrados na Tabela 17 mostram, no entanto, um ligeiro
aumento na taxa de fecundagdo média entre os grupos 1 e 2, que nao se verifica entre
o grupo 2 e 3. O oposto se verificou nos grupos referentes a casais com mulheres de
idade superior a 35 anos, pois como podemos visualizar na tabela 17, a taxa de
fecundagéo do quinto grupo é inferior & do quarto e, contrariamente aos grupos 2 e 3,

ha um aumento desta entre os grupos 5 e 6.

A excecdo dos grupos 2 e 5, a taxa de fecundacdo média tende a ser superior nos
grupos correspondentes a casais com mulheres de idade superior a 35 anos (Tabela
17).

Ao analisar estes dados através do teste de Kruskal-Wallis e considerando um nivel de
significancia de 5%, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
(p=0,718): ndo existem evidéncias para rejeitar a hipétese nula de que a distribuicdo da

taxa de fecundagao pelos grupos € igual.

Tabela 18: Teste de Kruskal-Wallis para avaliar a existéncia de diferengas significativas entre a taxa de fecundagéo dos
grupos 1-6.

N total 244
Estatistica de teste 2,880
Graus de liberdade 5

p 0,718

Comparando os grupos 1 a 3 e os grupos 4 a 6, ou seja, casais com mulheres na mesma
faixa etaria (Tabela 19), mas com morfologia variavel, verificamos que, pelo teste de
Kruskal-Wallis, nenhuma das diferengas entre grupos era significativa. Observamos que
entre os grupos 1 a 3, ha uma ligeira diminuicdo da mediana do grupo 1 para o 2, sendo
mais elevada no grupo 3. Ao comparar as medianas correspondentes a casais com
mulheres de idade superior a 35 anos, observamos que estas se mantém constantes

entre os trés grupos (Tabela 17).
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Tabela 19: Comparagéao da significancia das diferengas na taxa de fecundagéo entre grupos com mulheres na mesma
faixa etaria, mas com morfologia variavel.

Interagao grupo-grupo p
1-2 0,356
1-3 0,299
2-3 0,781
4-5 0,467
4-6 0,634
5-6 0,209

Ao realizar a comparagéao entre grupos com a mesma morfologia espermatica, mas em
faixas etarias diferentes, constatamos pelo teste de Kruskal-Wallis que as diferencas
entre os grupos nao eram significativas (Tabela 20). Observando as medianas entre
estes mesmos grupos, verificamos que tendem a ser superiores em mulheres de idade

inferior a 35 anos, a excecao do grupo 2 e 5 em que séo iguais (Tabela 17).

Tabela 20: Comparagao da significancia das diferengas na taxa de fecundagéao entre grupos com a mesma morfologia
espermatica, mas em faixas etarias diferentes.

Interacéo grupo-grupo p
1-4 0,406
2-5 0,375
3-6 0,752

5.5 Influéncia da morfologia espermatica e idade da mulher na
taxa de formacao de blastocistos
De seguida, considerando os ciclos em que o desenvolvimento embrionario foi

monitorizado até ao quinto dia, avaliou-se também de que forma a atuagao conjunta dos

fatores referidos anteriormente influenciavam a taxa de formacéao de blastocistos.

Tabela 21: Descricdo dos grupos de casais: Média (X) e respetivo desvio padréo (dp), mediana (M) e amplitude
interquartil.

Gru po XFormag.io de Blastocistos (dp) M Iﬁtr::,::::jhel
1 51,90 (8,34) 50,00 65,71
2 51,16 (3,88) 50,00 41,67
3 53,34 (4,74) 50,00 39,11
4 45,49 (5,84) 50,00 35,42
5 51,68 (6,08) 55,56 100,00
6 43,35 (8,91) 33,33 81,36
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Ap6s a divisdo dos casais pelos 6 grupos, verificou-se que, a taxa de formagéo de
blastocistos média do grupo 3 (morfologia 3-4% e idade igual ou inferior a 35 anos) era
a mais elevada X=53,34% e a do grupo 6 (morfologia 3-4% e idade superior a 35 anos
de idade) a mais baixa X=43,35%. Contudo, comparando as medianas, verificamos que

a do grupo 5 é a mais elevada Ms=55,56 e a do grupo 6 a mais baixa Me=33,33.

