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Resumo

A infertilidade é considerada um problema de saude mundial, responséavel por
criar um impacto psicossocial, afetando muitos casais.

Pacientes com histdrico de baixas taxas de fertilizacdo ou falhas recorrentes na
fecundacdo com ICSI e, consequentemente, desenvolvimento embrionario precario apos
tentativas consecutivas podem beneficiar de técnicas de ativagdo ovocitaria artificial,
utilizando iondforos de calcio.

Este trabalho aborda a utilizagdo desse composto como técnica complementar
em tratamentos de fertilizacao in vitro. A pesquisa visa avaliar a eficacia deste composto,
analisando o seu impacto nas taxas de fertilizacdo, desenvolvimento embrionario,
implantagéo e sucesso gestacional.

Os resultados indicaram uma melhoria significativa nas taxas de fertilizacao.
Pacientes com infertilidade masculina e mulheres de idade materna avancada foram os
mais beneficiados. No entanto, limitagbes como o pequeno tamanho amostral e a
variabilidade dos protocolos entre os centros exigem mais pesquisas e padronizacdo dos
protocolos. A comparacdo entre as marcas de iondforos de calcio, calcimycin e
ionomycin, sugere que a escolha deve ser criteriosa, considerando as caracteristicas
individuais dos pacientes.

Com pesquisas adicionais e otimizacdo dos protocolos, os ion6foros de célcio
apresentam o potencial de melhorar as taxas de sucesso em fertilizacdo in vitro,

oferecendo uma alternativa promissora para casais com infertilidade.

Palavras-chave: ionoforos de calcio, ICSI, ativagcdo ovocitaria, calcimycin,

ionomycin.



Abstract

Infertility is considered a global health issue, responsible for creating a
psychosocial impact that affects many couples.

Patients with a history of low fertilization rates or recurrent failures in
fertilization through ICSI and, consequently, poor embryonic development after
consecutive attempts may benefit from artificial oocyte activation techniques using
calcium ionophores.

This study addresses the use of this compound as a complementary technique in
vitro fertilization treatments. The research aims to assess the efficacy of this compound
by analyzing its impact on fertilization rates, embryonic development, implantation, and
pregnancy success.

The results indicated a significant improvement in fertilization rates. Male
infertility patients and women with advanced maternal age benefited the most. However,
limitations such as the small sample size and variability in protocols between centers
require further research and standardization of protocols. The comparison between
calcium ionophore brands, calcimycin and ionomycin, suggests that the choice should be
made carefully, considering the individual characteristics of the patients.

With additional research and optimization of protocols, calcium ionophores have
the potential to improve success rates in vitro fertilization, offering a promising

alternative for couples facing infertility.

Key-words: Calcium ionophores, ICSI, oocyte activation, calcimycin,

ionomycin.
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Capitulo I- Introducéo

1.1 Fundamentos da Ativacao Ovocitaria

A infertilidade é considerada um problema de satde mundial afetando 15% da
populacdo, é responsavel por criar um impacto psicossocial, afetando de maneira
significativa o bem-estar de muitos casais, dos quais 80% encontra uma solucédo através
de métodos de reproducdo medicamente assistida (Chen et al., 2022, p 1).

Originalmente, o tratamento de reproducdo medicamente assistida surgiu e foi
aplicado com o objetivo de auxiliar mulheres que possuiam problemas a nivel tubario na
década de 70. Atualmente, a fertilizacdo in vitro é considerada um dos tratamentos mais
eficazes para infertilidade. No decorrer do tempo, percebeu-se que a fertilizacdo in vitro
convencional desempenhava um papel menos eficiente quando as caracteristicas do
sémen apresentavam parametros considerados abaixo dos normais, de acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (Zheng et al., 2019, p 1).

Em 1992, a injecdo intracitoplasmatica (ICSI) foi introduzida, uma técnica que
consiste em inserir diretamente através de micromanipulagdo um Unico espermatozoide
no interior de um ovacito (Palermo et al., 1992).

A taxa de falha de fecundacdo em tratamentos de fertilizacdo in vitro
convencionais foi reportada em até 50% dos casais com problemas de infertilidade
masculina moderadas (oligozoospermia, astenozoospermia e teratozoospermia). No
entanto, esse indice apresentou uma descida para menos de 3% nos casais tratados com
ICSI. Consequentemente, a ICSI tornou-se um método utilizado em casos de infertilidade
masculina severa, sendo uma mais-valia para homens com pardmetros de sémen
subotimos. Além disso, também tem sido utilizada em casais que em ciclos anteriores
obtiveram ou baixa taxa de fertilizacdo ou nenhuma apds a utilizacdo da técnica de
fertilizagdo in vitro convencional (Zheng et al., 2019) (Vanden Meerschaut et al., 2014).

No entanto, para uma fecundacdo bem-sucedida é necessario que acontega um
processo de ativacao ovocitaria, este inclui um vasto nimero de eventos morfoldgicos e
bioquimicos, que podem se suceder em segundos, minutos e até mesmo horas apos o
contato entre o0 espermatozoide e o ovocito (Tejera et al., 2021).

Este processo ocorre naturalmente ap0s o0 encontro destes gametas e é
desencadeado através de um conjunto de oscilagOes intracelulares de calcio (Ca2"),

geradas e libertadas pelo reticulo endoplasmatico apos a entrada do espermatozoide no
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Capitulo I- Introducéo

citoplasma do ovdcito e permanecendo até o aparecimento dos pronucleos (Tejera et al.,
2021).

O aumento de Ca*? é responsavel por desencadear o inicio da anafase e
completar a meiose e a sintese de DNA respetivamente, também é responsavel por
desempenhar o papel de mensageiro secundario regulando a secrecdo de enzimas
metabdlicas, expressdo de genes e varias outras funcBes moleculares e celulares
essenciais (Anifandis et al., 2019, p 4).

Estas oscilacGes podem afetar as fases iniciais de desenvolvimento embrionario
através da ativacdo de uma proteina quinase dependente de célcio (CaMK II), provocando
0 inicio e progressdo do ciclo e consequentemente divisdo celular. Por esta razdo,
acredita-se que a capacidade de desenvolvimento embriondrio no periodo pré-
implantacional depende dos sinais de calcio (Anifandis et al., 2019, p 4).

Alguns estudos reportaram que a deficiéncia e/ou insuficiéncia de Ca?* durante
a ativacdo ovocitaria esta associada ao bloqueio de desenvolvimento embrionério,
anomalias de clivagem, mau desenvolvimento pré-implantacional, e qualidade de
blastocisto precaria (Chen et al., 2022, p 2).

Acredita-se que estas oscilagdes de calcio sejam desencadeadas pela ativacdo da
via do inositol 1,2,5 trifosfato (InsP3) por hidrolises da membrana e liga¢do do substrato
fosfolipido fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) conforme representado na figura 1
(Saleh et al., 2020, p 2) (Tejera et al., 2021).

: Hormone-receptor
- complex
v P

4

t B

0

\ s 33 33

8111013 : WL s

5 ') < g
é — “))ij FIP, DAG
o PE PKC oL
Dimer Activated Modification of
By subunit tq j cticc.z«'\r_ proteins

\ P, /.l\ll\ll_\
Inositol=—IP=—1P, M/ Ca”'—= Ca’*-Calmodulin
.\

Endoplasmic reticle cisterna

Figura 1. Representacdo da via do inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), demostrando o processo de sinalizagdo
responsavel pela libertagdo de calcio do reticulo endoplasmatico, essencial para a ativagao celular e outros
processos biologicos (Blanco, 2017, p 553)
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Capitulo I- Introducéo

Para que seja desencadeada a ativagao desta via, e consequentemente, para que
as oscilagBes de célcio acontecam, é crucial que haja nos espermatozoides a proteina
fosfolipase C zeta (PLC() e esta encontra-se localizada na area da teca perinuclear dos
espermatozoides dos mamiferos. Varios estudos clinicos relataram a relevancia desta
proteina associando a sua deficiéncia diretamente a causas de infertilidade masculina
(Saleh et al., 2020)

1. Acrosome o
Reaction 1.1CSI
2a. PLCE
2. Membranes g '-a..l l}'( s
Fusion ¢ A Microinjection
I
2a. Tonophore
PAWE Treatment
3. Penetration
\
IR N
N \
Jd,“.“l Ul /UHL
Artificial
Activation

Figura 2. Representagdo de um ovdcito destacando os processos de ativagdo ovocitaria de forma natural e
artificial (Zafar et al., 2021, p 3)

Existem varios métodos que visam melhorar a ativacdo ovocitéria, sejam eles
elétricos, mecénicos ou quimicos (Figura 2) (Nasr-Esfahani et al., 2010).
Ao longo deste trabalho, sera abordado um método quimico, com a utilizacéo de

ionoforos de calcio para ativacdo ovocitaria artificial.

