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Resumo

Introducdo: A tecnologia ‘Cultura embrionaria prolongada’ e as consequentes transferéncias
de blastocistos (dia 5 ou 6 apds a fertilizagdo) tém aumentado a nivel global, muito devido aos
melhores resultados clinicos em termos de gravidez e parto obtidos, quando comparadas com
as transferéncias de embrides clivados (dia 2 ou 3 apés a fertilizagéo). No entanto, os estudos
relativos que comparam resultados perinatais dos recém-nascidos apds transferéncia de
embrides de cultura prolongada tém sido inconclusivos, nomeadamente aqueles que dizem

respeito ao indicador peso a nascenca.

Objetivos: Avaliar a Tecnologia ‘Cultura embrionaria prolongada’, comparando o peso a
nascenca dos bebés nascidos apds transferéncia de blastocistos com o dos bebés nascidos

apos transferéncia de embrides clivados.

Metodologia: Estudo retrospetivo onde sera avaliado o peso dos recém-nascidos de partos
anicos apds transferéncias a fresco de 1 ou 2 embrides realizadas no Centro de Infertilidade
e Reproducdo Medicamente Assistida do Hospital Garcia de Orta, entre 2014 e 2018. As
transferéncias embrionarias constituirdo 2 grupos independentes: embrides clivados (CL) e
blastocistos (BL). Os dados da amostra foram recolhidos a partir do registo nacional do
CNPMA.

Resultados: N&o foram encontradas diferencas significativas no peso dos recém-nascidos
entre os 2 grupos em estudo (3130,19 g CL vs.. 2999,76 g BL p=0,296). Também né&o foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas nas idades gestacionais (38,58
semanas CL vs.. 38,20 semanas BL; p=0,490), bem como nos pesos dos recém-nascidos nas

idades gestacionais de 237 semanas (p=0,801) ou < 37 semanas (p=0,428).

Concluséo: Este estudo demonstrou que a cultura prolongada de embrides in vitro ndo tem
efeitos no peso dos recém-nascidos em partos Unicos de transferéncias a fresco de 1 ou 2

embrides durante os tratamentos de reproducao assistida.

Palavras-chave: Peso dos recém-nascidos, Tecnologias de Reproducdo Assistida,

Blastocistos, Cultura embrionaria prolongada



Abstract

Introduction: The extended embryo culture technolgy and its blastocyst transfers (5 or 6 days
after fertilization) has been rising worldwide, mostly due to clinical results as pregnancy and
live-birth rates, when compared with the transfers at the cleavage stage (2 or 3 days after
fertilization). However, studies comparing perinatal outcomes of children born after the transfer

of blastocysts have been inconclusive, specially those concearning birthweight.

Objectives: Evaluation of the ‘Extended embryo culture’ technology, comparing birthweight of

babies born after blastocyst transfer with babies born after cleavage stage embryos.

Metodology: Retrospective study evaluating the birthweight of single births after fresh tranfers
of 1 or 2 embryos at the Centro de Infertilidade e Reprodugcdo Medicamente Assistida, Hospital
Garcia de Orta, between 2014 and 2018. Embryo transfers were divided in 2 independent
groups: cleavage stage embryos (CL) and blstocysts (BL). Data from the natiol registry from
CNPMA were used.

Results: No significant statistical diferences in birthweight were found between the 2 groups
(19 g CL vs. 2999,76 g BL p=0,296). Also no significant statistical diferences were found in
gestational age (38,58 semanas CL vs. 38,20 semanas BL; p=0,490), as well in birthweight of
gestational age 237 weeks (p=0,801) or <37 weeks (p=0,428).

Conclusion: This study shows that extendend embryo culture technolgy in vitro does not
affect birthweight of single birth babies after fresh transfers of 1 or 2 embryos during assisted

reproduction treatments.

Key-words: Birthweight, Assisted Reproduction Technologies, Blastocyst, Extendend

embryo culture
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Introducao

A Infertilidade é definida como uma doenca do sistema reprodutor que se manifesta pela
auséncia de obtencdo de uma gravidez ap6s 12 meses de rela¢des sexuais regulares e
desprotegidas®, e estima-se que afete 10-15% dos casais em idade fértil. Um estudo
de 2010 estimou que esta doenca atingia cerca de 48.5 milhbes de casais a nivel
mundial®. Apesar de ndo ser uma doenca fatal, pode afetar de forma severa a qualidade
de vida®. Em Portugal, foi realizado um estudo em 2009, com o objetivo de caracterizar
a infertilidade no nosso pais, e segundo este, a prevaléncia da infertilidade ao longo da
vida situa-se entre os 9 e 0os 10% dos casais portugueses®.

Foi em 25 de Julho de 1978, no Royal Oldham Hospital em Inglaterra, apds varios anos
de trabalho e investigacdo da equipa de Patrick Steptoe e Robert Edwards, que nasceu
Louise Brown, tornando-se no primeiro bebé com origem na utilizagdo de TRA®, Com
este feito notavel, estava aberto o caminho para uma nova era de esperanca para
milhdes de casais inférteis. Com a evolucdo da sociedade e das tecnologias disponiveis
atualmente, também as mulheres solteiras ou casais de mulheres, tém a possibilidade
de concretizar o objetivo de terem um filho, gragas a estas técnicas. No nosso pais, a
aprovacédo da Lei n° 17/2016® alargou o ambito dos beneficiarios das técnicas de
procriagdo medicamente assistida garantindo o acesso de todas as mulheres a
procriagdo medicamente assistida.

A utilizacdo das Tecnologias de Reproducdo Assistida (definidas como todas as
intervengbes que incluem a manipulacdo simultdnea in vitro de ovoécitos e
espermatozoides ou embrides, com a finalidade de reproducéo”) é considerada como
0 Ultimo recurso para fazer face a um problema de Infertilidade. Nesta definigdo n&o
cabe uma técnica bastante utilizada e efetiva que € a inseminacao intra-uterina (técnica
onde uma amostra de sémen previamente processada € colocada no utero de forma a
se obter uma gravidez(. Esta é uma terapia custo-efetiva e ndo invasiva de primeira
linha para pacientes com trompas permeaveis e fatores de infertilidade cervicais,
anovulacdo, fatores masculinos ligeiros a moderados, infertilidade inexplicada ou
distarbios na ejaculacédo, e cujas taxas de sucesso podem atingir os 10-20%. Esta no
entanto limitada a sua utilizacdo em mulheres com endometriose, quando exista um
fator masculino grave, infertilidade de causa tubaria ou em mulheres com idade superior
a 35 anos®. Nos casos em que abordagens mais simples e n&o invasivas, como a
inseminacéo intra-uterina, ndo séo suficientes, entdo os especialistas recorrem as TRA

mais complexas.



Na Europa, de 1997 a 2014, foram realizados mais de 8 milhdes de tratamentos com
recurso as TRA, dos quais resultaram quase 1.5 milhGes de criancas nascidas®. A
propor¢do destas criangas na populacdo em geral tem crescido substancialmente, e ja
atinge cerca de 4% em alguns paises do continente europeu®®. Mais de 40 anos apés
0 nascimento de Louise Brown, estima-se que mais de 7 milhdes de criangas nasceram
com recurso a estas tecnologias em todo o mundo®b.

De modo geral, as TRA envolvem a manipulacdo de gametas femininos, gametas
masculinos e embrides. Geralmente, 0 procedimento inicia-se com uma estimulacéo
ovarica na mulher seguida da recuperagdo dos cumulos ovocitarios através de uma
puncéo folicular ecoguiada.

A estimulagdo ovérica é realizada através da administragdo de gonadotrofinas (de
origem recombinante ou urindria), durante aproximadamente 2-3 semanas. Tem como
objetivo o crescimento folicular mdltiplo, para a obtencdo de varios ovocitos, em
contraposicao ao crescimento monofolicular de um ciclo natural, de forma a poderem
ser fertilizados e originarem varios embriées. Quando os foliculos atingem um tamanho
de cerca de 16 mm sao considerados maduros sendo necessario desencadear a sua
ovulacdo e, a0 mesmo tempo, cessando a administragcdo das gonadotrofinas. O
processo de ovulacdo é desencadeado através da administracdo de uma dose da
hormona coriogonadotréfica (hCG) ou de um agonista da GnRH (gonadotropin releasing
hormone).

Ap6s 36 horas desta administracdo, é realizada a puncéao folicular transvaginal, um
procedimento cirdrgico com sedacao ou anestesia geral e ecoguiado, onde é aspirado
o liquido folicular. Este liquido folicular recolhido é observado pelo embriologista ao
microscopio, de forma a identificar e separar os chamados complexos cumulos-ovécito
(COC'’s), dos quais € expectavel obter um por cada foliculo puncionado. Estes COC'’s
séo estruturas formadas pelas células de suporte (células da granulosa) que contém no
seu interior o ovocito. Os COC'’s identificados sdo lavados em meio de lavagem
apropriado, e posteriormente mantidos em cultura em condicdes de temperatura,
humidade e gasificagdo controladas, a 37 °C, 6% CO., 5% O,,e 90% de humidade
relativa (HR).

Os ovacitos recolhidos na puncgéo folicular podem ser fertilizados através de duas
técnicas: a fertilizacdo in vitro (FIV) ou a microinjecdo intracitoplasmatica do

espermatozoide (geralmente usado o acrénimo inglés ICSI).



Na primeira, ovOcitos sdo co-incubados, durante cerca de 16-18 horas, com uma
concentracdo especifica de espermatozoides méveis, para que se dé a entrada de um
espermatozoide através da membrana ovocitaria, o que faz com que este seja um
procedimento mais aproximado a uma fertilizacdo natural. A segunda € uma técnica
mais invasiva, onde é selecionado um Unico espermatozoide e injetado diretamente no
citoplasma do ovécito. Em ambas as técnicas, as amostras de sémen, sdo previamente
processadas com meios especificos para o efeito.

A ICSI foi originalmente desenvolvida para casos em que a qualidade espermética ndo
permitia a aplicacdo da FIV. No entanto, atualmente a sua utilizagdo vem sendo cada
vez mais generalizada para além destes casos. Isto é de certa forma controverso uma
vez que a ICSI parece nédo oferecer qualquer beneficio em relagéo a FIV convencional
nos casos de infertilidade sem fator masculino®?.

Outros fatores podem levar a escolha daquela técnica mais invasiva, como sejam 0s
casos de falha de fecundagéo prévia na FIV convencional ou nos casos em que 0S
embrides sao sujeitos a técnicas de diagndstico pré-implantatério.

Apos a verificagdo da correta fertilizacdo dos ovocitos, feita cerca de 18 horas apoés a
fecundacéo, os embrides formados sdo mantidos em cultura em condi¢des especificas
de 37 °C, 6% CO3, 5% O,e 90% de HR até 6 dias de desenvolvimento como maximo.
Ao longo destes dias, podem ser observados e classificados de acordo com varios
critérios. Na tabela 1 e nas figuras seguintes, estdo indicados os diversos estadios de
desenvolvimento embrionario, bem como a sua localiza¢do habitual num ciclo in vivo,
bem como as suas principais caracteristicas.