Os dados obtidos relativamente aos grupos 1 a 3 demonstram, no entanto, que a taxa
de formacgao de blastocistos média se revelou relativamente constante entre os trés
grupos. No entanto, nos grupos referentes a casais com mulheres de idade superior a
35 anos, como podemos visualizar na Tabela 21, a taxa de formacao de blastocistos

média do quinto grupo é superior a do quarto e sexto grupo.

A excegdo dos grupos 2 e 5 em que esta é semelhante, a taxa de formacdo de
blastocistos média tende a ser superior nos grupos correspondentes a casais com

mulheres de idade igual ou inferior a 35 anos (Tabela 21).

Ao analisar estes dados através do teste de Kruskal-Wallis e considerando um nivel de
significancia de 5%, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
(p=0,894), isto &, ndo existem evidéncias para rejeitar a hipotese nula de que a

distribuicdo da taxa de formacao de blastocistos pelos grupos ¢é igual.

Tabela 22: Teste de Kruskal-Wallis para avaliar a existéncia de diferengas significativas entre a taxa de formacéo de
blastocistos dos grupos 1-6.

N total 199
Estatistica de teste 1,661
Graus de liberdade 5

o] 0,894

Comparando os grupos 1 a 3 e os grupos 4 a 6, ou seja, casais com mulheres na mesma
faixa etaria, mas com morfologia variavel (Tabela 23), verificamos pelo teste de Kruskal-
Wallis, que nenhuma das diferengas entre grupos eram significativas. Ao comparar as
medianas, observamos que estas eram constantes entre os grupos 1 a 3 e superior no

quinto grupo, quando comparando com os grupos 4 e 6 (Tabela 21).
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Tabela 23: Comparagéo da significancia das diferencas na taxa de formagéo de blastocistos entre grupos com mulheres
na mesma faixa etaria, mas com morfologia variavel.

Interagao grupo-grupo p
1-2 0,968
1-3 0,842
2-3 0,751
4-5 0,452
4-6 0,845
5-6 0,343

Ao realizar a comparagéao entre grupos com a mesma morfologia espermatica, mas em
faixas etarias diferentes (Tabela 24), constatamos pelo teste de Kruskal-Wallis que as
diferengas entre os grupos ndo eram significativas. Observando as medianas entre
estes mesmos grupos, verificamos uma grande variagao nos resultados, pois 0os grupos
1 e 4 apresentam medianas iguais, o grupo 5 apresenta uma mediana superior a do

grupo 2 e a mediana do grupo 3 é superior a do grupo 6 (Tabela 21).

Tabela 24: Comparagao da significancia das diferengas na taxa de formagao de blastocistos entre grupos com a mesma
morfologia espermatica, mas em faixas etarias diferentes.

Interacédo grupo-grupo p
14 0,589
2-5 0,836
3-6 0,313

5.6 Influéncia da morfologia espermatica e idade da mulher na
taxa de implantacao
Por fim, considerando os ciclos em que ocorreu fecundacao e posterior transferéncia

embrionaria, avaliou-se a influéncia conjunta da idade feminina e da morfologia

espermatica na taxa de implantagao.

Tabela 25: Descrigdo dos grupos de casais: Média (X) e respetivo desvio padrdo (dp), mediana (M) e amplitude
interquartil.

Gru po X Implantagio (dp) M Iﬁ:‘;féﬁ:?t?l
1 30,00 (9,87) 0,00 87,50
2 46,38 (5,66) 33,33 100,00
3 44,21 (7,79) 33,33 100,00
4 19,23 (7,38) 0,00 12,50
5 25,17 (6,01) 0,00 50,00
6 26,28 (8,38) 0,00 62,50
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Apbs a divisdo dos casais pelos 6 grupos, verificou-se que, a taxa de implantagdo média
do grupo 2 (morfologia 1-2% e idade igual ou inferior a 35 anos) era a mais elevada
X=46,38% e a do grupo 4 (morfologia 0% e idade superior a 35 anos de idade) a mais
baixa X=19,23%. Contudo, comparando as medianas, verificamos que apenas os

grupos 2 e 3 apresentam mediana diferente de 0 (M23=33,33).