1.2 Tonoforos de Calcio

Os ionoforos pertencem a uma classe de compostos que formam complexos com
i0es especificos e auxiliam no transporte destes ao longo da membrana citoplasmatica das
células. Um ionoforo possui um hydrophilic pocket (bolso hidrofilico), que forma um
sitio de ligacdo para um ido especifico (Freedman, 2011, p 61).

Os ionoforos de calcio, tém sido muito utilizados para permitir a entrada de

Ca?"no interior das células que normalmente apresentam uma permeabilidade baixa para
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Capitulo I- Introducéo

este ido, e entdo permitir a ativacdo de varios processos celulares regulados por ele
(Freedman, 2011, p 61).

Em reproducdo medicamente assistida, este composto é utilizado com o objetivo
de ativar os ovdcitos pos fecundacdo de maneira artificial, principalmente em pacientes
que tenham historico de taxas de fertilizacdo baixas ou falhas de fecundagdo e
desenvolvimento embrionario apés tentativas consecutivas (Tejera et al., 2021).

Figura 3. Representagdo da estrutura quimica do iondforo de calcio calcimycin (A23187) (Calcium
ionophore A23187, s.d.)

Relativamente ao seu mecanismo de acao, os ionoforos de célcio possuem uma
certa lipofilicidade (afinidade aos lipidos) que Ihes permite interagir com membranas
celulares neutralizando cargas positivas de Ca?". S&o responsaveis por bombear Ca2*
extracelular contra o gradiente de concentracdo, para o interior do ovdcito aumentando
na membrana citoplasmatica do mesmo, a sua concentracao, e desencadeando assim a sua
ativacdo (Xu et al., 2021, p 2).

Atualmente, sdo comercializadas duas marcas de iondforos de calcio, a
calcimycin (A23187) e a ionomycin.

Para que produtos sejam comercializados na Unido Europeia, € necessario que
possuam o selo CE. Esse selo indica que o produto passou por um processo de avaliagdo
pelo fabricante e atende aos requisitos de seguranca, saude e protecdo ambiental da UE.
A certificacdo € exigida para produtos fabricados em qualquer lugar do mundo e
posteriormente comercializados na UE (CE marking — obtaining the certificate, EU
requirements - Your Europe, s.d.). Por essa razdo, é importante ressaltar que a ionomycin

ndo possui o selo CE.
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Capitulo I- Introducéo

1.3 Como sao utilizados os ionoforos de calcio em
reproducio medicamente assistida?

1.3.1 Calcimycin (A23187)

O modo de aplicacdo dos ionoforos varia significativamente de acordo com o
objetivo do estudo ou o protocolo especifico adotado pelo laboratério.

Num estudo conduzido pelo Instituto Valenciano de Fertilidade (IVI), a
aplicacdo dos ionoforos foi feita diretamente apds a ICSI. Este processo consistia em
imediatamente ap6s microinjecdo dos ovocitos coloca-los a incubar durante 15 minutos
em placas de petrit previamente preparadas contendo gotas de ionoforos de célcio com
condicGes de temperatura, CO2 e O controladas (Figura 4). Apds os 15 minutos 0s
ovécitos foram colocados a incubar em uma nova placa contendo um meio de cultura
diferente (Tejera et al., 2021, p 288).

Nos dias que se seguiram, foram feitas avaliacdes referentes a presenca/auséncia
de fecundac&o (dia 1) e desenvolvimento embrionario (dias 3 e 5). A selecdo embrionéria
para transferéncia ou para criopreservagdo ocorreram em dias 3 e 5 dependendo das
qualidades e caracteristicas embrionarias apresentadas. Posteriormente, foram realizadas
transferéncias Unicas e/ou duplas de embrides dependendo do histérico do paciente
(Tejeraetal., 2021, p 288).

Vs SN
i W
(
e — N
Microinjecdo Ovécito + iondforos de calcio
intracitoplasmatica (1CSI) (Calcimycin)

Figura 4. Procedimento de ativacdo ovocitaria artificial utilizando ionoforos de calcio (calcimycin) apds
injecdo intracitoplasmatica (ICSI) (Scientific Image and Illustration Software | BioRender, s.d.)

Noutro estudo foram feitas duas abordagens, uma parecida com a descrita
anteriormente, consistindo em colocar os ovdcitos a incubar em ionoforos diretamente
apos ICSI e outra que visava a reativacdao dos ovocitos apos falha de fertilizagdo neste

mesmo ciclo utilizando os iono6foros de célcio (Xu et al., 2021).
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1.3.2 Tonomycin

No que diz respeito a ionomycin, o estudo que sera considerado como referéncia
é 0 de Heindryckx et al. (2008), que teve como objetivo avaliar a eficiéncia da ativagédo
ovocitaria artificial (AOA) como solucdo apos ciclos de ICSI malsucedidos devido a
fatores espermaticos.

Assim como ocorre com a calcimycin, o tratamento com a ionomycin é realizado
logo apds a ICSI com algumas diferencgas no protocolo.

A primeira diferenca refere-se a injecdo de CaCl, juntamente com o
espermatozoide durante a ICSI (Figura 5) (Heindryckx et al., 2008).

Apds microinjecdo 0s ovodcitos passaram por um periodo de “descanso”
correspondente a 30 minutos em meio de clivagem (Cook Cleavage medium). Em
seguida, os ovécitos microjentados foram incubados durante 10 minutos em gotas de
ionomicyn de 10 pmol/L ion6foro de Ca?* (lonomycin, cat. no. 159611; MP Biomedicals)
dissolvido em meio de clivagem e subsequentemente foram lavados intensivamente e
colocados novamente a incubar durante 30 minutos (Heindryckx et al., 2008, p 663).

Para finalizar, o procedimento com os ionoforos foi repetido durante 10 minutos
e apds sucessivas lavagens os ovacitos foram colocados a incubar em meio de clivagem
(Heindryckx et al., 2008, p 664).

[ ]
CaCl+
..,../""/:’—7_ » N

/ : . \\
f
l\ ‘

_,_,...:—_'-"'_*

= =2 N oaa /
A ) = J
\ 4

Microinjegdo Ovocito + iondforos de célcio
intracitoplasmatica (ICSI) (lonomycin)

Figura 5. Procedimento de ativagdo ovocitaria artificial utilizando ionéforos de célcio (ionomycin) apds
injecdo intracitoplasmatica (ICSI) juntamente com cloreto de calcio (CaCl) (Scientific Image and
lustration Software | BioRender, s.d.)
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Capitulo I- Introducéo

Os efeitos dos iondforos de célcio englobam varias etapas durante o processo de
fertilizacdo in vitro nomeadamente, a fertilizacdo em si, clivagem, implantacédo, taxa de

gestacdo e de nados-vivos (Murugesu et al., 2017, p 480).

1.4 Objetivos

O presente estudo teve como objetivos avaliar as taxas de fertilizagéo,
desenvolvimento embrionario e sucesso gestacional, apds a utilizacdo de ion6foros de
calcio como técnica de ativacdo ovocitaria artificial, considerando fatores como idade

materna avancada e infertilidade masculina.
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2.1 Implicacoes na Fertilizacao

Como mencionado anteriormente, a utilizagdo de iondforos de célcio tem um
impacto significativo nas taxas de fertilizacdo. Para compreender como este composto
pode influenciar as taxas de fertilizagéo, serdo analisados alguns estudos que abordam
tanto fatores de infertilidade masculina quanto feminina.