A transferéncia e/ou congelacao dos embrides pode ser realizada 1 a 6 dias apos a
fertilizacdo, sendo que habitualmente, essa decisdo é tomada na fase de clivagem
celular, ao 3° dia de desenvolvimento embrionario, ou na fase de blastocisto, do 5° ao
6° dia.



Tabela 1: Estadios do desenvolvimento embrionario in vivo

Embriogénese Tempo Localizagéo Descricéo

Célula unica contendo 2
1. Zigoto 12-24 horas ap6s a Oviduto prondcleos (material genético

ovulacdo materno e paterno).

Estadio inicial da

2. Embrido 2-3 dias apds a ] embriogénese. Divisbes
) o Oviduto ) o
clivado fertilizacé@o sucessivas do ovécito
fertilizado.
) 3-4 dias apos a ) Estrutura com cerca de 12-16
3. Morula o Oviduto )
fertilizacé@o células.

) ) Estrutura com 2 tipos celulares
) 4-6 dias ap6s a , o
4. Blastocisto . Utero distintos: trofoblasto e massa
fertilizagéo )
celular interna.

Glébulos polares Células

compactadas
Pronucleos

Zona pelucida
Zona pelucida

Figura 1: Zigoto Figura 3: Mérula
Células da
Célula
trofectoderme
Zona pelucida Blastocélio

Massa celular

interna
Figura 2: Embrido clivado Figura 4: Blastocisto

A seguranca dos procedimentos de PMA tem sido questionada, particularmente aquela
gue diz respeito aos potenciais efeitos na salde da descendéncia®®. Apesar da maioria
das criancas concebidas por estas técnicas serem criancas saudaveis, tem sido
reportado que a fertilizacao in vitro esta associada com um aumento do risco de efeitos
obstétricos e neonatais adversos, incluindo problemas de hipertenséo na gravidez, parto

pré-termo e baixo peso a nascenca®. Tém também sido reportados efeitos a nivel de



anomalias congénitas e defeitos no desenvolvimento neurolégico nestas
gravidezes>19),

A utilizagdo destas técnicas envolve um numero consideravel de desvios ao ambiente
natural no qual a fertilizacdo e desenvolvimento embrionério ocorrem, o que podera
originar alteracdes epigenéticas de longo prazo na descendéncia e, por sua vez, ter um
efeito duradouro na saude dos individuos, de acordo com o0 que € proposto pela
Development Origins of Health and Disease®?.

No entanto € necessario ter em aten¢do que alguns dos riscos anteriormente descritos
podem n&o resultar das TRA mas da prépria biologia subjacente aos casais inférteis%1®
sendo necessarios estudos de larga escala baseados em dados populacionais, onde
estejam incluidos dados sobre as TRA, para que uma avaliagdo das morbilidades a curto
e longo prazo destas técnicas seja possivel?.

Apesar da ligacao causal entre as TRA e os resultados da saude dos recém-nascidos
nao estar ainda completamente estabelecida, varios procedimentos estao envolvidos.
Entre eles, esta a cultura prolongada dos embriées no laboratério e a transferéncia de
blastocistos, cuja aplicacdo tem aumentado nos ultimos anos. Apesar de alguns estudos
mostrarem que as transferéncias de blastocistos estdo associadas a taxas de gravidez
cumulativas superiores®®, uma recente meta-analise de seis estudos sugere que estas
transferéncias podem aumentar o risco de parto pré-termo em partos Unicos@?,

Por este motivo, é importante entender o papel das TRA no contexto dos riscos para 0s
recém-nascidos, de forma a garantir a salde a longo prazo destas criancas. Nesse
sentido, este trabalho pretende dar mais um contributo para este conhecimento,
avaliando o peso a nascenca das criangas nascidas apos transferéncia de blastocistos,
comparando-0 com criangas nascidas apos transferéncia de embrides clivados.

Este trabalho inicia-se com um enquadramento teérico onde sdo explicados conceitos
acerca das TRA e das algumas das suas implicagdes nos resultados neonatais e onde
se apresentam alguns estudos prévios sobre o efeito da cultura prolongada de embrides
e os resultados neonatais.

De seguida séo definidos os objetivos, principal e especificos, deste estudo, apds os
quais é descrita a metodologia apresentada para a sua elaboracdo e apresentados os
resultados do mesmo, com a respetiva analise estatistica.

Finalmente sdo discutidos os resultados e apresentadas as consideragdes finais em

forma de concluséao.






1. Enquadramento teorico
De forma a melhor enquadrar o tema de estudo do presente trabalho, apresentam-se
de seguida alguns conceitos importantes de forma a fundamentar a sua justificacdo e

ao mesmo tempo contribuir para uma melhor compreensao do mesmo.

1.1 Qualidade e Seguranca das Tecnologias de
Reproducéo Assistida

A Qualidade e Seguranca associada a estas técnicas é um tema muito importante para
todos os envolvidos, sejam eles pais, profissionais e instituicdes de saude, ou mesmo a
sociedade em geral. Diversos estudos demonstraram que as gravidezes resultantes das
TRA apresentam um risco elevado de efeitos perinatais adversos em relacdo a
gravidezes espontaneas, que incluem parto pré-termo, baixo peso a nascenca e defeitos
dos recém-nascidos, bem como o aumento do tempo de internamento nas unidades de
cuidados neonatais®22),

Numa meta-analise de 2013, Hansen et al., reportaram um aumento de 32% no risco de
defeitos dos recém-nascidos de TRA, comparativamente a criancas nascidas de
concecdes naturais, com o risco absoluto para aquela populacédo de 6.5-7%@). Estes
dados séo confirmados por outros autores que referem um risco aumentado de partos
pré-termo e baixo peso a nascenca, nomeadamente nos partos Unicos apos TRA®?425),
Apesar de se conhecer a associagéo entre as TRA e os defeitos dos recém-nascidos,
esta ainda por esclarecer a sua etiologia. Estes podem ser decorrentes das
caracteristicas parentais de subfertilidade per se®®, em que diversas causas de
infertilidade, tais como fatores ovulatérios, infe¢Bes pélvicas, anomalias uterinas,
obesidade e stress ou exposicdo a ambientes toxicos, estdo relacionadas com a
ocorréncia de efeitos neonatais adversos®”.

Diversos trabalhos demonstraram que a condic&o de infertilidade e ndo os tratamentos
com aplicacdo das TRA estdo associados a resultados menos favoraveis nos recém-
nascidos®®29. Adicionalmente, casais que néo recorreram a tratamentos de infertilidade
e cujo tempo até conseguirem uma concecado foi superior a um ano, tinham um risco
aumentado de parto pré-termo e os seus filhos tinham menor peso a nascenga e uma
maior taxa de malformacgfes congénitas do que os casais que conseguiram conceber
antes de um ano®?,

A nivel do laboratério, os varios procedimentos utilizados, tais como o método de
inseminacao dos ovdcitos ou as técnicas de congelacdo e descongelacéo, séo fatores

determinantes no desenvolvimento embrionario e nos resultados das criancas



nascidas®V. As condicGes em que os embrides sdo cultivados afetam varios parametros
do seu desenvolvimento incluindo o metabolismo e expressdo genética®), e onde os
meios de cultura desempenham um papel fundamental, com uma agéo na expressao
genética e em processo epigenéticos do desenvolvimento embrionario®334,

A componente farmacoldgica das TRA envolve a administragdo exdgena de
gonadotrofinas durante a hiper-estimulac@o controlada dos ovarios para a producgéo de
multiplos ovdcitos. Consequentemente, niveis hormonais suprafisiolégicos entram em
circulacdo sanguinea durante esta fase. Estudos demonstraram um efeito adverso
destes farmacos na recetividade endometrial, bem como na qualidade e

desenvolvimento embrionario, com possiveis implicagées nos recém-nascidos®?’%,

1.2 Gravidezes multiplas

No entanto, a transferéncia de dois ou mais embrides para o Utero, e as gravidezes
multiplas dai decorrentes, continua a ser o principal fator na base dos efeitos adversos
neonatais apds técnicas de TRA®G®, Apesar de os riscos associados as gravidezes
multiplas serem bem conhecidos, as transferéncias de 2 embribes nos tratamentos de
Procriacdo Medicamente Assistida (PMA) continuam a ser generalizados®?,

O European IVF-Monitoring Consortium divulgou uma taxa de 19,2% de partos multiplos
apos transferéncias a fresco de embrides no ano de 2011¢®. Nos Estados Unidos,
dados do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) mostraram que
aproximadamente 46% das criangas nascidas em 2011 apos tratamentos de fertilizacéo
in vitro provinham de partos multiplos®®. Por este motivo, e ja desde o ano 2000, a
European Society for Human Reproduction and Embryology (ESHRE) enfatizou que a
obtencdo de um parto de um recém-nascido saudavel deve ser considerada como um
parametro de qualidade num programa de Reproducéo Assistida®?.

Este preocupante crescimento das taxas de gravidez mdltiplas resultantes dos
tratamentos apds TRA levou a que varias publicacdes realcassem 0s riscos maternos,
fetais e neonatais associados a estas gravidezes. Entre as complicacdes maternas
incluem-se o risco elevado de hipertensao, diabetes gestacional, hemorragia periparto,
aumento das taxas de cesarianas, depressdes pods-parto e ansiedade® 43, As
gravidezes multiplas estdo também associadas a um aumento de 6 vezes no risco de
parto pré-termo, que é a principal causa de mortalidade infantil, e a futuras doengas na
vida futura da criangca, como a paralisia cerebral, dificuldades de aprendizagem e

doenca pulmonar crénica®.