Os dados obtidos relativamente aos grupos 1 a 3, ou seja, casais com mulheres de
idade inferior a 35 anos (Tabela 25), demonstram, no entanto, que a taxa de implantagao
média aumenta do grupo 1 para o 2, contudo mantém-se relativamente constante entre
os grupos 2 e 3. Nos grupos referentes a casais com mulheres de idade superior a 35
anos, ocorre algo similar, pois ha um aumento da taxa de implantacéo do grupo 4 para

0 5, enquanto que esta € semelhante entre os grupos 5 e 6.

Constatamos que a taxa de implantagdo média é superior nos grupos correspondentes

a casais com mulheres de idade igual ou inferior a 35 anos (Tabela 25).

Ao analisar os dados através do teste de Kruskal-Wallis para uma significancia de 5%,
verificamos que existem diferengas estatisticamente significativas (p=0,015), isto €,
existem evidéncias para rejeitar a hipotese nula de que a distribuicdo da taxa de

implantacao pelos grupos é igual, pois esta apresenta um p inferior a 0,05.

Tabela 26: Teste de Kruskal-Wallis para avaliar a existéncia de diferengas significativas entre a taxa de implantagdo dos
grupos 1-6.

N total 244
Estatistica de teste 14,139
Graus de liberdade 5

o] 0,015

Contudo, comparando os grupos 1 a 3 e os grupos 4 a 6, ou seja, casais com mulheres
na mesma faixa etaria, mas com morfologia variavel (Tabela 27), verificamos pelo teste
de Kruskal-Wallis, que nenhuma das diferengcas entre grupos era significativa.
Analisando as medianas entre os grupos referentes a casais com mulheres de idade
igual ou inferior a 35 anos, verificamos que os grupos 2 e 3 apresentam medianas

semelhantes entre si e superiores a do grupo 1. Os grupos refentes a casais com
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mulheres de idade superior a 35 anos apresentam todos a mesma mediana (M4,5,6=

0,00) (Tabela 25).

Tabela 27: Comparagéo da significancia das diferengas na taxa de implantagéo entre grupos com mulheres na mesma
faixa etaria, mas com morfologia variavel.

Interacéo grupo-grupo p
1-2 0,137
1-3 0,195
2-3 0,953
4-5 0,597
4-6 0,560
5-6 0,891

Ao realizar a comparacgao entre grupos com a mesma morfologia espermatica, mas
faixas etarias distintas (Tabela 28), constatamos pelo teste de Kruskal-Wallis que as
diferengas entre os grupos nao eram significativas a excecdo dos grupos 2 e 5.
Observando as medianas entre estes mesmos grupos, verificamos que estas tendem a
ser superiores em casais com mulheres de idade igual ou inferior a 35 anos, a excecao

do grupo 1, em que a mediana € igual a do grupo 4 (Tabela 25).

Tabela 28: Comparagao da significancia das diferengas na taxa de implantagao entre grupos com a mesma morfologia
espermatica, mas em faixas etarias diferentes.

Interacdo grupo-grupo p
1-4 0,410
2-5 0,008
3-6 0,085

5.7 TEC vs TEF

Depois de terminado o ciclo de ICSI, os embrides obtidos e viaveis para transferéncia
podem ser transferidos logo apds o ciclo por TEF e/ou criopreservados para futuras TEC
[107]. Na totalidade, 224 casais realizaram transferéncia embriondria, destes, 135
casais recorreram apenas a TEF, 46 casais apenas a TEC e 43 casais realizaram TEF
seguida de TEC.