Um estudo realizado entre 2006 e 2007 no Brasil, teve como objetivo avaliar os
efeitos da ativacdo ovocitaria artificial, utilizando ionoforos de célcio calcimycin
(A23187) ap6s ICSI com espermatozoides de diferentes origens. Foram avaliados 314
ciclos, divididos posteriormente em trés grupos de acordo com a origem da amostra
seminal: o primeiro grupo com amostras de origem ejaculatéria (n=92); o segundo, com
amostras epididimais (n=82); e o terceiro, com amostras testiculares (n=140) (Borges et
al., 2009, p 45 e 46).

Cada um desses grupos foi subdividido com base na utilizacdo ou ndo de AOA
com ionoforos de calcio. Adicionalmente, os ciclos que incluiam mulheres com idade <36
anos foram avaliados separadamente (Borges et al., 2009, p 45).

Imediatamente apo6s a ICSI, os ovdcitos foram incubados num meio de cultura
contendo 5Mmol/L de iont6foros de calcio A23187 (4-bromo calcium ionophore A23187,
Sigma B7272, EUA) a 37°C e 6% de CO2 por 30 minutos. O sucesso da fertilizacéo foi
determinado 18 horas apds a ICSI, quando a presenca de dois pronucleos distintos foi
observada. (Borges et al., 2009, p 47).

Ndo foram observadas diferencas significativas entre os subgrupos com
diferentes origens de espermatozoides no que diz respeito a taxa de fertilizacdo, a
percentagem de embrides de alta qualidade no terceiro dia de desenvolvimento, a taxa de
implantacdo, a taxa de gestagdo e a taxa de aborto esponténeo (Figura 6) (Borges et al.,
2009, p 47).
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Sperm origin Subgroup n  Fertilization High-quality Implantation Pregnancy  Miscarriage
rate (%) embryos (%0)°  rate (%) rate (%) rate (%)
Ejaculate AOA 46 (220/317)69.4 (116/220)52.7 153 (11/46) 239 (4/11) 36.3
Control 46 (259/340) 76.2 (134/259) 51.7 12.0 (10/46) 21.7 (4/10) 40.0
Epididymis AOA 41 (254/519)48.9 (139/254) 54.7 16.7 (11/41)26.8 (3/11)27.3
Control 41 (399/599) 66.6 (212/399) 53.1 19.7 (13/41) 31.7 (3/13) 23.1
Testicle AOA 70 (473/935)50.6 (189/473)40.0 13.1 (17/70) 24.2 (8/17) 47.1
Control 70 (534/952) 56.1 (236/534)44.2 15.1 (16/70) 22.8 (4/16) 25.0

AOQOA = artificial oocyte activation.
There were no statistically significant differences between AOA and controls for any of the sperm categories.
‘Grade A embryos.

Figura 6. Efeito da ativagdo ovocitaria com ionoforos de calcio em pacientes com
espermatozoides obtidos de origens distintas (Borges et al., 2009, p 48).

Embora ndo se tenham verificado diferencas estatisticamente significativas no
grupo de mulheres com idade < 36 anos em nenhuma das categorias avaliadas, foi
possivel observar um aumento na percentagem de qualidade embrionaria (74,5% vs
53,0%, para AOA e grupo de controlo respetivamente) e taxa de implantacdo (19,3% vs
10,5%) (Borges et al., 2009, p 48).

Quando foram utilizados espermatozoides de origem ejaculatéria, AOA também
demonstrou um aumento na taxa de percentagem de qualidade embrionaria (64,4% vs
50,4%, para AOA e grupo de controlo respetivamente), quando utilizado epididimal,
porém ndo quando utilizado espermatozoide de origem testicular (Borges et al., 2009, p
48).

Este estudo sugere que o tratamento com ion6foros de calcio melhora os
resultados obtidos pela ICSI apenas com ovoécitos derivados de mulheres com idades
< 36 anos, o que indica que para além dos espermatozoides, 0s ovocitos desempenham
também um papel importante no que diz respeito a ativagdo ovocitaria (Borges et al.,
2009, p 50). Além disso, mostrou-se eficaz em relagdo ao desenvolvimento embrionério,
suportando a hipotese de que as oscilagfes de calcio podem fornecer mais do que meros
estimulos para meiotic resumption e que desempenham um papel a longo termo no que
diz respeito eventos embrionarios (Borges et al., 2009, p 50).

Apesar da informacéo relevante obtida neste estudo, este apresenta limitacGes
nomeadamente o reduzido nimero de pacientes nos subgrupos, sugerindo a necessidade
de estudos randomizados com uma amostra maior para obter resultados mais robustos e

conclusivos (Borges et al., 2009, p 51).
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Ap0s analisar um fator tdo importante quanto a origem seminal e as implicacdes
da utilizacdo de AOA nesses casos, surge a necessidade de compreender o impacto que
essa técnica pode ter em pacientes com problemas de infertilidade severa.

Em 2012, foi realizado outro estudo com o objetivo de avaliar a eficacia dos
iondforos de célcio nesse tipo de pacientes, utilizando dados de dois centros (Austria e
Alemanha).

Foram utilizados ovocitos de 66 pacientes (75 ciclos) e amostra seminal de 29
pacientes azoospermicos e 37 de pacientes criptozoospermicos (Ebner et al., 2012, p
1432).

O ionoforo de célcio utilizado neste estudo foi a calcimycin (GM508 Cult-
Active), com aplicacdo imediatamente apés a ICSI.

A Figura 7, apresenta uma tabela que demonstra que, de modo geral, uma taxa
de fertilizacdo de 57% pode ser atingida com a utilizacdo de iono6foros de calcio, o que
comprova um aumento desta taxa face aos ciclos anteriores dos mesmos casais (Ebner et
al., 2012, p 1434).

Em termos individuais, 50 (75,8%) dos 66 pacientes beneficiaram da aplicacédo
dos iondforos de célcio. Pacientes azoospermicos apresentaram taxas de fertilizacdo
significativamente maiores em comparacdo com 0s criptozoospermicos. Embora essa
diferenca também tenha sido observada em ciclos anteriores, ela foi ainda mais acentuada
neste estudo (Ebner et al., 2012, p 1434).
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TABLE 1

Results of the prospective application of A23187 as compared with
the previous cycles without the use of ionophore.

Previous
A23187 cycle cycles Pvalue
Mo. of cycles s 88
COC collected 96+58 11.2+ 83 NS
(mean =+ 5D)

Fert on rate 379/666 244704 (34.7) <.001
A ermia 228/354 (64.4)° 91/220 (41.4° <.001
C JZOOospermia 151/312 53/484 (31.6)° <.001

Blastocyst formation® 67/119 20/79 (25.3) <.001

No. of ETs 73 79 (89.8) NS

ntat 42/126 6/150 <.001

3 6 (7.6) <.001

29 ) 5(6.3) <.001

t 25(34.2) 1(1.3) <.001
Children born 32 1

Note: Values in parentheses are percentages. §-hCG = # human chorionic gonadotropin;
COC = eurnulus-oocyte complex; ET = embryo transfer; NS = not statistically significant;
SD = standard deviation.

* Exclusive data from Kinderwunsch Zentrum Linz.

® p<.001.

© P< 05,

Ebner. lonophore and severe male infertility. Fertil Sterl 2012.

Figura 7. Comparagdo dos resultados obtidos com a aplicagdo do iondforo de calcio A23187 em relagdo
aos ciclos anteriores sem o uso de ionéforos (Ebner ef al., 2012, p 1434).

A analise destes estudos, considerando as origens espermaticas e os fatores de
infertilidade permite concluir que, pacientes que tiveram taxas de fertilizacdo baixas em
ciclos anteriores poderdo beneficiar desta técnica, contudo e como ja mencionado
anteriormente, é importante destacar que o fator ovocitario é tdo relevante quanto o
espermatico (Borges et al., 2009, p 51).

Salienta-se ainda que a resposta positiva dos ovécitos microinjetados com
espermatozoides ejaculatérios e epididimais a AOA, em contraste com 0s
espermatozoides testiculares, pode estar relacionada com a maturidade do

espermatozoide e a funcdo de ativacdo do ovécito (Borges et al., 2009, p 50).