Para além disso, os custos associados a estas gravidezes sdo consideravelmente
superiores aos das gravidezes Unicas. Num estudo do Reino Unido, o custo estimado
para o National Health Service de um parto gemelar era 16 vezes superior ao de um

parto com um recém-nascido®,

1.3 Transferéncia eletiva de um embriao

Existe ainda, por parte dos doentes e dos profissionais de saude, a ideia de que o
sucesso de um tratamento de PMA € maior com a transferéncia de dois embribes do
gue com apenas um embrido transferido®®. Esta percecdo contrasta com a literatura
publicada, que demonstra claramente que a transferéncia eletiva de um embrido
(definida pela Society for Assisted Reproductive Technologies, como a transferéncia de
um embrido em que varios embrides de qualidade estdo disponiveis, originados num
ciclo de tratamento, tendo sido decidido transferir apenas um e congelar os restantes®”),
juntamente com as transferéncias adicionais de embribes congelados permite taxas
superiores de parto a termo de um recém-nascido, quando comparado com a
transferéncia de dois embrides, ao mesmo tempo que permite taxas de gravidez multipla
comparaveis as das gravidezes espontaneas®49),

A sensibilizacdo dos doentes com um aconselhamento apropriado sobre os riscos das
gravidezes multiplas e as vantagens da transferéncia eletiva de um embrido é
fundamental para a adocdo desta estratégia®”. Neste sentido, alguns paises tém
tentado implementar politicas que visam reduzir o numero de embries transferidos,
nomeadamente através de apoios estatais para os tratamentos®?. Na Bélgica, por
exemplo, o governo introduziu beneficios em termos de reembolsos aos centros de
fertilidade, mediante a reducdo do nimero de embrides a transferir®. Em Inglaterra, a
Human Fertilisation and Embryology Authority (HFEA) aprovou, em 2009, uma politica
que encoraja os centros de fertilidade a adotar uma estratégia de transferéncia eletiva
de um embrido. Esta politica permitiu a reducao da taxa de partos multiplos de 24% em
2009 para 11% em 2016®2. Também na provincia canadiana do Quebec, a
implementacdo da comparticipacéo publica para tratamentos de PMA, resultaram numa
subida significativa na taxa de transferéncia eletiva de um embrido, de 1.6% para 31.6%,
com uma descida na taxa de gravidez multipla de 29.4% para 6.4% no mesmo
periodo®),

De forma a incrementar o uso da transferéncia eletiva, diversos métodos tém sido

estudados para identificar o embrido com maior potencial de implantac&o®+%, tais como



a cultura prolongada até blastocisto®®, a cultura de embrides com o apoio de sistemas
integrados de imagem (time-lapse) ou o screening genético pré-implantatorio.

1.4 Cultura prolongada de embrides e transferéncia de
blastocistos

A extensdo da cultura embrionaria até o estadio de blastocisto, que é atingido pelo
embrido no dia 5 ou 6 de desenvolvimento apds a fertilizagdo dos ovdcitos, traz um
namero de vantagens teoricas em relacdo aos embribes clivados (2-3 dias de
desenvolvimento)®®. E considerado um método mais fisiolégico, devido a uma maior
sincronia embrido-endomeétrio, aproximando-se do que se passa huma concecao natural
em que a implantagdo do embrido, que envolve a adeséo e penetracdo do endométrio
ocorre durante um periodo, também chamado de “janela de implantag¢ao”, que tem lugar
aproximadamente entre o 5° e 7° dia ap6s a fertilizagdo®",

Para além disto, a cultura até ao estadio de blastocisto permite a oportunidade de uma
melhor avaliagdo do desenvolvimento, incluindo aspetos morfolégicos e morfocinéticos,
uma vez que os embrides fazem a transicdo do genoma maternal para 0 genoma
embriénico apds o estadio de 8 células, que é atingido geralmente 3 dias apds a
fertilizacdo. Desta forma, a cultura in vitro até ao estadio de blastocisto, em que o
genoma embrionério j& se encontra ativado, permite uma selecdo baseada em critérios
mais objetivos do que os critérios mais limitados e inconsistentes morfol6gicos dos
embrides clivados®®. E possivel, que um embrifio ao 3° dia de desenvolvimento,
classificado como de excelente qualidade, segundo critérios morfolégicos, ndo atinja o
estadio de blastocisto, e ndo tenha potencial de se implantar no Gtero. Como resultado
disto, o potencial de implantacdo dos blastocistos € superior ao dos embrides clivados,
uma vez que apenas 0s embrides viaveis tém a capacidade de atingir o aquele estadio
permitindo, desta forma, uma melhor selecdo do embrido a transferir®?,

Finalmente, existe uma menor probabilidade de o embrido ser expulso do local de
implantacdo na fase de blastocisto, uma vez que as transferéncias nesta fase estéo
associadas a uma menor contratilidade uterina®®.

A transferéncia embrionaria de embriGes clivados foi inicialmente a estratégia mais
utilizada, mas os ultimos desenvolvimentos nas condi¢gdes de cultura embrionéria, sejam
elas os meios de cultura, as estufas, ou outras condicbes como a cultura com baixas
tensGes de oxigénio, permitem prolongar a duracdo da cultura embrionaria sem

comprometer a capacidade de desenvolvimento dos embriGes(©?.
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Por outro lado, a evidéncia de um melhor desempenho em termos de desenvolvimento
embrionario e de resultados de gravidez, conduziram a uma mudanca, na Ultima década,
no sentido de um prolongamento da cultura dos embrides e posterior transferéncia
uterina. Comparando com a transferéncia de embrides clivados, a transferéncia de
blastocistos apresenta taxas de implantacéo e parto por transferéncia superiores®?, de
modo que a transferéncia eletiva de um blastocisto, associado a um programa de
criopreservacao de qualidade, permite reduzir a taxa de parto multiplo sem comprometer
de forma significativa as taxas de gravidez dos tratamentos®23),

Em Inglaterra, segundo dados da HFEA, a percentagem de transferéncias em
blastocisto foi de 47,9% no ano de 2014. Este nimero evidencia claramente a tendéncia
para a adocdo deste tipo de transferéncias em detrimento das transferéncias de
embrides clivados®). Em Portugal, esta percentagem tem também vindo a aumentar,
tendo sido de 19,2% em 2015, de acordo com os ultimos dados disponibilizados pelo
Conselho Nacional de Procriacdo Medicamente Assistida (CNPMA)®9).

Apesar das aparentes vantagens que beneficiam as transferéncias de blastocistos em
termos de taxas de gravidez por cada transferéncia embrionaria (Figura 5), permanece
por esclarecer se o dia da transferéncia embrionaria tem algum impacto nas taxas de
parto cumulativas, isto €, o nimero total de partos provenientes das transferéncias de
todos os embrides obtidos provenientes de uma mesma recolha ovocitéria, tal como é

evidenciado por uma revisédo da Cochrane de 201619,
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Figura 5 — Taxa de parto ap0s transferéncias a fresco em Dia 3 e Dia 5 usando ovocito proprios

por grupos de idade(®®
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Para além disto, os estudos relativos aos dados dos recém-nascidos apds transferéncia
de Dblastocistos apontam para potenciais riscos, como o0 aumento das taxas de
gravidezes gemelares monozigéticas, alteragéo do racio masculino/feminino, alteragfes
epigenéticas®”®®), ou risco aumentado de parto pré-termo®’® bem como aqueles que
dizem respeito ao indicador peso a nascenca?,

Este indicador tem sido largamente estudado no que diz respeito a sua relagdo com
futuras doencas das criangas, nomeadamente, doencas cardiovasculares, respiratérias,
cancro e doencas do foro psiquiatrico. Ao mesmo tempo, e realcando a sua
importancia, a Organizagdo Mundial de Saude incluiu o baixo peso a nascencga (<2500
g), como umas das suas prioridades, apontando para uma reducéo de 30% no numero
de criancas nascidas com um peso inferior a 2500 g até ao ano de 202573, Também
nos ultimos anos, tem aumentado o interesse dos potenciais riscos de pesos superiores
a 4000 g, e a sua associacédo com efeitos adversos para a satde?.

A medida que a cultura prolongada dos embrides tem vindo a ganhar espaco e sendo
adotada nos centros de Infertiidade em detrimento da transferéncia de embrides
clivados, é importante que a seguranca associada a esta tecnologia seja devidamente
avaliada. Varios estudos tém sido publicados com resultados conflituantes no que diz
respeito aos possiveis efeitos adversos das transferéncias de blastocistos("%.

Alguns desses estudos sdo apresentados na Tabela 2. Pela analise do quadro, pode-
se verificar que a maioria deles ndo encontrou diferencas significativas nos resultados
perinatais, comparando recém-nascidos de partos com origem em transferéncias de
blastocistos e embrides clivados.

No entanto, deve ser referido que existe uma grande heterogeneidade nos estudos, ja
gue foram incluidas transferéncias a fresco, transferéncias de embriées congelados ou
ambas e outras diferengas metodolégicas, nomeadamente o ndo ajustamento para
fatores de confusdo em alguns estudos. Adicionalmente, trata-se de estudos com
reduzido tamanho amostral na maioria dos casos e devido a sua natureza
essencialmente observacional e retrospetiva, verificou-se uma diversidade e
conflitualidade nos resultados dos trabalhos analisados. No entanto, parece haver uma
tendéncia para um aumento dos partos pré-termo e um aumento do peso dos recém-
nascidos apos transferéncias de blastocistos.

Um dos possiveis fatores que podera influenciar e explicar estes resultados menos
favoraveis nas transferéncias de blastocistos, sdo os meios de cultura utilizados na

cultura prolongada.
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Estudos em animais demonstraram que o peso médio dos recém-nascidos depende do
meio de cultura utilizado. Em humanos, diversos trabalhos sugerem que o possivel
impacto dos meios de cultura no crescimento fetal esta relacionado com a formulagao
de meios especificos e ndo para a sua generalidade, havendo, no entanto, a
necessidade de confirmar estes dados com estudos randomizados e controlados de
grandes dimensdes®?.

Uma nota que deve ser salientada é a de que a completa composi¢cdo dos meios de
cultura atualmente disponiveis no mercado é ainda desconhecida, pelo que se torna
dificil chegar a resultados e conclusdes fidveis, especulando-se qual dos componentes
podem ter um efeito benéfico ou deletério no desenvolvimento e competéncia

embrionaria®394).
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Tabela 2: Estudos sobre o efeito da cultura embrionaria prolongada nos resultados neonatais

Estudo Anos, Pais Tipo de estudo Populacao e grupos de estudo Principais conclusées
Transferéncias de embriGes congelados apés Em partos Unicos:
ciclo completo freeze-all. ¢ Risco de parto pré-termo aumentado nas
Jan 2007 — ] o ]
Retrospetivo transferéncias de blastocistos
Zhu, 20199 Dez 206, o . . . o
Chi Coorte de centro unico Embrides clivados: 11801 e Sem diferencas significativas entre os 2
ina .
Blastocistos: 1009 grupos relativamente aos pesos dos recém-
nascidos.
Transferéncias a fresco de embrido Unico e Sem diferencas significativas entre os 2
2015 usando a tecnologia time-lapse em mulheres < grupos nos resultados neonatais.
Fev -
Wang, Retrospetivo 40 anos.
Fev 2017, o
20198 ) Coorte de centro Unico
China " )
Embri6es clivados: 171
Blastocistos: 62
¢ Racio masculino/feminino balanceado para o
sexo masculino apds transferéncias de
i o » blastocistos;
Partos apds transferéncias de embrides a fresco . o
Dez 2006 — ) e Sem diferencas significativas entre os 2
) Retrospetivo e congelados. _
Shi, 201904 Dez 2015, L . ) grupos nos restantes resultados neonatais
Chi Coorte de centro unico Embribes clivados: 5348
ina

Blastocistos: 9906
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Estudo Anos, Pais Tipo de estudo Populacao e grupos de estudo Principais conclusdes
Partos Unicos >28 semanas apos transferéncias | e Sem diferencas significativas entre os 2
de 1 ou 2 embribes congelados. grupos nos resultados neonatais.