O sucesso das TEF e TEC foi calculado e comparado entre casais que so6 realizaram
TEF e TEC, independentes uma da outra, e entre casais que realizaram TEF seguida
de TEC. As transferéncias foram consideradas um sucesso quando o casal alcanga a

gravidez clinica.



Técnicas de Reproducdo Assistida: Taxa de sucesso da ICSI| 52

Casais que realizaram apenas TEF ou TEC

Tabela 29: Tabela com os valores utilizados no teste do Qui-quadrado de Pearson para amostras independentes.

Técnica Resultado N Taxa de p
sucesso
-
Sucesso 27 0,00226
TEC 52,2%
Insucesso 19

Ao analisar os dados obtidos referentes a casais que realizaram apenas TEF ou TEC,
exibidos na Tabela 29, observamos que a taxa de sucesso da TEC (52,2%) é superior
a da TEF (31,9%). Verificamos pelo teste do Qui-quadrado de Pearson, para uma
significancia de 5%, que estas diferencas sao estatisticamente significativas
(p=0,00226). A hipdtese nula de que existem diferengas significativas na taxa de

sucesso da TEF e TEC, quando realizadas independentemente, pode ser rejeitada.

Casais que realizaram TEC apo6s TEF

Tabela 30: Teste de McNemar para amostras dependentes.

Valor| p
Teste de McNemar 0,019
N 43

Ao analisar os dados através do teste de McNemar para uma significancia de 5%,
verificamos que existem evidéncias para rejeitar a hipotese nula e que existem

diferencgas significativas na taxa de sucesso da TEF e TEC, quando se realiza TEC apos
TEF.



Tabela 31: Tabela referente aos valores utilizados no teste de McNemar para amostras emparelhadas.
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TEC
Total
Insucesso | Sucesso

Contagem 21 15 36
Insucesso | % em TEF 58,3% 41,7% 100,0%
% emTEC | 84,0% 83,3% 83,7%

TEF

Contagem 4 3 7
Sucesso | % em TEF 57.1% 42.9% 100,0%
% em TEC 16,0% 16,7% 16,3%

Contagem 25 18 43
Total % em TEF 58,1% 41,9% 100,0%
%emTEC | 100,0% 100,0% | 100,0%

Ao analisar os dados exibidos na tabela 31, verificamos que a taxa de sucesso da TEF,
quando seguida de TEC, era de 16,3%, enquanto a taxa de sucesso da TEC apés TEF
era de 41,9%.
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6 Discussao

6.1 Influéncia da idade da mulher e da morfologia espermatica

na fertilidade do casal

A idade materna avancada e a qualidade do esperma do homem sao dois fatores que
tém uma grande influéncia na fertilidade do casal, podendo ser determinantes para o
sucesso ou insucesso das técnicas de PMA utilizadas no tratamento da fertilidade [14-
16].

Na primeira parte do nosso estudo decidimos avaliar de que forma esses dois fatores

afetavam a taxa de fecundacao, formagao de blastocistos e implantacéo.

De acordo com a literatura, a idade materna avangada ja foi reportada como sendo um
fator importante para o insucesso das técnicas de PMA, pois a reserva e qualidade
ovocitaria diminuem, as taxas de fecundacgao sao reduzidas e ha falha nos mecanismos
que controlam a sua divisdo celular, o que leva ao aparecimento de aneuploidias e a
perda de competéncia genética dos embrides. Isso pode levar a falhas na sua

implantacao no utero ou a abortamentos espontaneos [38, 40, 43].

De facto, os nossos resultados vao ao encontro da literatura, pois demonstraram uma
diminui¢gdo do numero de ovécitos recuperados e injetados em grupos de mulheres com

uma idade materna avangada.

Além da influéncia na qualidade ovocitaria e embrionaria, este fator também afeta as
fungdes endometriais, diminuindo assim a recetividade endometrial e

consequentemente as taxas de implantacéo e gravidez [108].

A morfologia dos espermatozoides ¢ um forte indicador da saude corporal e,
consequentemente, testicular de um individuo. Este 6rgao reage significativamente a

stress corporais, fisioldgicos e ambientais, mais do que qualquer outro érgao [109].