2.2 Desenvolvimento embrionario

Considerando que a utilizacdo dos ionoforos de célcio influencia as taxas de
fertilizacdo, € igualmente essencial explorar 0s seus impactos subsequentes no
desenvolvimento embrionario, uma etapa critica que determina o sucesso do ciclo

reprodutivo. Avaliar como os ionéforos de calcio afetam aspetos como a clivagem
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embrionéria, a formacdo de blastocistos e a viabilidade embrionaria pode fornecer
insights valiosos sobre a eficdcia e a seguranca dessa técnica em tratamentos de
infertilidade.

No ano de 2014 realizou-se um estudo multicéntrico na Austria, que teve como
objetivo analisar pacientes, que em ciclos de fertilizag&o in vitro anteriores, ndo obtiveram
sucesso a nivel de desenvolvimento embrionario. Neste novo ciclo implementou-se a
utilizacdo de ionoforos de célcio a fim de determinar se haveria uma diferenca
significativa entre ciclos (Ebner, Oppelt, et al., 2015).

Foram estudados um total de 57 pacientes, de idades que variavam entre 24 e 41
anos de idade. Entre os pacientes, 28% apresentavam problemas a nivel tubarico, 47%
problemas de infertilidade masculina, o restante dos pacientes apresentava condicfes
como endometriose (15%), ou sindrome dos ovarios poliquisticos (10%). De acordo com
as condi¢Bes anteriormente citadas, os pacientes foram igualmente distribuidos por
grupos (n= 18,19 e 20 para os grupos A, B e C, respetivamente) (Ebner, Oppelt, et al.,
2015, p 98).

Os critérios de inclusdo deste estudo consistiam em: interrupcdo de
desenvolvimento embrionario (sem transferéncia), desenvolvimento embrionario com
atraso temporal completo (sem mdrula/ sem blastocisto em dia 5 de desenvolvimento) ou,
formacédo de blastocisto reduzida em dia 5 de desenvolvimento correspondendo a <15%,
em ciclos anteriores (Ebner, Oppelt, et al., 2015, 98).

Pacientes com fator masculino de infertilidade severo e taxas de fertilizacdo apds
ICSI correspondentes a 30% foram excluidos, pois ndo cumpriam 0s pré-requisitos para
a utilizacdo de iondforos (Ebner, Oppelt, et al., 2015, 98).

Os ciclos de ICSI anteriores serviram como grupo de controlo, embora 23
pacientes tivessem mais de um ciclo anterior mostrando incompeténcia de
desenvolvimento embrionario (Ebner, Oppelt, et al., 2015, p 98).

Todos os ovocitos maduros foram expostos ao ionoforo de calcio calcimycin
(GM508 Cult-Active;Gynemed, Lensahn,Germany) durante 15 minutos imediatamente
apos a ICSI (Ebner, Oppelt, et al., 2015, p 98).

O efeito do tratamento com iondforos de célcio foi medido pela taxa de chegada
dos embrides a fase de blastocisto. Foi possivel observar uma diferenga significativa entre
o0s grupos indicando que houve uma melhora na taxa de blastulagdo através do tratamento
(Figura 8) (Ebner, Oppelt, et al., 2015, p 99).
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Constatou-se que mais embrides foram vitrificados no grupo de tratamento com
ion6foros quando comparado ao grupo de controlo (74 vs 6) (Ebner, Oppelt, et al., 2015,
p 99).

Tablel Comparison of preimplantation development between the study (calcium ionophore treatment) and control group
(conventional ICS1), subdivided by indication.

i 1PN Cleavage Survival® Blastulation®
lonaphore eycle
Group A 138 105 (Té.1) 103 {58.1) 49 (47 .8) 35/73 (48.0)
Group B a7 137(733) 135(58.5) 83 (&1.5) 625123 (50.4)
Group C 1ar 144 (T7.0) 142 (98.6) al (57.0) EXS13B (44.9)
Cantral cyele
Group & 122 BS(69.7) 83(57.7) {24y 055 (0
Group B 156 109 (65.5) 97(89.0) 31 (3200 0/ 102 {0y
Group C i 164 (T7.7) 145 (50.9) 30(20.1) 185153 (1 1.8)

Mil, memphase |I; P, pronuclei.

M demar test

Walkues in parentheses are percentages. Blamlazion & calodated 2 blastocyst per 2Pn cultured on Day 5. Cleavage is assessed as cleavage to 2-cell stage. Survival refers to residual minotic
actvity on day of transfer.

Group A, developmental armest; Group B, developmental delay; Group C, redisced blastulation

P = 001 {sawdy group compared with the cormesponding controd group)

Figura 8.Comparagdo do desenvolvimento pré-implantacional entre estudos utilizando ionéforos de célcio
(calcimycin) e grupos de controlo (ICSI convencional) (Ebner, Oppelt, et al., 2015, p 3).

Através dos resultados deste estudo constata-se que a utilizacdo dos ion6foros
de célcio pode ser util quando em ciclos anteriores existiram problemas relativamente ao
desenvolvimento embrionario (Ebner, Oppelt, et al., 2015, p 101).

E importante ressaltar que os resultados obtidos foram independentes do
protocolo de estimulacdo escolhido demonstrando que apenas a alteracdo relativamente
ao protocolo de estimulacdo pode ndo ser eficaz no que diz respeito a melhora de
resultados em pacientes que apresentem mau prognostico e problemas a nivel de
desenvolvimento embrionario (Ebner, Oppelt, et al., 2015, p 101).

Como evidenciado, os resultados apresentados sdo meramente indicagdes
preliminares uma vez a amostra populacional no grupo de controlo é relativamente baixa
(Ebner, Oppelt, et al., 2015, p 101).

Noutro estudo realizado entre 2018 e 2020 em Taiwan, 0 objetivo foi investigar
se a ativacdo ovocitéria artificial poderia melhorar a qualidade embrionéria em pacientes

com idade materna avangada e com reserva ovocitaria diminuida (Tsai et al., 2022).
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Neste estudo foi utilizada a calcimycin (GM508 CultActive, GYNEMED), em
um processo que consistiu em incubar os ovocitos em gotas 50 pL durante 15 minutos,
imediatamente ap0ds a ICSI (Tsai et al., 2022, p 3).

Os embrides seguiram em cultura em micro-gotas, em condicGes

correspondentes a 37°C a 6% ou 6,5% CO2. Posteriormente, foram avaliados em dia 3

de desenvolvimento, de grau 1 a grau 3 de acordo com a percentagem de fragmentacéo,
a uniformidade dos blastomeros e se havia presenca de nucleacédo (Tsai et al., 2022, p 4).

Tendo em conta que a qualidade embrionaria estudada nesta populacdo era
precaria a maioria dos embriGes foi criopreservado na fase de clivagem e outros
continuaram o processo de desenvolvimento até a fase de blastocisto (Tsai et al., 2022, p
4).

A populacéo estudada foi dividida em 2 subgrupos baseados na idade como é
possivel observar na figura que se segue (Tsai et al., 2022, 6).

Table 4 Subgroup analyses (categorized relative to the age of 40years) of POSEIDIN Group 4 patients with AOA or non-AQA

< 40 (35~39) y/o 2 40 (40 ~45) y/o
Parameters AOA Non-AOA Pvalue AOA Non-AOA Pvalue

(n=32) (n=68) (n=59) (n=100)
Age (years) 378+15 375+13 0378 426+16 423+14 0.240
Body mass index (kg/m?) 224430 231430 0.263 235442 235437 0889
Antral follicle counts (n) 59426 78+36 0.012 65432 63435 0.794
Anti-Mllerian hormone (ng/ml) 0.50+030 072+029 0.001 061+033 0.63+034 0728
No. of oocytes retrieved (n) 33421 50431 0.008 45428 41429 0.394
No. of metaphase Il cocytes (n) 26+18 40425 0.007 35422 34424 0833
Maturation rate (%) 813+218 823+176 0.808 804 £204 8204205 0626
No. of fertilized oocytes (n) 23+17 34+23 0024 30419 28420 0618
Fertilization rate (%) 869+235 82542438 0403 858+246 8344268 0575
No. of Day 3 embryos (n) 22415 30423 0.084 28+16 26420 0.547
Cleavage rate (%) 9224208 8634206 0.200 96.3+£313 8664243 0035
No. of top-quality Day 3 embryos (n) 12+14 13+16 0.604 15+12 12414 0.120
21 top-quality Day 3 embryos 64.5% 58.5% 0571 78.9% 53.7% 0.002
Top-quality Day 3 embryos rate (%) 4651415 37.1+£370 0.267 56.8+37.7 3464377 0.001
Top-quality Day 3 embryos rate250 51.6% 44.6% 0521 64.9% 41.1% 0.004