Jan 2015 — ]
Fang, Retrospetivo
Jun 20186, o 5 )
20186 chi Coorte de centro inico Embrides clivados: 5348
ina
Blastocistos: 9906
Transferéncias de embrides congelados. e Sem diferencas significativas entre os 2
) grupos nos resultados neonatais.
Retrospetivo Coorte de N ]
Holden, 2004-2013, Embries clivados: 117619
dados reportados ao )
2018(7 E.U.A Blastocistos: 118572
SART-CORS database
e Ligeiro aumento significativo do peso dos
recém-nascidos apoés transferéncias de
Partos Unicos a termo apoés transferéncias a blastocistos nas transferéncias de 1 embrido.
fresco.
) Retrospetivo Coorte de
Litzky, 2007-2014, » )
dados reportados ao Embrides clivados: 56985
2018('1 E.U.A.

NASS database

Blastocistos: 67169

Mulheres com < 45 anos
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Estudo Anos, Pais Tipo de estudo Populacdo e grupos de estudo Principais conclusdes
Transferéncias de 1 embrido a fresco. e Sem diferencgas significativas entre os 2
EmbriGes de Dia 3: 113 grupos nos resultados neonatais nas
EmbriGes de Dia 5: 218 transferéncias a fresco;
Jan 2010 - i )
DeVos, Dez 2013 Retrospetivo e Z-score do peso dos recém-nascidos
ez ,
2018(®) Béli Coorte de centro Unico | Transferéncias de 1/2 embrides congelados significativamente maior nas transferéncias de
élgica » ) _
Embrides de Dia 3: 58 blastocistos congelados.
Embri6es de Dia 5: 58
Mulheres com <36 anos
e Z-score do peso dos recém-nascidos e
proporcao de bebés LGA significativamente
maior nas transferéncias de blastocistos
congelados.
Partos Unicos >20 semanas apos transferéncias
de 1/2 embries congelados.
Jan 2016 — ) ) )
Zhang, Retrospetivo Embrides de Dia 3: 3520
Dez 2016, _ ) )
201879 Chi Coorte de centro Unico EmbriGes de Dia 5: 215
ina

Embrides de Dia 6: 466
Mulheres com <40 anos
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Estudo Anos, Pais Tipo de estudo Populacao e grupos de estudo Principais conclusdes
] Transferéncias a fresco. e Sem diferencas significativas entre os 2
Mai 2014 — ] )
) Retrospetivo grupos nos resultados neonatais.
Li, 2017®9) Abr 2015, o N )
Chi Coorte de centro unico EmbriGes clivados: 798
ina
Blastocistos: 829
¢ Mortalidade perinatal maior nas transferéncias
de blastocistos em relacdo aos embribes
clivados
¢ Nos partos Unicos:
» Maior taxa de partos pré-termos de
embrides clivados em relacdo a gravidezes
Partos Unicos apds transferéncias a fresco e espontaneas;
) congelados e de gravidezes espontaneas. » Menor taxa de baixo peso a nascenga em
Retrospetivo ] .
Ernstad, 2002 - 2013, _ blastocistos comparado com embrides
o Coorte do registo . i ]
201661 Suécia Embrides clivados: 25747 clivados;

nacional

Blastocistos: 4819

Gravidezes espontaneas: 1196394

» Menor taxa de LGA em blastocistos.
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Estudo Anos, Pais Tipo de estudo Populacao e grupos de estudo Principais conclusdes
Partos Unicos 237 semanas apds transferéncias | e Bebés do sexo masculino com peso a
de embriBes a fresco e congelados. nascenca significativamente superior apos
) Embribes a fresco: transferéncias de embrides de Dia 5/6 a
. Jan 2008 — Retrospetivo " .
Kaartinen, Embrides Dia 2/3: 142 fresco e congelados.
Mar 2014, Coorte case-control " )
201562 o o Embrides Dia 5/6: 142
Finlandia multicéntrico )
Embrides congelados:
Embri6es Dia 2/3: 135
Embrides Dia 5/6: 135
¢ Sem diferencas significativas no peso médio
dos partos Unicos e gemelares em mulheres
Transferéncias a fresco. com <36 anos;
e Partos triplos de transferéncias de embriGes
Mulheres <36 anos: de Dia 5 com peso significativamente maior;
Fev 2008 Embrides Dia 3: 654 ¢ Nos partos Unicos das mulheres com 236
V -
Sotiroska, Dez 2013 Retrospetivo Embrides Dia 5: 304 anos, peso significativamente maior apos
z , .
2015@3) . Coorte de centro Unico transferéncia de embrides de Dia 5.
Macedodnia

Mulheres 236 anos:
Embrides Dia 3: 275
Embrides Dia 5: 167
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Estudo Anos, Pais Tipo de estudo Populacao e grupos de estudo Principais conclusdes
Transferéncia de 1 embrido a fresco com partos | e Sem risco aumentado de complicacées
o Ago 2010 — Retrospetivo Unicos. obstétricas ou perinatais nos 2 grupos em
ron,
Dez 2013, Matched case-control estudo.
201564
Canada Centro Unico Embrides clivados: 106
Blastocistos: 212
Partos unicos 220 semanas apos transferéncias | e Peso a nascenca médio absoluto e o z-score
Jan 2009 — ) a fresco meédio dos embriGes de Dia 5/6 superior aos
Retrospetivo " . ) )
Zhu, 201469 Jun 2012, o Embrides Dia 3: 2833 dos embrides de Dia 3.
] Coorte de centro Unico 5 )
China Embrides Dia 5/6: 96
Mulheres <40 anos
Partos Unicos de transferéncias a fresco e Sem diferencas significativas entre os 2
DeVos, Abr 2004 — Retrospetivo EmbriGes Dia 3: 1234 grupos peso dos recém-nascidos.
2014(89) Dez 2009 Coorte de centro (inico Embrides Dia 5/6: 864
Mulheres <40 anos
¢ Risco de parto pré-termo aumentado apos
transferéncias de blastocistos;
. . . . ¢ Risco de anomalias congénitas pode estar
L » 6 Estudos observacionais e ensaios clinicos. ) _
i Reviséo sistematica e L i . aumentado apo6s transferéncias de blastocisto
Dar, 201467 | Até Mar 2013 Partos Unicos ap6s transferéncias de

meta-analise

blastocistos e embrides clivados.
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Estudo Anos, Pais Tipo de estudo Populacao e grupos de estudo Principais conclusdes
Partos Unicos ap0s transferéncias a fresco. e Periodo de cultura esta associado a um
o Retrospetivo aumento na proporcédo de bebés LGA.
Mékinen, 2000 - 2010, ) ) ]
o Cross-sectional Embrides Dia 2: 871
2013(8) Finlandia o ] )
Centro Unico Embries Dia 3: 139
EmbriGes Dia 5/6: 69
) e Transferéncias em blastocistos associados a
) o i 7 Estudos retrospetivos. ) 3
Maheswari, 1984 — Mar Revisao sistematica e o 3 . . um risco aumentado de partos pré-termo;
. Partos Unicos apds transferéncias de embrides ) ) )
201367 2013 meta-analise ) . ¢ O risco de restricdes de crescimento € menor
clivados e blastocistos. _ _
em bebés apods transferéncias de blastocistos.
Partos Unicos apds transferéncias de embrides ¢ Sem diferencas significativas entre os 2
Fernando, 2004-2009, Retrospetivo clivados e blastocistos. grupos nos resultados obstétricos e perinatais.
201269 Austrélia Coorte de centro inico Embrides Dia 2/3/4: 2486
Embrides Dia 5/6: 1716
e Sem diferencas significativas entre os 2
o _ grupos nos resultados obstétricos e perinatais.
) Partos unicos em mulheres de idades
Retrospetivo
o semelhantes.
] Jan 2002 — Coorte de centro Unico.
Martin, . .
Jun 2009, Dados obtidos a partir » )
201169 o Embrides Dia 2: 959
Franca de inquéritos aos

casais.

Blastocistos: 959
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Estudo Anos, Pais Tipo de estudo Populacao e grupos de estudo Principais conclusdes
Partos resultantes de tratamentos de FIV. e Risco aumentado de parto pré-termo e
] Retrospetivo defeitos neonatais ap0s transferéncias de
Kallén, 2002 — 2006, N ) ]
. Coorte da base de Embri6es clivados: 12562 blastocistos.
20109 Suécia . )
dados nacional. Blastocistos: 1311
Transferéncias de ciclos FIV/ICSI. ¢ Sem diferencgas significativas entre os 2
) Dez 1999 — ) grupos nos resultados neonatais.
Schwarzler, Retrospetivo " )

Abr 2001, o Embribes clivados: 549

200401 . Coorte de centro Unico )

Austria Blastocistos: 710
Australia, ] Partos em mulheres de 24-43 anos e Sem evidéncias de crescimento fetal anormal
. Retrospetivo . )

Embrides . ou alteragdes no sex-ratio nos 2 grupos em
] Coorte de centro Unico e 5 )

Kausche, clivados em ) N Embrides clivados: 258 estudo.

centros de infertilidade ) ) . o
200162 1995; Embrides clivados (Australia e Nova Zelandia):

Blastocistos a
partir de 1996

na Australia e Nova

Zelandia.

1785

Blastocistos: 125
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2. Objetivos

A efetividade de um tratamento na area da Reproducdo Assistida esta associada a uma
melhoria da probabilidade de se obter um recém-nascido vivo, enquanto a seguranca
esta associada a saude da crianca e da mae, e desta forma relacionada com os efeitos
adversos. Ambos os conceitos devem ser avaliados de forma a permitir decisfes
clinicas baseadas na evidéncia®. Portanto, qualquer potencial beneficio de uma
intervencdo deve ser avaliado perante um possivel efeito neonatal adverso e os custos
gque dai possam decorrer.

Face ao enquadramento anterior, define-se como objetivo do trabalho:

2.1 Objetivo principal

® Avaliar, no contexto das Técnicas de Procriacdo Medicamente Assistida
(PMA), o peso dos recém-nascidos apds transferéncia de blastocistos
comparando com o0s recém-nascidos apds transferéncia de embrides

clivados.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a populacéo cujos partos Unicos tiveram origem na tecnologia
de transferéncia de embrides clivados (caracteristicas maternas e dos
respetivos tratamentos de PMA);

e Caracterizar a populacao cujos partos Unicos tiveram origem na tecnologia
de transferéncia de blastocistos (caracteristicas maternas e dos respetivos
tratamentos de PMA);

e Comparar a populagéo cujos partos Unicos tiveram origem na tecnologia de
transferéncia de embrides clivados com a populacdo cujos partos Unicos
tiveram origem na tecnologia de transferéncia de blastocistos;

e Caracterizar o peso dos recém-nascidos originados pela tecnologia de
transferéncia de embrides clivados;

e Caracterizar o peso dos recém-nascidos originados pela tecnologia de
transferéncia de blastocistos;

e Comparar 0 peso dos recém-nascidos originados pelas tecnologias de

transferéncia de embrides clivados e transferéncia de blastocistos.
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3. Metodologia

3.1 Local do estudo

Este estudo foi realizado no Centro de Infertilidade e Reprodugdo Medicamente
Assistida (CIRMA) do Hospital Garcia de Orta.