Estudos anteriores que avaliaram o efeito da morfologia espermatica na taxa de
fecundagéao, desenvolvimento embrionario e implantagéo recorrendo a tratamentos de
ICSI, concluiram que a microinjecdo de espermatozoides com morfologia anormal leva
a taxas de fecundacdo e implantacdo reduzidas, quando comparando com
espermatozoides de morfologia normal. No entanto, ndo demonstraram ter qualquer

influéncia no desenvolvimento embrionario [110].

Contudo, um estudo realizado por French et al. avaliou o sucesso da técnica de ICSI

em casais com homens com teratozoospermia e concluiu que, em casais com mulheres
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de idade inferior a 37 anos e morfologia espermatica inferior a 7%, as diferengas na taxa

fecundacéo, formacéao de blastocistos e implantagdo ndo eram significativas [111].

Os nossos resultados estdo de acordo com este estudo no que se refere as taxas de
fecundacao e formacao de blastocistos, pois ndo demonstraram diferencas significativas

entre os diferentes grupos de casais.

Apesar de ter sido reportado que a idade avancada afeta negativamente a taxa de
fecundacéo e de formacao de blastocistos [38, 40, 43], no nosso estudo, os grupos de
casais 4, 5 e 6, constituidos com mulheres de idade superior a 35 anos, nao
apresentaram diferencas nestas taxas, quando comparando com 0s casais nos grupos

1, 2 e 3, respetivamente, que eram formados por mulheres mais novas.

De acordo com os dados obtidos por French et al., os seus resultados sugeriam que em
subgrupos de morfologia reduzida, no qual se inserem os grupos do nosso trabalho, os
fatores femininos aparentam ser menos prevalentes e o problema de infertilidade
primario € o fator masculino [111], o0 que pode explicar a falta de significancia nos nossos
resultados quando avaliamos o efeito da idade para cada um dos intervalos de
morfologia estabelecidos (0%, 1-2% e 3-4%) na taxa de fecundacdo e formacéo de

blastocistos.

Anick de Vos et al. demonstrou também que, quando se realiza ICSI, mesmo em casos
de morfologia reduzida, os espermatozoides séo selecionados de forma a se escolher
aqueles com morfologia “normal”, ou seja, aqueles com menos defeitos graves como
por exemplo pega intermédia partida e cabega amorfa ou alongada. Isto permite que,
mesmo em casos de teratozoospermia severa, o potencial efeito negativo da morfologia

anormal seja maioritariamente ignorado [110].

Além disso, a técnica de ICSI permite que os espermatozoides ultrapassem as primeiras
fases da fertilizagdo natural (penetragdo do cumulus, ligacdo a ZP e fusdo com o
oolema), mesmo aqueles com morfologia anormal que naturalmente ndo o conseguiriam
[111, 112].

Todos estes fatores permitem um maior sucesso da técnica de ICSI, mesmo em casais
como os do nosso estudo cujo membro masculino apresente uma morfologia
espermatica abaixo dos valores minimos de referéncia para a qualidade do esperma
estabelecidos pela OMS [4].

No entanto, contrariamente a taxa de fecundagao e formagao de blastocistos, os nossos
resultados demonstraram que a idade materna e a morfologia espermatica

influenciaram significativamente a taxa de implantacéo.



Técnicas de Reproducdo Assistida: Taxa de sucesso da ICSI| 56

Os nossos resultados revelaram que, para casais com uma morfologia espermatica igual
ou inferior a 4%, aqueles que apresentem mulheres com idade igual ou inferior a 35
anos tendem a ter uma taxa de implantacao superior aqueles com mulheres de idade

superior a 35 anos.

Quando comparamos grupos com o mesmo intervalo de morfologia, mas idade materna
variavel verificamos que apenas os grupos 2 e 5, 1-2% de formas normais com mulher
de idade igual ou inferior a 35 anos e de idade superior a 35 anos respetivamente,
apresentavam diferencgas significativas na taxa de implantacdo. No entanto, isto pode
dever-se ao facto de estes grupos apresentarem um tamanho amostral superior aos

restantes, tendo por esse motivo maior forca estatistica.