Data are presented as the mean = standard deviation and % (n)
AOA Artificial oocyte activation

Figura 9.Analise de subgrupos (categorizados relativamente a idade correspondente a 40 anos) do grupo
POSEIDIN com utilizagao de ion6foros de célcio e sem utilizacdo de iondforos (Tsai et al., 2022, p 6)

Relativamente ao subgrupo de idades > 40 anos, notou-se uma diferenca nos
grupos que usufruiram da utilizacdo dos ion6foros (AOA) e dos que ndo (Non-AOA)

Para o grupo AOA, obtiveram-se taxas de clivagem (96,3 + 31,3% vs 86,6
24,3%,) e TQE (top quality embryos) (56,8 + 37,7% vs 34,6 + 37,7%,) maiores, assim
como também taxas de percentagem de mais de 1 TQE (78,9% vs 53,7%,) ¢ TQE > 50
(64,9% vs. 41,1%,).
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J& em relacdo ao subgrupo de idade < 40 anos as taxas de clivagem, TQE,
percentagem de mais de 1 TQE > 50 foram similares entre os dois grupos (Tsai et al.,
2022, p 6).

Através deste estudo observou-se que as pacientes que utilizaram a técnica de
ativacdo ovocitéria através do uso de ionoforos de calcio obtiveram resultados que
estavam associadas a maiores taxas de clivagem e TQE (Tsai et al., 2022, p 7).

No entanto, uma questdo pertinente ressaltada neste estudo é a necessidade de
realizar outros estudos em grande escala com populacfes maiores a fim de verificar os
resultados obtidos (Tsai et al., 2022, p 8).

Adicionalmente, convém mencionar que os protocolos de estimulag¢do do estudo
em questdo e o do grupo de controlo divergiram incluindo, antagonistas, agonistas e PPOS
(Progestin-primed ovarian stimulation) (Tsai et al., 2022, p 9).

Um ponto a ser destacado € que todos os ciclos de fertilizacdo in vitro foram
realizados pelo mesmo médico e embriologista.

Estes dados sugerem que a AOA com ionoforos de calcio pode melhorar a
qualidade embrionaria, especialmente em pacientes com mais de 40 anos de idade (Tsai
etal., 2022, p 9).

Um estudo realizado em 2021 teve como objetivo comparar a atividade
morfocinética de embrides que utilizaram de técnicas de ativacdo com ionoforos de
calcios vs embrides com ciclos de ICSI normais. A utilizacdo da técnica de ativacdo foi
considerada baseada no critério de ter sido identificada pelo menos uma variante
potencialmente patogénica no gene PLC{1 no gDNA do espermatozoide apds falha na
fertilizacdo em um ciclo ICSI anterior (Martinez et al., 2021, p 532).

O grupo experimental consistiu em um total de 41 embribes obtidos através de
7 ciclos de ICSI ja o grupo de controlo consistiu em 100 embrides obtidos através de 18
ciclos de ICSI com as mesmas condic¢des de cultivo embrionario (Martinez et al., 2021,
p 532).

AOA foi preformada imediatamente apds ICSI utilizando ionomycin de acordo
com Heindryckx et al. (2008) com algumas alteragdes.

Os eventos embrionarios avaliados foram pardmetros quantitativos
morfocinéticos nomeadamente: extrusdo do segundo corpo polar (tPB2), aparecimento
do pronucleo (tPN), desaparecimento do pronucleo (tPNf), fase das divisdes celulares de
2 a 8 células (t2 to t8), inicio da blastulacdo (tSB), blastulagdo completa (tB) (Martinez
etal., 2021, p 533).
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Relativamente aos resultados obtidos neste estudo, constatou-se que ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos no que dizia respeito 0s parametros
morfocinéticos analisados com base nos testes utilizados, exceto nos momentos tPB2,
com uma mediana de 2,17 horas no grupo experimental (ICSI-AOA) vs 3,43 horas no
grupo de controlo (ICSI), e no momento t3, com valores de 32,60 horas no grupo
experimental vs 37,07 horas no grupo de controlo (Martinez et al., 2021, p 533).

Também nédo foram observadas diferencas estatisticas significativas em relacao
as médias da morfologia dos embrides apds transferéncia em dia 3 que foi correspondente
a 6,4 (SD 1,3) no grupo ICSI-AOA e 6,9 (SD 1,5) no grupo de controlo ICSI (Martinez
etal., 2021, p 533).

De modo geral, constatou-se que os embrides derivados de ICSI-AOA com
ionomycin apresentaram tempos de desenvolvimento semelhantes aos do grupo de
controlo, com excecdo dos parametros tPB2 e t3 (Martinez et al., 2021, p 533).

Estes resultados sugerem que a AOA pode acelerar tPB2 principalmente devido
a habilidade da ionomycin produzir um rapido aumento citoplasmatico de célcio que
poderia levar a uma inducéo antecipada de MPF (maturation-promoting factor) com uma
pequena meiotic resumption e uma extrusdo antecipada do segundo corpo polar (Martinez
etal., 2021, p 534).

Estas alteraces podem ser explicadas por um aumento transitério ndo
fisiologico do Ca?* intracitoplasmatico ap6s o uso de ion6foros de célcio (Martinez et al.,
2021, p 536).

2.3 Taxa de implantacio e gestacao

Tendo em conta que o uso de iondforos de calcio demonstra uma melhoria nas
taxas de fertilizagdo e na qualidade embrionaria, é plausivel que esses efeitos tambem
contribuam para aumentar as chances de uma implantacdo bem-sucedida. Por esta razéo,
é crucial explorar como esses efeitos refletem-se nas taxas de implantacéo e nos desfechos
gestacionais.

O primeiro estudo analisado, é uma meta-analise que avaliou nove outros
estudos a fim de identificar se a utilizacdo dos iono6foros de célcio apresentava diferencas
significativas a nivel de fertilizacdo, clivagem, chegada a blastocisto, taxa de implantacéo

e gestacao (Murugesu et al., 2017).
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ApoGs selecdo e andlise destes nove estudos, foi determinada uma taxa de
implantacdo correspondente a 19,9% (191 de 958) no grupo ICSI AOA, enquanto no
grupo ICSI 12.0% (106 de 885) (Murugesu et al., 2017, p 479).

As taxas de gestacdo num geral e nado-vivos apresentaram um aumento
significativo. Esses resultados sdo corroborados pela observacdo dos embriGes nos
primeiros dias de desenvolvimento, com melhorias nas taxas de clivagem, chegada a
blastocisto, fertilizacdo e implantacdo. Os Unicos resultados que ndo demonstraram
aumentos estatisticos significativos foram relativamente as taxas de gestacdo ap6s um
ciclo e a taxa de TQE. No entanto, mesmo nesses dois casos, foi observado um aumento.
Apbs a aplicacdo de métodos estatisticos ajustados, essa diferenca mostrou-se
estatisticamente significativa (Murugesu et al., 2017, p 480).

Neste estudo foi evidenciado que houve variacdo relativamente aos protocolos
de ativacdo ovocitaria, bem como diferencas nos critérios de selecdo dos pacientes,
indicando que esses fatores poderdo ter contribuido para uma maior variabilidade nos
resultados. Além disso, em alguns casos, 0 método de obtencéo dos espermatozoides nao
estava claramente definido ou especificado. Outra adversidade observada foi a falta de
rastreabilidade dos embrides, tendo em conta que alguns deles ndo foram transferidos, o
que comprometeu o acompanhamento e a analise dos dados (Murugesu et al., 2017, p
481).

Nesta meta-analise, todos os estudos utilizaram ICSI, com excecdo de um que
empregou IMSI (injecdo intracitoplasméatica de espermatozoides morfologicamente
selecionados). Embora a IMSI ndo tenha demonstrado alteracdo na taxa de fertilizacédo
em comparacdo com a ICSI, apresentou resultados com taxas significativamente mais
altas em termos de taxas de implantacédo e gestagdo (Murugesu et al., 2017, p 481).