3.2 Tipo de estudo

Tendo em conta os objetivos definidos, este estudo é observacional (baseia-se na
observacéo de factos objetivos independentes do investigador), transversal (fornece um
retrato de uma populagdo num determinado momento) e retrospetivo (baseia-se em

dados de periodos passados)©®®.

3.3 Populagéo-alvo e amostra

A populacédo do trabalho é constituida por mulheres com idades compreendidas entre
os 18 e 39 anos que realizaram ciclos de tratamentos FIV/ICSI no CIRMA e com
transferéncia de 1 ou 2 embrides a fresco entre 2014 e 2018.

A partir desta populacéo foi selecionada uma amostra que consistiu nos partos Unicos
com recém-nascido vivo, tendo sido excluidos os partos Unicos resultantes de
gravidezes em que foi visualizado ecograficamente mais de um saco gestacional, de
forma a evitar o efeito de “vanishing twin”.

Foram definidas varidveis independentes, ou seja, aquelas que determinam e
influenciam outra variavel, sendo a causa para um determinado resultado
(caracteristicas maternas, caracteristicas dos tratamentos de PMA), e as variaveis
dependentes, isto €, aquelas que sdo encontradas e explicadas pelo facto de serem
influenciadas ou determinadas pelas variaveis independentes (caracteristicas dos

partos e dos recém-nascidos) (Tabela 3).
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Tabela 3: Variaveis do estudo

Variavel

Depend./

Independ.

Defini¢c&o operacional

Quantitativa | Idade materna em anos registada no dia do tratamento de
Idade materna Independ. ’
continua PMA
IMC materno e - : Quantitativa | IMC materno e paterno registado no dia do tratamento de
ndepend.
paterno continua PMA
: Qualitativa Partos anteriores (sim,ndo) do elemento feminino
Partos anteriores Independ. i ) )
nominal registados no dia do tratamento de PMA
Habitos tabagicos - . Qualitativa Habitos tabagicos maternos (sim, néo) registados no dia
ndepend. i
maternos nominal do tratamento de PMA
Habitos tabagicos - . Qualitativa Habitos tabagicos paternos (sim, ndo) registados no dia do
ndepend. i
paternos nominal tratamento de PMA
o Fator de infertilidade (feminino, masculino, multiplos sem
Fator de Qualitativa ) o L
: - Independ. ) fator masculino, multiplos com fator masculino, idiopéatico,
infertilidade nominal
outro)
Método de - . Qualitativa Método de fertilizagdo dos ovécitos (FIV, ICSI, Misto)
o ndepend. )
fertilizac&o nominal usado no tratamento de PMA
Protocolo de - . Qualitativa Protocolo de estimulacéo ovéarica usado no tratamento de
. _ ndepend. )
estimulacao nominal PMA
Dose de - . Qualitativa Dose total de gonadotrofinas (Ul) usadas nos tratamentos
: ndepend. )
gonadotrofinas nominal de PMA
N° de embrides Quantitativa » )
: Independ. i N° de embrides transferidos (1,2) no tratamento de PMA
transferidos discreta
Dia da Qualitativa Dia da transferéncia embriondria (2°,3°,5°, 6° no
. Independ. )
transferéncia nominal tratamento de PMA
: Qualitativa ] ] ] .
Tipo de parto Depend. ) Tipo de parto (vaginal, cesariana) apés técnica de PMA
nominal
Idade gestacional . : Quantitativa | Semanas de gestacdo do recém-nascido apds parto
. : epena. . .
do recém-nascido continua resultante de técnica de PMA
Género do recém- . : Qualitativa Género do recém-nascido (masculino, feminino) apés
. epena. . L.
nascido nominal parto resultante de técnica de PMA
Peso do . : Quantitativa | Peso em gramas do recém-nascido apds parto resultante
. : epena. . L.
recém-nascido continua de técnica de PMA
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Apbs a aplicacao dos critérios de exclusédo (Figura 6), a amostra foi dividida em 2 grupos
independentes: o grupo das transferéncias de embrides clivados (cultura até dia 2 ou 3
apos fertilizacdo) e o grupo das transferéncias de blastocistos (cultura prolongada até
dia 5 ou 6 apos fertilizacdo). Ambos os grupos foram caracterizados face as variaveis
independentes e posteriormente avaliados e comparados 0 peso dos recém-nascidos
nos 2 grupos em estudo. Foram também comparadas as variaveis dependentes entre
0S 2 grupos.

Partos Unicos apos ciclo
FIV/ICSI e transferéncia a
fresco de embriGes clivados
ou blastocistos

Excluidos:
>
e  Partos com nado-morto
y
Partos com recém-nascido
Excluidos partos provenientes de:
e Ciclos de doagao de ovdcitos ou embribes
»| ¢ Ciclos com mais de 2 embriGes transferidos
e Ciclos com gravidezes clinicas multiplas
e Ciclos com método de fertilizagao desconhecido
A 4
Partos Gnicos com recém-nascido
vivo ap@s transferéncias a fresco de
1 ou 2 embrides
Excluidos partos de:
e Ciclos sem dados maternos (idade, IMC, etnia,
> partos anteriores)
e  Sexo do recém-nascido desconhecido
e  Peso do recém-nascido desconhecido
. Idade gestacional desconhecida
A 4
Partos Gnicos conhecidos com
recém-nascido vivo apds
transferéncias a fresco de 1 ou 2
Embrides clivados ou Blastocistos
Transferéncias de Transferéncias de Figura 6: Critérios de excluséo

Embrides clivados Blastocistos
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3.4 Procedimentos laboratoriais

ApoOs estimulagdo ovarica com gonadotrofinas de acordo com os protocolos habituais,
os ovacitos foram colhidos através de puncgéo folicular ecoguiada. Apos lavagem num
meio tamponado, foram incubados a 37°C em 6% CO; e 95% de humidade relativa (HR)
usando um meio de fertilizacdo contendo HSA (human serum albumin). A microinjecao
dos ovdécitos (ICSI) foi realizada em casos de pardmetros seminais alterados ou em
casos prévio de falhas de fertilizacdo em FIV convencional. Apés decumulacdo dos
ovocitos numa enzima especifica para o efeito (hialuronidase a 80IU/ml) e remocéao
mecénica das células da granulosa, por meio de capilares com diametro de 135um, os
ovocitos maduros foram incubados a 37°C em 6% CO, e 95% HR em meio de
fertilizac&o até ao momento da microinjecdo. Os ovoécitos imaturos foram colocados nas
mesmas condi¢gdes e deixados a maturar durante 4-6 horas. Se a maturagéo in vitro
ocorresse estes eram também microinjetados.

As amostras de sémen (utilizadas a fresco ou criopreservadas do ejaculado ou
originadas através de bidpsia testicular criopreservada), foram colhidas ou
descongeladas no dia da puncgdo folicular. Posteriormente forma analisadas e
processadas usando gradientes de densidade por centrifugacéo a 1200 rpm durante 20
minutos. Apés remogdo do sobrenadante, foram adicionados 2ml de meio de cultura
espermatica ao precipitado e novamente centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos. Uma
segunda lavagem foi realizada usando 1ml de meio de cultura espermética, a 1500 rpm
durante 5 minutos. Finalmente, procedeu-se a um swim-up ou a uma ressuspensao do
precipitado, consoante a qualidade da amostra, a temperatura ambiente no mesmo meio
de cultura.

ApoOs a realizacdo da microinje¢do, os ovocitos forma colocados em placas de cultura
em gotas individuais de 30 pl de meio de cultura cobertas com 6leo mineral e incubados
a 37°C em 6% CO; e 95% HR.

A FIV convencional foi realizada em placas de cultura com pogos preenchidos com 500
pl de meio de fertilizag@o e inseminados com cerca de 50.000 espermatozoides moveis
progressivos por poco. As placas eram depois incubadas a 37°C em 6% CO; e 95% HR.
A fertilizagdo dos ovacitos foi avaliada as 14-19 horas ap06s a inseminagao/microinje¢ao
dos ovécitos. Os ovoécitos da FIV convencional foram primeiramente decumulados e
posteriormente colocados em gotas individuais de 30 pl de meio de cultura cobertas

com 6leo mineral.
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Os embrides assim formados permaneceram has mesmas condi¢des de cultura durante
2, 3, 5 ou 6 dias de cultura, nos quais eram avaliados morfologicamente, até a sua
transferéncia uterina ou criopreservacgao.

O tipo de meio de cultura (ORIGIO, Dinamarca), os protocolos laboratoriais e as
condicbes de cultura permaneceram constantes ao longo de todo o periodo abrangido

por este estudo.

3.5 Questdes éticas

Todos os casais sujeitos a tratamentos de infertilidade assinam um consentimento
informado emitido pelo CNPMA (Anexo 1). O estudo foi aprovado pelo Conselho de Etica

do Hospital Garcia de Orta (Anexo l).

3.6 Meétodo pararecolha de dados

Os dados foram obtidos com base na informag&o do ‘Registo de Atividade em PMA’ do
CNPMA, relativos ao CIRMA. Este registo é confidencial, sendo o acesso feito através

de username e password confidenciais.

3.7 Anadlise estatistica

As caracteristicas da amostra, bem como os resultados neonatais foram comparados
entre os 2 grupos através do teste Mann-Whitney (variaveis continuas) ou através do
teste de qui-quadrado (variaveis categoéricas). Foi realizada uma regresséo linear
multivariada para avaliar a relagéo entre o tempo de cultura embrionéaria e o peso dos
recém-nascidos, ajustando para possiveis fatores de confusdo, nos quais se incluem, a
idade materna, idade paterna, duracdo de infertilidade, IMC materno, IMA paterno,
habitos tabagicos maternos e paternos, existéncia de filhos anteriores do elemento
feminino, fator de infertilidade, dose de gonadotrofinas, método de fertilizacdo, numero
de ovécitos recolhidos, dia da transferéncia dos embrides, nimero de semanas de
gestacao e sexo do recém-nascido.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) versdo 25.0 Um valor de p <0,05 foi considerado como

estatisticamente significativo (realgados a negrito).
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4. Resultados

4.1 Caracterizagcdo da amostra
Um total de 171 mulheres preencheu os critérios de inclusdo do estudo e foram,
portanto, incluidas no mesmo. Destas, 130 pertencem ao grupo de transferéncias de
embrides clivados (EC) e 41 de transferéncias de blastocistos (BL). As principais

caracteristicas maternas e paternas da amostra estao descritas na tabela 4.