Os resultados que obtivemos vao ao encontro dos obtidos em diversos estudos que
avaliaram a variacado da taxa de implantagdo com a idade materna. Por exemplo, um
estudo realizado por Devesa et al. concluiu que as taxas de implantagédo diminuiam
significativamente com o aumento da idade materna em mulheres de idade superior a
38 anos [113].

Um estudo realizado por Spandorfer et al. corroborou os resultados do nosso estudo
pois, ao avaliar a variagdo da taxa de implantacdo em funcdo da idade materna
observou que a taxa de implantagdo diminuia gradualmente (2,77% por ano) apés os
35 anos de idade [114].

Além disso, um estudo realizado por Lin et al. sobre o efeito da idade materna nos
parametros neonatais e da gravidez na TEC, demonstrou que o aumento da idade

estava associado a um declinio na taxa de implantagao [115].

Os resultados obtidos no nosso estudo corroboram a literatura mencionada
anteriormente, que afirmava que o aumento da idade materna leva a uma diminuicéo da
taxa de implantacdo. Como referido anteriormente, isso pode ser explicado pela falha
dos mecanismos que controlam a sua divisdo celular, o que leva ao aparecimento de
aneuploidias e a perda de competéncia genética dos embribes, bem como a diminuicdo

da recetividade endometrial [113-116].
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6.2 TEC vs. TEF

Apds avaliarmos de que forma a idade da mulher e a morfologia espermatica do homem
influenciam o sucesso da técnica de ICSI, decidimos estudar como a técnica de
transferéncia utilizada influenciava o sucesso da implantagido do embrido ao utero nos

casais em estudo.

Em tratamentos recorrendo a FIV ou ICSI, os embrides obtidos podem ser transferidos
a fresco, 2-5 dias apds a fecundacéo, com criopreservacao dos embrides em excesso
para uso futuro ou totalmente criopreservados para serem utilizados apenas em ciclos
futuros [117, 118].

No nosso estudo, avaliamos o sucesso da TEF e da TEC quando realizadas

independentemente e em sequéncia.

Quando realizadas independentemente, os nossos resultados demonstraram que a TEC
apresenta uma taxa de sucesso de 52,2%, enquanto a TEF apresenta uma taxa de

sucesso de 31,9%.

Neste mesmo sentido, quando analisamos a diferenca entre as taxas de sucesso das
duas técnicas quando se realiza TEC apés TEF, obtemos resultados semelhantes aos
anteriores, ou seja, a TEC apresenta uma taxa de sucesso superior mesmo quando

realizada apos uma TEF.

Os nossos resultados vao ao encontro dos obtidos por Roque et al., que realizaram uma
meta-analise para avaliar se a criopreservagao de todos os embrides e a subsequente
TEC resulta em melhores resultados em comparacdo com TEF. Nesse estudo concluiu-
se que a utilizacdo da TEC apds criopreservacao total resultava numa taxa de

gravidezes clinicas significativamente superior [119].

Além disso, em concordancia com o nosso estudo, Shapiro et al. determinou também
que a TEC levava a uma maior taxa de sucesso das gravidezes clinicas e implantagao
do que a TEF [120].

No entanto, um estudo realizado por Basirat em que se compararam as taxas de
gravidez em casais que realizaram ICSI| seguida de TEF ou TEC contradiz os estes
resultados, pois determinou que nao existiam diferengas significativas entre os dois tipos

de transferéncia [121].

Inicialmente, a criopreservacéo total dos ovdcitos era indicada para casais com alto risco

de desenvolverem sindrome de hiperestimulagao ovarica [122]. Contudo, com o avango
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das técnicas de criopreservacéo, a qualidade dos embribes vitrificados e o seu potencial

de implantagdo aumentaram significativamente [119].