A concluséo desta revisdo sistematica, € promissora, particularmente para casais
em que a utilizacio apenas da ICSI resulta em baixas taxas de fertilizagdo. E evidenciado
também uma importancia particular com relagéo a casos de ICSI em que a causa seja uma
deficiéncia nos fatores de ativacdo do ovocito transmitidos pelos espermatozoides ou uma
resposta defeituosa do ovocito a esses fatores (Murugesu et al., 2017, p 481).

Em outro estudo, foi feita uma analise de varios centros durante quase dois anos,
um total de 6 clinicas na Alemanha (n=5) e Austria (n=1). Todos os pacientes tinham
idades correspondentes a: mulheres 33,9 + 4,1 anos e homens 37,3 + 5,8 anos(Ebner,
Montag, et al., 2015, p 360).
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Para a ativacdo ovocitaria, as placas de cultura foram previamente preparadas
50 L de ionoforos de célcio A23187 (CultActive, Gynemed, Lensahn, Germany), varias
gotas de meio de cultura standard para lavagem apos ativacdo e cobertas com Gleo
mineral (Ebner, Montag, et al., 2015, p 361).

Os grupos que serviram de controlo diziam respeito aos ciclos anteriores destes
mesmos casais (Ebner, Montag, et al., 2015, p 361).

No geral, 100 pacientes tiveram um embrido ou blastocisto transferido que
resultou em 35% de taxa de gestacdo, 7 (20%) abortos espontaneos foram observados
acontecendo na 5%, 82, 92 (3x), 112 e 192 semanas de gestagéo (Ebner, Montag, et al., 2015,
p 362).

A taxa de nado-vivos, foi correspondente a 28% como se pode observar na
Figura 10. A taxa de gestacdo multipla correspondeu a quase 30% na Alemanha, mas sem
gestacdo de trigémeos. Todos 0s nado-vivos nasceram saudaveis com excecdo de um
resultado de uma gestacao Unica. Este individuo foi diagnosticado com atresia anal (anus
imperfurado). A taxa de malformacéo ndo foi considerada aumentada quando comparada
com os ciclos anteriores e este mau prognostico manteve-se a uma taxa correspondente a
3% (Ebner, Montag, et al., 2015, p 362).

Table 2 Treatment outcome in the study group with a ready-
to-use ionophore (rate in per cent).

Started cycle 101

Cycles with at least one fertilization 100
Pregnancy 37 (37)
Ectopic pregnancy 2

Clinical pregnancy 35(35)
Multiple pregnancy 10/35 (28.6)
Vanishing twins 3
Spontaneous abortion 7(20.0)
Implantation rate 47/185 (25.4)
Live birth per started cycle 28 (27.7)
Children born from singleton pregnancy 18

Children born from twin pregnancy 17
Malformation 1(2.9)

Figura 10. Resultados do estudo do grupo que utilizou ativagdo ovocitaria artificial com ionoforos de célcio
(calcimycin) apresentado em percentagens(Ebner, Montag, et al., 2015, p 362).

Relativamente aos resultados neonatais, ndo foi possivel realizar uma

comparacéo e determinar o efeito da utilizacdo dos iondforos de célcio entre os ciclos
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anteriores e o atual devido a falta de dados disponiveis. No ciclo anterior foi apenas
registado um parto.

No entanto, é possivel observar atraves da figura que se segue os resultados
neonatais obtidos neste ciclo com ativacdo ovocitaria artificial com calcimycin (Ebner,
Montag, et al., 2015).

Table 3 Neonatal outcome of children born after artificial oocyte

activation.
Singleton Twin
pregancy pregnancy
Children 18 17
Delivery
Median (week) 39 37
Range (week) 32-42 30-41
Length (cm)
Median (cm) 50 48
Range (cm) 45-54 39-54
Weight (g)
Median (g) 3180 2440
Range (g) 2510-4040 1475-3890
Malformation® 1 0

2Anal atresia.

Figura 11. Resultados neonatais de criangas nascidas apds tratamento de ativagdo ovocitaria artificial com
iono6foros de calcio (Ebner, Montag, ef al., 2015, p 362).

Constatou-se através deste estudo que 99% dos pacientes usufruiram da técnica
com aplicacao dos iondforos de calcio comparativamente aos ciclos anteriores, resultando
em 28% de taxa de nados-vivos (Ebner, Montag, et al., 2015, p 360).

Noutro estudo realizado na Bélgica, foram incluidos todos os ciclos que
utilizaram o tratamento com iondforos de calcio entre 2004 e 2015 (Mateizel et al., 2018).
A seguir, serdo discutidos os principais achados e metodologias deste estudo.

Relativamente a metodologia, neste estudo estdo incluidos embrides de
transferéncias a fresco, congelados e biopsioados para teste de genético de pré-
implantacdo (Mateizel et al., 2018).

Em alguns ciclos o tratamento foi aplicado em todos os ovocitos enquanto
noutros alguns dos ovacitos sibling foram tratados com ionoforos e outros ndo. No total
237 ciclos iniciados resultaram em 176 ciclos com transferéncia em fresco e 62 ciclos

com varios embrides vitrificados (Mateizel et al., 2018).
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Durante este estudo foram utilizados dois protocolos para utilizagéo de iondforos
de célcio e consequentemente duas marcas, ionomycin e calcimycin (A23187) (Mateizel
etal., 2018).

Para o ionomycin o procedimento foi realizado como descrito por Heindryckx
et al. (2008), porém com alteragdes relativamente aos tempos de exposic¢do. Durante a
ICSI foi microinjetada juntamente com o espermatozoide, uma pequena quantidade de
CacCl; (cloreto de calcio) correspondente a 0,1 mol/L, seguido de 30 minutos de incubagédo
a 37 °C com 6% CO2, 5% 02, e 89% N2. Em seguida os ovocitos foram incubados
durante 7 minutos em 10 umol/L de ionomycin (MP Biomedical, Brussels, Belgium) e
posteriormente lavados com meio de cultura de clivagem, foi ainda realizada uma
segunda incubacdo com ionomycin durante 7 minutos, aplicada 30 minutos depois,
seguido de uma lavagem novamente com meio de cultura de clivagem com as mesmas
condicOes anteriormente mencionadas (Mateizel et al., 2018).

Jéa a calcimycin (A23187) foi apenas utilizada em alguns casos (n=17), em ciclos
onde os ovacitos siblings foram tratados com ionomycin. Consistiu em imediatamente
apos ICSI, incubar os ovocitos durante 15 minutos na solucdo de ion6foros de célcio
(CultActive; Gynmed, Lensahn, Germany) de acordo com as instrugdes recomendadas.
Apo6s a lavagem dos ovdcitos com meio de clivagem, estes foram incubados com as
condicdes anteriormente mencionadas (Mateizel et al., 2018).

Com relacdo aos resultados, obteve-se um total de 74 gestacGes com resultado
positivo da hCG apds transferéncia em fresco (n = 55) e embrides desvitrificados (n = 19)
com origem de ciclos onde a ICSI foi realizada utilizando ion6foros de célcio: dois com
A23187 e 5 apobs ciclos mistos de ET onde os ovocitos sibling foram tratados ou com
ionomycin ou com A23187, e 67 com tratamento com ionomicyn. Destas 74 gestacdes, 9
(12,2%) foram bioquimicas, 12 (16,2%) resultaram em abortos espontaneos (< 12
semanas), e 14 (18,9%) néo se obteve informacéo por perca de tracabilidade. Ndo foram
registados abortos espontaneos tardios, nem clinicos e nem gestacdes extrauterinas.
Destas 39 gestacdes (34 a fresco e 5 TEC’s) foram obtidos de 35 pacientes e resultaram
em 47 nados-vivos: 31 gestacBes Unicas e 16 duplas. Relativamente as 31 gestacOes
unicas, 29 nasceram apos o tratamento com ionomycin e dois do tratamento com A23187.
Em relacdo as gestagcGes de geémeos, 12 resultaram de transferéncias a fresco apos
tratamento com ionomycin e 4 transferéncias a fresco resultantes do tratamento utilizando

ambos protocolos (Mateizel et al., 2018).
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Todas as criangas nasceram vivas, no entanto, um dos gémeos morreu depois do
parto devido a malformagdes congeénitas (Mateizel et al., 2018).