Tabela 4: Caracteristicas maternas e paternas

o Erro Erro
N el Desvio padréo P
~ . - Clivados 130 53,39 25,629 2,248
Duragéo de infertilidade
0,913
(meses) .
Blastocistos 41 52,46 20,872 3,26
Clivados 130 33,34 3,67 0,322
Idade do elemento
e 0,311
feminino .
Blastocistos 41 32,85 3,554 0,555
Clivados 130 23,88 4,152 0,364
IMC do elemento
2 0,383
feminino .
Blastocistos 41 23,15 3,561 0,556
Clivados 130 36,36 5,536 0,486
Idade do elemento
; 0,232
masculino .
Blastocistos 41 34,76 4,375 0,683
Clivados 130 26,09 3,873 0,34
IMC do elemento
. 0,068
masculino .
Blastocistos 41 24,85 2,798 0,437
.. . Clivados 56 43,08%
Hébitos tabagicos do
& . 0,282
elemento feminino (sim) )
Blastocistos 22 53,66%
Habitos tabagicos do Clivados 56 46,92%
elemento masculino 0,371
(sim) Blastocistos 22 56,10%
. Clivados 12 9,23%
Partos anteriores do
. . 0,381
elemento feminino (sim) :
Blastocistos 6 14,63%

A idade média das mulheres foi de 33,34 anos no grupo de embrides clivados e de 32,85

anos no grupo dos blastocistos, ndo havendo diferenca significativa neste parametro
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(p=0,311). Também no que diz respeito ao tempo de infertilidade n&o foram encontradas
diferencas significativas entre os 2 grupos, sendo de 53,39 meses ho grupo de embrides
clivados e de 52,46 no grupo dos blastocistos (p=0,913). Em termos de IMC, n&o foi
detetada uma diferenca significativa entre os 2 grupos no que diz respeito aos valores
de IMC (IMC paterno de 26,09 nos EC vs. 24,85 nos BL; p=0,068 e IMA materno de
23,88 nos EC vs. 23,15 nos BL; p=0,312). Nas restantes caracteristicas avaliadas
(habitos tabagicos maternos e paternos, método de fertilizacdo dos ovocitos, existéncia
de filhos anteriores do elemento feminino), ndo foram encontradas quaisquer diferencas
significativas entre os 2 grupos em estudo.

Relativamente aos fatores de infertilidade dos casais (Tabela 5), ndo se verificaram

diferencas estatisticamente significativas entre os 2 grupos (p=0,880)

Tabela 5: Caracteristicas de acordo com o fator de infertilidade

Fator de infertilidade N % p
Clivados 17 13,08%
Tubério
Blastocistos 7 17,07%
Clivados 49 37,69%
Masculino
Blastocistos 15 36,59%
Clivados 9 6,92%
Endometriose
Blastocistos 3 7,32%
Clivados 11 8,46%
Ovulatério
Blastocistos 1 2,44%
Clivados 1 0,77%
Uterino 0,880
Blastocistos 0 0,00%
Multiplos (femininos + Clivados 10 7,69%
masculinos) Blastocistos 3 7,32%
Mdiltiplos (apenas Clivados 1 0,77%
femininos) Blastocistos 0 0,00%
Clivados 30 23,08%
Idiopatico
Blastocistos 12 29,27%
Clivados 2 1,54%
Outro
Blastocistos 0 0,00%
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Foram encontradas diferencas significativas em termos de numero de ovdcitos
recolhidos (8,41 nos EC vs. 9,76 nos BL; p=0,048), nUmero de embrides obtidos (5,09
nos EC vs. 6,34 nos BL; p=0,016) e dose total de gonadotrofinas (2031,35 Ul nos CL vs
2587,80 nos BL; p=0,001). Em relacdo ao numero de ovoécitos inseminados/injetados as
diferencas encontradas ndo se revelaram ser estatisticamente significativas (7,72 nos
EC vs. 9,02 nos BL; p=0,063), bem como no método de fertilizagdo dos ovdcitos
(p=0,192) (Tabela 6).

Tabela 6: caracteristicas dos tratamentos

o Erro Erro
D e Desvio padrao P
Clivados 130 8,41 3,495 0,306
N.° ovécitos recolhidos 0,048
Blastocistos 41 9,76 3,659 0,571
. Clivados 130 7,72 3,538 0,31
N.° ovécitos
. ) " 0,063
inseminados/injetados )
Blastocistos 41 9,02 3,705 0,579
Clivados 130 5,09 2,777 0,244
N.° embriGes obtidos 0,028
Blastocistos 41 6,34 3,167 0,495
Clivados 130 2031,35 806,040 70,694
Dose total de 0.001
gonadotrofinas (Ul) . '
Blastocistos 41 2587,80 919,326 143,575
Método de fertilizacdo
Clivados 57 43,85%
FIV
Blastocistos 24 58,54%
Clivados 70 53,85%
ICSI 0,192
Blastocistos 17 41,46%
Clivados 3 2,31%
Misto
Blastocistos 0 0,00%
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4.2 Caracteristicas neonatais

Em relacdo ao sexo dos recém-nascidos (Tabela 7) verificou-se uma taxa de RN

femininos maior no grupo blastocistos (68,3% vs. 50.8%) no entanto esta diferenca néo

foi estatisticamente significativa (p=0,071).

Tabela 7: Sexo dos recém-nascidos

Clivados Blastocistos
Sexo N % N % p
feminino 66 50,8% 28 68,3%
0,071
masculino 64 49,2% 13 31,7%

No que diz respeito ao tempo de gestagdo (Tabela 8), calculada em nimero de semanas

a partir da data de realizacdo do ciclo de PMA, ndo foram encontradas diferencas

estatisticamente significativas entre os 2 grupos (média de 38,58 semanas nos EC vs.

38,20 nos BL; p=0,490). Também nao foram encontradas diferencas estatisticamente

significativas entre os 2 grupos nos partos a termo (partos ocorridos apés as 36

semanas) (média de 38,91 semanas EC vs. 38,86 semanas nos BL; p=0,998) ou nos

partos pré-termo, ou seja, nos partos ocorridos antes das 37 semanas de gestagéo

(média de 34,60 semanas nos EC vs. 34,33 nos BL; p=0,954). Ocorreram ainda, em

cada um dos grupos, um parto de muito pré-termo (partos ocorridos antes das 32

semanas de gestagao). Este tipo de partos (pré-termo ou muito pré-termo) correspondeu

a 7,7% (10/130) dos partos totais dos embrides clivados e 14,6% nos blastocistos (6/41).

Tabela 8: Tempo gestacional

. o Desvio
Tempo de gestacao N Média padrio p
Clivados 130 38,58 1,632
Tempo de gestacdo (semanas) 0,490
Blastocistos 41 38,20 2,159
Clivados 120 38,91 1,085
Partos de termo (= 37 semanas) 0,998
Blastocistos 35 38,86 1,141
Clivados 10 34,60 1,897
Partos pré-termo (< 37 semanas) 0,954
Blastocistos 6 34,33 2,733
Clivados 1 31,00
Partos muito pré-termo (< 32 semanas)
Blastocistos 1 29,00
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Em termos dos pesos dos recém-nascidos (Tabela 9), os resultados demonstram nao
haver uma diferenca estatisticamente significativa entre o grupo das transferéncias de
embrides clivados e o das transferéncias de blastocistos (média de 3130,19 g nos EC
vs. 2999,76 g nos BL; p=0,296).

A taxa de bebés com baixo peso a nascenca (peso inferior a 2500 g) foi de 4,6% (6/130)
no grupo dos embrides clivados e de 22,0% no grupo de blastocistos (9/41). Apesar
desta aparente diferenca existente entre 0s 2 grupos, esta ndo foi estatisticamente
significativa (média de 2017,78 g nos EC vs. 1928,33 g nos BL). Foram ainda reportados
1 parto com muito baixo peso a nascenca (peso inferior a 1500 g) em cada um dos

grupos.

Tabela 9: Peso dos recém-nascidos

Desvio

Peso N Média ~
padréo

Clivados 130 3130,19 501,120
Peso dos recém-nascidos (g) 0,296
Blastocistos | 41 2999,76 614,173

Clivados 6 2017,78 455,721
Baixo peso a nascenca (< 2500 g) 0,724
Blastocistos 9 1928,33 591,208

Clivados 1 990,00

Muito baixo peso a nascencga (< 1500 g)
Blastocistos 1 775,00

Clivados 0

Elevado peso a nascenca (> 4500 g)
Blastocistos| O

Fazendo uma separagao entre os partos de termos (=37 semanas) e os partos pré-
termo (<37 semanas), verificamos que nao se encontram diferencas significativas no

peso dos recém-nascidos entre os 2 grupos (Tabela 10).

Tabela 10: Peso dos recém-nascidos de acordo com a idade gestacional

Peso (de acordo com a idade gestacional) N Média Desv~|o p

padréo
Clivados 120 3196,71 417,414

= 37 semanas 0,801
Blastocistos 35 3172,29 414,584
Clivados 10 2332,00 727,153

< 37 semanas 0,428
Blastocistos 6 1993,33 651,964
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Avaliando o peso dos recém-nascidos de acordo com o sexo (Tabela 11), também néo

foram encontradas diferencas significativas entre 0os 2 grupos, quer para 0 Sexo

masculino (3187,03 g nos EC vs. 3291,92 g nos BL; p=0,472) quer para o sexo feminino

(3075,08 g nos EC vs. 2864,11 g nos BL).

Tabela 11: peso dos recém-nascidos de acordo com o0 sexo

Peso (de acordo com o sexo) N Média Desv~|o p

padréo
Clivados 64 3187,03 473,020

Masculino 0,472
Blastocistos 13 3291,92 530,909
Clivados 66 3075,08 524,643

Feminino 0,093
Blastocistos 28 2864,11 611,042

Uma andlise de regressao linear foi realizada para determinar a relacdo do peso dos

recém-nascidos com possiveis fatores de confusdo (Tabela 12).

Da andlise dos resultados, foram encontradas associacdes positivas entre o peso dos

recém-nascidos com o tempo de gestacao (p<0,001) e o sexo (p=0,012), funcionando

como preditores independentes para aquele indicador neonatal. Para os restantes

parametros, tais associagdes nédo foram encontradas.
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Tabela 12: Regresséao linear

Coeficientes nao Coeficientes
padronizados padronizados

Variavel Dependente: Peso do Beta Erro Beta
recém-nascido

(Constante) -3668,746 | 825,825

Idade do elemento feminino -7,225 10,143

Idade do elemento masculino 1,274 6,790

Duracéo de infertilidade

1,231 1,388
(meses)

IMC do elemento feminino 13,305 8,667

IMC do elemento masculino -13,254 9,207

Habitos tabagicos do elemento

" 53,957 74,037
feminino

Habitos tabagicos do elemento
masculino

-24,291 70,772

Filhos anteriores do elemento

o 107,084 102,840
feminino

Fator de infertilidade -2,377 12,370

Dose total de gonadotrofinas

(V)

Método de fertilizacdo 29,294 62,891

-0,028 0,044

N.° ovécitos recolhidos -2,041 9,707

Dia de transferéncia dos

N 6,289 33,741
embrioes

N.° semanas gestacéo 186,566 18,238

Sexo do recém-nascido -167,514 66,013
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5. Discussao

O acesso e utilizacdo das Tecnologias de Reproducéo Assistida tém vindo a aumentar
a nivel global, fazendo mais dados relativos a saude dos milhdes de criancas nascidos
estejam disponiveis. Nos anos mais recentes, a cultura prolongada de embrides, tem
sido adotada como uma forma de melhor selecionar o embrido a transferir, aumentado
a taxa de implantacdo e reduzindo as taxas de gravidez gemelar. No entanto,
permanecem ainda duvidas sobre a evidéncia da sua seguranca, pelo que se torna
necessario comparar os resultados neonatais e de longo prazo apds transferéncias de
blastocistos com as transferéncias de embrides clivados.