Além disso, um fator importante para o sucesso da implantacdo embrionaria é a
recetividade endometrial [119, 120, 123]. Durante um ciclo normal de IVF/ICSI, a
paciente é submetida a estimulagado ovarica controlada de modo a obter um numero
elevado de foliculos [123]. Porém, a estimulacdo ovarica controlada esta associada a
uma decadéncia da recetividade endometrial devido aos niveis excessivos de hormonas
suprafisiolégicas como estradiol e progesterona que levam a uma dessincronizagcao

entre o embrido e o endométrio [119-123].

Por esse motivo, apesar de os embrides de melhor qualidade serem selecionados para
a transferéncia a fresco na maioria das vezes, a recetividade endometrial pode estar
comprometida pelos niveis elevados destas hormonas [119]. Isto ndo acontece quando
os embrides sao criopreservados e se realiza TEC, pois no momento da transferéncia o
utero ndo se encontra sob o efeito das hormonas suprafisioldgicas e é preparado

artificialmente para receber o embrido [119, 123].
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7 Conclusao

No decorrer do presente ano letivo, 0 meu estagio curricular foi realizado no Centro de
Estudos de Infertilidade e Esterilidade, onde tive a oportunidade de ampliar os meus
conhecimentos sobre a area da embriologia e realizar todas as técnicas laboratoriais

relativas a area.

Durante a minha permanéncia no centro, pude realizar, de forma auténoma,
espermogramas, processamento de espermatozoides para inseminagdes artificiais, FIV
e ICSI, provenientes de amostras a fresco ou congeladas e criopreservar palhetas de
dadores e pacientes. Acompanhei posteriormente o protocolo destas técnicas e a
transferéncia dos embrides obtidos. Além disso, realizei descongelagdo e

criopreservacéo de embrides e ovocitos com material excedentario.

Acompanhei dezenas de puncgdes, participando na pesquisa de ovdcitos, na sua
desnudacdo e na desnudagdo de pré-zigotos. Tive também a oportunidade de
acompanhar e auxiliar na obtencado de amostras por TESE e na recolha de células para
DGPI.

Por fim, acredito que este estagio me permitiu adquirir um maior e mais aprofundado
conhecimento sobre a area da embriologia, bem como compreender a dindmica do dia-
a-dia de um embiriologista e obter experiéncia pratica que sera essencial para 0 meu

futuro.

Além de ter acompanhado e contribuido para a pratica laboratorial de um laboratério de
PMA, pude também desenvolver um projeto de investigagdo com o objetivo avaliar de
que modo a idade da mulher e a qualidade espermatica (com foco em casais com
valores de morfologia reduzidos) influenciam a taxa de sucesso do procedimento de
ICSI. Na segunda parte do trabalho, pretende-se investigar de que forma a técnica de
transferéncia utilizada influencia o sucesso da implantagcdo do embrido nos casais em

estudo.

Os resultados obtidos a partir da analise estatistica permitiram concluir que, em casais
cujo membro masculino apresente teratozoospermia, ndao ha influéncia das
caracteristicas morfoldgicas do esperma e da idade materna nas taxas de fecundagao
e formacgao de blastocistos. No entanto, observou-se que a idade materna influencia a
taxa de implantagéo, independentemente da morfologia espermatica. Além disso, os
resultados obtidos permitem concluir que, neste tipo de casais, a TEC deve ser preferida
a TEF.
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Varios fatores podem afetar negativamente a fertilidade. Além da idade, a obesidade, o
estilo de vida adotado, o tabagismo, fatores ambientais, entre outros, podem levar a
perda da fertilidade tanto do membro masculino como feminino do casal. Por esse
motivo, acredito que seja relevante a realizagdo de um estudo mais amplo que abranja
um maior nimero de fatores que possam ser responsaveis pela diminuicdo da
fertilidade. Isto permitiria tirar conclusées mais concretas sobre a influéncia de diferentes

fatores na fertilidade do casal.

O presente estudo permitiu adquirir novos conhecimentos sobre da area, mais
concretamente sobre os diferentes fatores que podem influenciar a fertilidade do casal

e como estes podem afetar os diferentes estagios do processo de gravidez.
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