Quando comparado o histérico de dados de controlo (Belva et al., 2011), aos
resultados obtidos pelo centro, no que diz respeito aos nados-vivos ndo foram observadas
diferencgas estatisticas significantes relativamente a peso e comprimento dos nados-vivos
de gestacdes Unicas (3224 g + 582 € 49,6 cm + 3,1; P = 0,4 e P = 0,1 respetivamente), e
gestacOes duplas (2394 g + 522 e 46,2 cm * 3,3; P = 0,2 e P = 0,5 respetivamente)
(Mateizel et al., 2018).

N&o foram detetadas grandes malformacdes em gestacfes Unicas. No entanto,
relativamente as gestacOes duplas, trés foram diagnosticadas com malformacgoes
significativas: um com deslocacdo unilateral da anca e do joelho posteriormente tratado
com intervencdo cirdrgica, um com atresia anal, e um gue como mencionado
anteriormente faleceu ndo muito tempo apds o seu nascimento devido a grave displasia
renal cistica congénita e hipoplasia pulmonar (cariotipo normal). Pequenas malformacdes
foram encontradas em 7 nado-vivos de gestacdes Unicas e um de gestacdo dupla. Neste
estudo, um total de major malformacdes obtiveram uma taxa correspondente a 6,3%
(3/47) que foi comparado com 4,1% (P = 0,4) como descrito previamente em um estudo
neste mesmo centro (Mateizel et al., 2018).

Ainda que muitas das familias que nédo residissem no pais onde o estudo foi
realizado, a informacao relacionada a crianca gerada foi disponibilizada pelas mesmas o
que resultou em um completo relatério de cinco criancas (Mateizel et al., 2018).

Uma vez que a AOA representa uma técnica invasiva ndo fisiologica, é
importante que ndo se perca a tracabilidade das criancas geradas a partir dela (Mateizel
etal., 2018).

Adicionalmente, € crucial ressaltar que foi constatado que a taxa de malformagéo
congénita esteve associada a criangas que resultaram de tratamento com ionomycin
(Mateizel et al., 2018).
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3.1 Calcimycin vs lonomycin

Um estudo publicado em 2023 realizado em Espanha, teve o intuito de comparar
a eficiéncia das duas marcas de ion6foros nomeadamente ionomycin e calcimycin.
Utilizou um modelo humano partenogenico com maturacdo ovocitaria in vitro para
avaliar as taxas de ativacdo, desenvolvimento partenogénico e dindmica morfocinética
dos ovdcitos ativados utilizando um sistema time-lapse de incubacéo.

Para a ICSI foram microinjetadas esferas de latex (LM; accu-beads+™,
Hamilton Thorne INC. USA) com dimensdes semelhantes as cabegas dos
espermatozoides com o objetivo de simular a microinjecdo e gerar os partenotes
(Quintana-Vehi et al., 2023, p 1663).

O material genético foi obtido de dadoras entre 18 e 35 anos (Quintana-Vehi et
al., 2023, p 1663).

3.1.1 Protocolo Calcimycin
O protocolo utilizando a calcymicin, A23187 (GM508 CultActive, Gynemed,

Germany), foi bastante parecido aos ja descritos anteriormente. Consistiu em incubar 0s
ovécitos durante 15 minutos em gotas de 30 uL de iondforos imediatamente apos a ICSI.
Em seguida os ovdcitos foram lavados duas vezes em meios MOPS e HEPES (GM501
Cult, Gynemed, Germany), e incubados a 37°C, 6% CO2, e humidade relativa de 95%
(Quintana-Vehi et al., 2023, 1663).

3.1.2 Protocolo lonomycin

Quanto a ionomycin (Strepromyces conglobatus, lonomycin, 19657, Sigma
Aldrich) esta foi inicialmente diluida em DMSO (Sigma-Aldrich) para uma concentracéo
correspondente a 0,7 mg/mL. Posteriomente essa solucéo foi diluida em meio de cultura
G1™ (Vitrolife, Sweden) ficando com uma concentracdo final de 10 uM e incubada a
37°C, 6% CO2, e 95% de humidade relativa overnight. A ativacdo ovocitaria artificial
foi realizada de acordo com Heindryckx et al. (2008) com algumas modifica¢bes. Os
ovacitos tiveram um tempo de “repouso” correspondente a 30 minutos apos a ICSI em

G1™ PLUS (Vitrolife, Goteborg, Sweden) e em seguida incubados na solugéo de
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lonomycin previamente preparada durante 7 minutos. Posteriormente foram lavados 10
vezes em GI1™ PLUS e incubados durante 30 minutos em G1™ PLUS.
Subsequentemente os ovocitos foram expostos a solucdo de ionomycin durante duas
rondas adicionais e incubados com as mesmas condi¢es ja descritas (Quintana-Vehi et
al., 2023, p 1663).

3.2 Resultados

Através deste estudo foi possivel constatar que o tratamento com ionomycin
resultou em taxas de ativacdo maiores comparativamente a A23187 (38,5% vs 23,8%,
p=0,15). E importante ressaltar que nenhum dos partenogénicos ativados com A23187-
deram origem a blastocistos (Quintana-Vehi et al., 2023, p 1664).

Em relacdo aos SD, a avaliacdo morfocinética, no grupo tratado com a A23187,
0 tPNa e o tPNf notaram-se mais lentos (11,84 vs 5,31, p=0,002 e 50,15 vs 29,69, p=0,005,
respetivamente) (Quintana-Vehi et al., 2023, p 1661).

De modo geral o grupo da ionomycin obteve taxas desenvolvimento embrionario
maiores comparativamente ao grupo da calcimycin (Figura 12) (Quintana-Vehi et al.,
2023, p 1664).

Table2 Assisted oocyte activation and embryo developmental rates

Overall parthenotes A23187 (n=42) lonomycin (n=39) Control (n=39) p-value*
(n=81)
Treatment yield
Activated zygotes, n (%) 25 (30.87) 10 (23.81) 15 (38.46) NA 0.153
IPN zygotes, n (%) 21 (84.0) 9 (90.0) 12 (80.0) NA 0.504
2-cell stage parthenotes, n (%) 18 (72.0) 5(50.0) 13 (86.66) 39 (100) 0.046
3-cell stage parthenotes, n (%) 16 (64.0) 4 (40.0€) 12 (80.0) 38 (97.4) 0.041
4-cell stage parthenotes, n (%) 12 (48.0) 3(30) 9 (60) 36(92.3) 0.141
5-cell stage parthenotes, n (%) 9(36) 2(20) 7 (46.66) 34(87.2) 0.216
8-cell stage parthenotes, n (%) 3(12) 0 3(20) 31(79.5) 0.132
Blastocyst parthenotes, n (%) 2(8) 0 2(13.33) 28 (71.8) 0.223

*Chi’s squared test (A23187 vs ionomycin)
NA, not applicable

Figura 12. Comparacdo de duas marcas de ion6foros comercializadas e o desenvolvimento embrionario
(Quintana-Vehi et al., 2023, p 1664).

Como esperado o potencial de desenvolvimento dos ovdcitos partenogénicos foi
significantemente menor no grupo de controlo onde a taxa de blastocisto foi
correspondente a 71,8% (Quintana-Vehi et al., 2023).
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Com base nos resultados obtidos, verificou-se que a A23187 desencadeia um
poder de ativacdo ovocitaria menor comparativamente a ionomycin, indicando que esta
tltima oferece uma capacidade de iniciar as oscilagdes de Ca?* maior (Quintana-Vehi et
al., 2023, 1666).

E importante ter em consideracdo que houve variacdo na duracdo da exposicio
aos iondforos. Isso sublinha a necessidade de cautela ao comparar os tempos de
desenvolvimento embrionario entre os grupos tratados com iondforos e os grupos de
controlo (Quintana-Vehi et al., 2023, p 1666).

Este estudo sugere que a escolha dos iondforos a serem utilizados podem
apresentar um grande impacto em relacdo ao desenvolvimento embrionério, no entanto é
necessario haver validacdo através de outros estudos (Quintana-Vehi et al., 2023, p 1666).