Tendo em conta o objetivo principal deste trabalho, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas no peso dos recém-nascidos Unicos, quando comparados
0s 2 grupos em analise (3131,19g nos CL vs. 2999,76 g nos BL; p=0,171). Estes
resultados estdo de acordo com diversos estudos anteriores que também nao
encontraram quaisquer diferencas entre os 2 grupos(’88497),

A diferenca no nimero de mulheres entre os 2 grupos pode ser explicada pelo facto de
gue apenas a partir do ano de 2017 se ter iniciado a transferéncia de blastocistos no
CIRMA de forma sistematica (Tabela 13)

Tabela 13: Taxa de transferéncias de blastocistos a fresco no CIRMA

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

0,0% 0,0% 0,0% 0,6% 0,5% 18,9% 53,2%

Apesar de nao terem sido encontradas diferencas estatisticamente significativas nas
idades gestacionais entre 0s 2 grupos, verificou-se que a taxa de partos pré-termo foi
superior no grupo dos blastocistos (14,6% vs. 7,7%). Estes resultados estdo de acordo
com os resultados de trés grandes estudos populacionais do Canada, Suécia e Estados
Unidos®@®798D que sugerem que as transferéncias de blastocistos estdo associadas a
um maior risco de parto pré-termo quando comparadas com transferéncia de embrides
clivados.

Quando se faz uma avaliacdo do peso em relacdo a idade gestacional dos recém-
nascidos, verifica-se que ndo existem diferencgas significativas entre os 2 grupos, quer
nos partos a termo, quer nos partos pré-termo (Tabela 10). No entanto, deve ser
realcado que as médias dos pesos do blastocistos sdo inferiores & dos embrifes

clivados, em qualquer das avaliacdes efetuadas.
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O peso a nascenca € um importante parametro relativo a gravidez para avaliar a satde
neonatal. Esta associado com a mortalidade infantil durante o primeiro més de vida, mas
também com a mortalidade em idades mais avancadas, seja em criancas ou mesmo em
adultos®®. Para além disto, a hip6tese proposta por David Barker sugere que um baixo
peso a nascenca pode estar associado com um aumento na hipertensdo, doenca
corondria e diabetes tipo 2 na idade adulta®.

Este parametro tem sido frequentemente estudado nas TRA. Alguns dos estudos
demonstraram resultados contraditérios devido aos diferentes procedimentos usados,
ou demonstraram um aumento do peso a nascenca apos transferéncias de embrides a
fresco, comparadas com gestacdes naturais*°®1%D, Pelo contrario, publicacdes recentes
sugerem que, bebés nascidos apds transferéncia de embrides congelados tém
melhores resultados perinatais do que os bebés resultantes de transferéncias de
embrides a fresco, nomeadamente aumento do peso do recém-nascido e uma
diminuicdo das taxas de prematuridade. No entanto, as taxas de macrossomia (peso
superior a 4000 g) e grande para a idade gestacional parecem ser superiores nos
primeiros0?),

A literatura demonstrou que os bebés de parto Unico resultantes de TRA com ou sem
ICSI apresentam um maior risco de baixo peso a nascenca (inferior a 2500 g), parto pré-
termo (anterior as 37 semanas de gestacdo), anomalias congénitas e pequenos para a
idade gestacional, quando comparados com recém-nascidos Unicos provenientes de
concecdes naturais®®1%9 No entanto, a relacdo de causa-efeito entre as TRA e estas
complicacdes da saude das criangas continua a ser debatida.

Alguns estudos sugerem também que outros fatores, para além das TRA, estédo
associados ao peso dos recém-nascidos. Por exemplo, o nimero de gestacdes
anteriores e a idade da mulher sdo alguns desses fatores que se sabe estarem
associados aos resultados perinatais,

Outras caracteristicas maternas estdo também associadas ao peso dos recém-
nascidos, as quais incluem o IMC, a diabetes gestacional, hipertensdo ou pré-
eclampsia®® ou estilos de vida, como por exemplo o tabagismo?,

Apesar de o0 nosso estudo nédo incluir alguns destes fatores (diabetes, gestacional,
hipertensdo ou pré-eclampsia), nenhuma das caracteristicas maternas, analisadas
através da regressao linear, demonstrou influenciar o peso dos recém-nascidos (idade
p=0,477; IMC p=0,127; hébitos tabagicos p=0,467; presenca de filhos anteriores
p=0,299).

Em relacdo aos dados paternos, alguns estudos concluiram que as caracteristicas

masculinas, como a altura ou o peso, podem ser estatisticamente determinantes no
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peso dos recém-nascidos, sendo no entanto um efeito pequeno®®1%), No presente
estudo, ndo ficou demonstrado qualquer efeito das caracteristicas paternas investigadas
(idade p=0,851; IMC p=0,152; presenca de habitos tabagicos p=0,732) no peso dos
recém-nascidos.

Ainda pela analise da regresséo linear apresentada, foram determinados como Unicos
fatores que determinam o peso dos recém-nascidos, a idade gestacional do recém-
nascido (p<0,001) e o sexo (p=0,012), tal como demonstram outros estudos®°7:119),

Ao longo dos ultimos anos, o debate sobre se o tempo de cultura embrionaria no
laboratério de FIV ou no periodo pré-implantatério afeta o peso neonatal tem sido alvo
de varios estudos e debate, tal como ficou demonstrado na revisdo da literatura que foi
efetuada para este trabalho. As discrepancias encontradas nesses estudos, tal como
também ja foram explicitadas, podem ser explicadas em parte pelos reduzidos
tamanhos das amostras da maioria dos estudos, impedindo-os de apresentarem soélidas
conclusdes. Para além disso, os estudos sdo heterogéneos em termos de metodologia,
populacdes e fatores de confuséo, pelo que alguns dos resultados poderdo estar
comprometidos. Adicionalmente, diferentes tipos de meios de cultura utilizados podem
explicar em parte os resultados conflituosos.

Muitos desses estudos, tal como este trabalho, focaram-se em ciclos com transferéncias
de embribes a fresco, ciclos esses onde existe a possibilidade de um efeito adverso no
desenvolvimento fetal causado por um meio com niveis de estradiol elevados. Varios
investigadores indicaram que niveis suprafisiolégicos de estradiol originados pela
estimulacdo controlada dos ovéarios podem criar um ambiente pré-implantatorio sub-
Otimo, que poderd levar a uma disfuncéo placentaria e, desta forma, conduzir um menor
peso a nascenga!1t112),

O exato mecanismo que estabelece a associa¢ao entre o peso dos recém-nascidos e a
duracado do tempo de cultura embrionaria permanece ainda desconhecido. A maioria
dos dados de que dispomos atualmente sobre este assunto advém da investigacdo em
animais. Ja em 1998, Young et al.. propunham que a exposicdo a meios de cultura de
embrides bovinos e ovinos resultavam no denominado ‘large offspring syndrome’@9,
Novas evidéncias demonstram que o desenvolvimento embrionario precoce é
vulneravel e sensivel as condicbes ambientais onde se desenvolve, tais como a cultura
in vitro, e quaisquer distarbios nestas condic6es pode forcar os embribes a processos
de adaptacdo, nomeadamente a nivel de alteracbes epigenéticas, que levam a
alteracdes na trajetoria desenvolvimento e crescimento fetal e, consequentemente,

alteragdes no peso dos recém-nascidos®4119),
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Também outros estudos identificaram que a composicao dos meios de cultura podera
interferir com a expresséo genética e os padrdes de metilacdo do ADN em embrides
pré-implantatérios de ratinho, quando comparados com modelos in vivo®%), Tendo em
conta que estes resultados foram obtidos em estudos de animais, tais conclusées ndo
poderdo ser extrapoladas para pacientes sujeitos a tratamentos de reproducao
assistida, pelo que mais investigacdo em humanos é necesséria. Nesse sentido, foi
realizado um estudo em 2014, que comparou o efeito de diferentes meios de cultura, ao
mesmo tempo que avaliava o tempo de cultura dos embries, tendo concluido que

nenhum destes parametros influenciava o peso de recém-nascidos nicos®®.
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6. Conclusao

Este estudo demonstrou que a cultura prolongada de embrides em laborat6rio ndo tem
efeitos no peso dos recém-nascidos de partos Unicos apoés transferéncias a fresco de 1
ou 2 embrides. Isto parece indicar que os beneficios conferidos por uma melhoria na
avaliacdo da qualidade embrionaria, uma melhor sincronia embrido-endométrio e uma
diminuicdo da contratilidade uterina que advém das transferéncias de blastocistos, se
sobrep8em aos potenciais efeitos adversos de uma cultura prolongada.

Segundo a International Network of Agencies for Health Technology Assessment
(INAHTA), a definicdo do conceito de avaliacdo das tecnologias da salude consiste na
“avaliacado sistematica das propriedades, efeitos e/ou impactos destas tecnologias”.
Nestas, podemos incluir qualquer intervencdo que pode ser utilizada para prevenir,
diagnosticar ou tratar a doenca ou cuidados de reabilitacdo ou continuados, e que
podem incluir medicamentos, dispositivos, procedimentos e sistemas organizacionais
utilizados na prestacéo de cuidados de saude.

Tendo em conta que, 0 objetivo fundamental dos tratamentos de infertilidade e das
tecnologias de reproducdo assistida € o nascimento de uma crianca saudavel,
pretendeu-se que este trabalho, apesar de ser baseado num Unico centro de estudo e
de caracter retrospectivo, permita uma escolha fundamentada na prética laboratorial e
clinica no momento da tomada de decisdo do tempo de cultura dos embrides. A analise
dos resultados obstétricos e neonatais deste tipo de estudos permitem o acesso a
importantes informacgdes, quer dos profissionais de saude, quer dos préprios pacientes
gue se submetem a tais tratamentos.

Sendo certo que do ponto de vista da pratica clinica a tendéncia largamente
prevalecente nos ultimos anos na PMA é a da transferéncia ao 5° ou 6° dia, importa
ainda sublinhar que, em termos de causalidade, o peso do recém-nascido depende de
uma vasta pléiade e acervo multifatorial, sobretudo de condicionalismos genéticos dos
progenitores, da idade materna e das condigbes maternas aquando da placentacéo e
da gravidez — aumento ponderal, ameaga de abortamento, descolamentos placentérios,
tipo de alimentacéo, situagcdo emocional, por exemplo.

Quer isto dizer que, quaisquer que sejam eventuais diferencas de peso dos recém-
nascidos associadas a diferentes tipos de embrides transferidos, e sem agora referir
sequer a desejavel homogeneidade quantitativa e qualitativa dos grupos em
comparacédo (para eliminacdo deste viés a partida), importa sinalizar a prudéncia na

interpretac@o de eventuais associagdes, que ndo sdo necessariamente de causalidade.
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Longe do debate sobre a influéncia da cultura prolongada de embriées no peso dos
recém-nascidos estar terminado, este foi mais um contributo para esse debate, sendo
certo que uma continua vigilancia das TRA em termos de eficacia e seguranca deve

continuar a ser uma prioridade nesta area.
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ANEXO |

FERTILIZAGAO IN VITRO OU MICROINJEGAO INTRACITOPLASMATICA DE
ESPERMATOZOIDES

Consentimento Informado

As técnicas de Procriagdo Medicamente Assistida (PMA) s&o um conjunto de métodos clinicos e laboratoriais entre
cujos objetivos se inclui 0 aumento significativo da probabilidade de um casal infértil conseguir a gravidez que
procura.

A Fertilizag&o In Vitro (FIV) e a Microinjego Intracitoplasmética de Espermatozoides (ICSI: Intracytoplasmic Sperm
Injection) tém indicagdes definidas e a sua utilizagdo deve obedecer, por isso, a critérios clinicos rigorosos, néo
estando indicadas em todos os casos de infertilidade.

De um modo simplificado, estas técnicas incluem os seguintes passos:

Estimulacdo do desenvolvimento e maturagdo das células reprodutoras femininas — os ovocitos
— através do recurso a medicamentos injetaveis; a resposta dos ovarios a estes medicamentos é
variavel de mulher para mulher e é controlada com analises e/ou ecografias com intervalos a
definir caso a caso.

Pungdo dos ovdérios para recolha (aspiragdo) de ovécitos (é efetuada por via vaginal, sob
anestesia local ou sedagdo).

Recolha de células reprodutoras masculinas — os espermatozoides.

Procedimentos laboratoriais que tém como objetivo a fecundag¢do dos ovdcitos pelos
espermatozoides e consequente formagdo de embriGes.

Transferéncia de embriGes para o Utero - o nimero de embrides a transferir é variavel de acordo
com a situagdo concreta de cada casal, podendo ser 1 ou 2 (e, em casos muito excecionais, um
maximo de 3).

Alguns pontos fundamentais merecem ser salientados:

Por razGes varias, pode haver necessidade de interromper o ciclo de tratamento antes da puncgdo
para obtencdo dos ovdcitos, a mais frequente das quais é a resposta deficiente dos ovarios a
medicacao.

Em situagOes raras, a estimulagdo dos ovarios pode desencadear uma resposta excessiva, dando
origem a designada “sindrome de hiperestimulagdo ovdarica”, que, em certas circunstancias, pode
atingir uma intensidade que obrigue a um tratamento especifico em regime de internamento e, em
situacOes verdadeiramente excecionais, pode colocar a vida em risco.

A administracdo de medicamentos para sedagdo ou anestesia pode provocar reagdes individuais
inesperadas, de tipo alérgico ou outro.

Sendo a colheita dos ovdcitos um ato cirurgico, da sua execugdo podem, em casos muito raros,
resultar complicagdes (por exemplo, hemorragias ou infe¢des) que justifiquem internamento
hospitalar e que, em circunstancias verdadeiramente excecionais, podem mesmo colocar a vida em
risco.

Nenhuma destas técnicas garante a obtencdo de gravidez, sendo a taxa de sucesso muito variavel,
nomeadamente em fungdo da realidade clinica dos dois membros do casal.

As gestacOes resultantes destas técnicas estdo sujeitas a complicagbes como quaisquer outras,
incluindo a implantagdo do embrido fora do Utero, como por exemplo numatrompa.

Uma incidéncia ligeiramente aumentada de malformagbes nos recém-nascidos resultantes destas
técnicas ndo pode ser excluida.
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A transferéncia de mais do que um embrido aumenta a probabilidade de gravidez mdltipla; estas
gestagOes constituem um maior risco para os recém-nascidos, nomeadamente pela maior
possibilidade de parto pré-termo.

N3o é possivel prever com segurancga a proporg¢ado dos ovdcitos que fecundardo em cada ciclo de
tratamento. No caso de se tentar a fecundagdo de mais ovdcitos do que o nimero de embrides
que se pretende transferir para o Utero, existe a possibilidade de resultarem mais embrides
vidveis do que os que poderdo ser transferidos. Todos os embrides vidveis ndo transferidos serdo
criopreservados. De acordo com a escolha do casal, os embrides criopreservados poderdo ser
utilizados posteriormente pelo casal, ou doados a outras pessoas beneficiarias e/ou para
investigacdo cientifica. Na auséncia de qualquer uma destas opg¢des e, sem prejuizo do
alargamento do prazo de criopreservacdao dos embrides por um novo periodo de trés
anos, decorrido o prazo de trés ou seis anos previsto na Lei, os embrides serdao
descongelados e eliminados. Em alternativa, o casal podera optar por aceitar que se
tente fecundar apenas tantos ovdcitos quantos os embrides que, de acordo com a boa
pratica médica, possam vir a ser transferidos para o Utero. Esta opcdo, no entanto,
levard provavelmente a obtencdo de um nimero menor (ou mesmo auséncia) de
embrides para transferir e, por isso, a uma menor taxa de gravidez.

Nos termos do n.2 3 do artigo 22.2 da Lei n.2 32/2006, de 26 de julho, em caso de falecimento
do parceiro masculino do casal durante o tratamento, é permitida a transferéncia de embriGes
desde que tenha sido previamente estabelecido, através de declaragdo escrita, que é esse o
desejo do pai para permitir a concretizagdo de um projeto parental claramente definido.
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CONSENTIMENTO

Nds, abaixo assinados, declaramos que:

Lemos e compreendemos este documento, tal como as informagdes verbais e escritas que nos foram fornecidas,
incluindo a informag&o sobre os custos dotratamento.

Sempre que a recolha de esperma seja efetuada fora das instalagdes do centro, a amostra devera ser obrigatoriamente
entregue pelo originario do produto biclégico.

Foram esclarecidas as dividas e respondidas as perguntas por nés colocadas.

Reconhecemos que este texto ndo pode descrever de forma exaustiva a totalidade das situagbes que possam vir a
ter lugar no futuro.

Entendemos e aceitamos as condiges, riscos € limitagdes destas técnicas, incluindo que ndo pode ser dada qualquer
garantia quanto ao decurso e desfecho final de uma gravidez obtida por Fertilizagdo In Vitro ou Microinjegao
Intracitoplasmética de Espermatozoides.

Fomos informados das taxas de sucesso da aplicagdo destas técnicas neste centro nos ultimos dois anos.

Compreendemos que, independentemente do numero de ciclos terapéuticos, este consentimento é valido e eficaz até
ser revogado por qualquer um dos membros do casal; em cada ciclo terapéutico, essa revogagao s6 pode ser operada
até a concretizacdo da transferénciaembrionaria.

Fomos informados e esclarecidos dos deveres dos beneficiarios previstos no artigo 13.%, n.° 2, da Lei n.° 32/2006, de
26 de julho (“A fim de serem globalmente avaliados os resultados médico-sanitarios e psicossocioldgicos dos
processos de PMA, devem os beneficiarios prestar todas as informagées relacionadas com a satide e o
desenvolvimento das criangas nascidas com recurso a estas técnicas”), pelo que assumimos o compromisso de
prestar estas informagdes. Assim, comprometemo-nos a devolver ao centro os dois modelos de relatdrio médico, um
a preencher pelo médico assistente, descrevendo as condigdes do parto e as caracteristicas do recém-nascido, e um
outro, preenchido pelo pediatra ou médico de familia assistente, no final do primeiro ano de vida da crianga, bem como
a responder a quaisquer questiondrios sobre este tema que nos sejam enviados no futuro pelo centro.

Fomos informados que os dados referentes ao(s) tratamento(s) efetuado(s) e os seus resultados teréo
obrigatoriamente que ser registados e conservados durante 30 anos e que poderdo, em regime de completo
anonimato, ser utilizados em trabalhos cientificos para apresentagéo publica e/ou publicagao.

Por isso, esclarecidos e de livre vontade, assumimos as obrigacdes decorrentes da celebragéo do presente acordo
e damos 0 nosso consentimento para a execugdo de Fertilizacdo In Vitro ou Microinjecéo Intracitoplasmatica de
Espermatozoides como tratamento da nossa situagdo de infertilidade conjugal e para a transferéncia de um nimero
méaximo de embrido(Ges).
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Mais declaramos que (escrever Sim ou Nao):

Consentimos na possivel criagdo de mais embrides do que os que serdo transferidos e na
criopreservagéo dos restantes embrides que cumpram critérios técnicos para tal.

NOME

ASSINATURA

N.° ID CIVIL/PASSAPORTE

NOME

ASSINATURA

N.° ID CIVIL/PASSAPORTE

Médica/o:
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ANEXO Il

-
O\ PARECER E AUTORIZAGAD PARA REALIZAGAO DE ESTUDO

Hospital Garcia de Orta EPE
Centro de Investigac&o Hospital Garcia de Orta

Titulo: Projecto inttulado “Avakacio do peso dos recém nasckios apbs transferncia de
blastocistos comparando com 0s recém nascidos apds trensferéncla de embrides clivados”
Investigador Principal Dr. Pedro Ferrera

' A Comissdo de Etica para a Sadce do Hosptal Garcia de Orta informa que o trabaho em
epigra‘e obteve parecer positivo por unanimidade L3 maiora _1 em reuni&o do dia 04/02/2020.

Estiveram presentes:
& Noma: Dra Natdia Dias (Fresidenta)
& Noma: Ora Ang Soares
& Noeme: Dra Beanedito Nunes
[ Neme: Cra Cdfia Grodi
& Nome: Cra kabel Perarinha
| 3 Nome: Or. José Luis Metello
& Neme: Bra Maria Gomes Ferrera
& Nome: Or. Miguel Redrigues
&2 Noma: Enf? Terase Chambel

F <y
A CES solicita »o lavestigador Principal que ir/jinl) lla/
quando da concluslio desie estudo, e sefa "D
enviada uma sintese 008 resultados ¢ conclusdes ra. Netaia Dias
dom.-m‘:. i Presidente da Comissiio de Etica

O Estudo em epigrafe foi aprovado pelo Conselho de Administraclio em reundo do dia
&6 2, | 2020.

i
gra_ Paula Breia
Presidone do Centro Garcia de Orta

Almada [ 4.12020
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