Foi recomendado ainda que houvessem alterac6es no protocolo e condi¢cbes de
cultura relativamente ao A23187 para que o desempenho do desenvolvimento
embrionario gerasse desfechos melhores, indicando que existe uma importancia no que
diz respeito a padronizacao dos protocolos a fim de otimizar os resultados obtidos através
de AOA (Quintana-Vehi et al., 2023, p 1666).
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Os tratamentos de AOA sdo considerados invasivos pois envolvem manipulacéo
adicional dos ovocitos no processo de microinjecdo e respetivas incubagfes com agentes
quimicos que podem interferir com o metabolismo celular e desenvolvimento
embrionario. Como registado em estudos anteriores, a manipulacdo dos gametas
envolvidos tanto em procedimentos de AOA quanto em ICSI convencional foram
considerados fatores de risco relativamente a defeitos congénitos. (Long et al., 2020, p 2)

Por esta razdo, existe uma preocupacdo em relacdo as criangas concebidas
através de técnicas adicionais como a AOA e a possibilidade de resultados neonatais
desfavoraveis. Portanto, € crucial que haja um acompanhamento continuo destas criancas,
principalmente nos primeiros anos de vida. (Long et al., 2020) (Mateizel et al., 2018)

Varios estudos comprovaram que essa técnica ndo apresenta riscos gestacionais,
ndo interferindo em fatores como peso ao nascimento, taxas de gestacdes pré-termo ou
no género dos recém-nascidos, quando comparada a ICSI convencional e a ICSI-AOA
(Long et al., 2020, p 2).

Em 2016, foi realizado um estudo com objetivo de avaliar a seguranca da
ativacdo ovocitaria com iondforos de célcio relativamente a defeitos congénitos (Miller
etal., 2016).

E importante ressaltar que foram encontradas diferencas relativamente a idade
materna entre os ciclos de ICSI e ICSI-AOA em gestaces Unicas (32,9 vs 29,7). Embora
haja um risco maior de defeitos congénitos em mulheres com idade materna avancada,
ndo foram encontradas taxas mais elevadas desses defeitos no grupo de ICSI.
Adicionalmente, os resultados das pacientes mais jovens no grupo ICSI-AOA reforcam a
hipo6tese de que o fator masculino, além da idade materna, pode ser uma das causas da
infertilidade (Miller et al., 2016, p 595).

Ademais, a sub-andlise das malformagdes mais comuns como os defeitos
congénitos do coragdo, esqueléticos, e geniturinarios, ndo revelaram significancia
estatistica (Miller et al., 2016, p 595).

No grupo da ICSI convencional a taxa de malformagdes estruturais foi
correspondente a 4,5% e para anomalias cromossomicas a taxa foi de 1,6%; ja para o
grupo de ICSI-AOA a taxas foram de 8% e 1,6%, respetivamente. Nao foram
consideradas diferencas significativas em relacdo a estes resultados (Miller et al., 2016,
p 593).
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Foram encontradas anomalias fetais no grupo de ICSI-AOA. No grupo de
gestacBes Unicas, um caso, p595 de defeito a nivel do coragdo, uma malformacédo
esquelética, uma malformacédo a nivel do sistema geniturinario, um caso onde o RN
apresentava malformacéo esquelética e malformacéo geniturinaria, e também um caso de
sindrome de Beckwith-Weidemann (Miller et al., 2016, 593).

No grupo de gestagdes duplas foi registado um caso severo de defeitos a nivel
estrutural (rim displasico multicistico, refluxo, defeitos do septo ventricular) (Miller et
al., 2016), p 593.

No grupo de ICSI, dois casos de surdez que foram excluidos pois ambos
originados do mesmo casal, portanto, uma suspeita de condi¢do genética hereditaria
(Miller et al., 2016, p 593).

N&o obstante, a conclusdo deste estudo sobre a seguranca do uso de ionoforos
de célcio deve ser considerada com cautela. Recomenda-se a realizacdo de estudos em
larga escala para proporcionar uma maior certeza sobre a seguranca dessa técnica (Miller
etal., 2016, p 595).

Ja em 2018, foram analisados 5 estudos comparando resultados de ICSI
convencional e ICSI-AQA, total de 5506 de ICSI convencional e 316 de ICSI-AOA.
Durante esta comparacdo constatou-se que as taxas de doencas congénitas ndo se
encontraram aumentadas (RR = 1,27, 95% CI 0,70-2,28). Adicionalmente, um dos
subgrupos consistiu na analise de defeitos congénitos classificada de duas maneiras:
anomalias cromossomicas e nenhuma anomalia cromossémica, em quatro estudos e nao
foram encontradas diferencas estatisticas significativas. (Long et al., 2020, p 5)

Com base nestes estudos sdo fornecidas informacgdes que evidenciam que com
correto aconselhamento e instrucGes a aplicacdo de técnicas de AOA podem ser aplicadas

de forma segura. (Long et al., 2020)
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5.1 Idade materna

A idade é um fator diretamente associado a diminuicdo da reserva ovarica,
refletindo tanto na qualidade quanto na quantidade dos ovécitos. Observa-se um declinio
significativo na fertilidade feminina a partir dos 35 anos. Portanto, mulheres com idade
materna avancgada tendem a produzir menos ovocitos durante os ciclos de fertilizacdo in
vitro, resultando em menor quantidade de embribes e, consequentemente, em taxas de
implantacdo acumuladas mais baixas (George & Kamath, 2010, p 122) (Borges et al.,
2009).

Como foi possivel analisar ao longo deste trabalho, um dos principais critérios
para a inclusdo de tratamentos com ionoforos de calcio esteve relacionado com a idade
materna. Deste modo, levanta-se a questdo sobre o sucesso desta técnica em mulheres
com idade materna avangada. Em varios dos estudos analisados, foi consistentemente
considerado um subgrupo de mulheres nessa faixa etaria, 0 que conduz a reflexdo sobre
a real vantagem da utilizacdo dos iond6foros nestes casos. Sera que, de facto, essa técnica
traz beneficios significativos para essa populacédo especifica?

Conforme analisado, relativamente as taxas de fertilizacdo, a qualidade
ovocitaria provou ser um fator tdo importante quanto o fator espermatico, notando uma
diferenca no tratamento quando foram utilizados ovocitos de mulheres com idade materna
menores.

Ja em relacdo ao desenvolvimento embrionario, observou-se que 0 grupo que
recebe tratamento com iono6foros de calcio, pode apresentar maiores beneficios em
mulheres com idade avangadas e que tenham problemas relacionados a armazenamento
de célcio intracelular e oscilagbes anormais de célcio (Tsai et al., 2022).

Tal foi observado durante a anélise do estudo de Tsai et al., (2022), onde o0s
resultados obtidos foram observados taxas de clivagem e TQE maiores, apenas nos
subgrupos > 40 anos AOA comparativamente ao subgrupo < 40 anos AOA.

Estes dados sugerem que esta técnica fornece uma vantagem maior a mulheres

com idade materna avangada e baixa reserva ovarica melhorando ndo sé as taxas de
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fertilizacdo como também a qualidade embrionaria apds estas mesmas pacientes terem
sido submetidas a ciclos de ICSI convencional mal conseguidos. (Tsai et al., 2022, p 9).

Uma vez que os resultados apo6s a utilizacao desta técnica mostraram-se positivos
pode-se considerar que o insucesso em ciclos anteriores podera ter estado relacionado
com fatores como o blogueio do desenvolvimento embrionério, diretamente ligados a

problemas a nivel de célcio intracelular (Ebner, Oppelt, et al., 201, p 101).

5.2 Fator masculino

Como mencionado anteriormente, estima-se que cerca de 15% da populacédo
mundial seja afetada por problemas de infertilidade (Chen et al., 2022b). A infertilidade
masculina contribui para aproximadamente 50% dos casos, sendo causada por uma
variedade de fatores, incluindo mutagdes genéticas, estilo de vida, condigdes médicas e
até o uso de determinados medicamentos (Fainberg & Kashanian, 2019).

Apesar dos avancos na compreensao da infertilidade masculina, as anomalias
espermaticas idiopaticas ainda representam cerca de 30% dos casos de infertilidade
masculina (Fainberg & Kashanian, 2019).

Conforme observado em alguns dos casos analisados anteriormente, as
anomalias idiopaticas relacionadas a infertilidade masculina foram consideradas critérios
de incluséo para a utilizacdo de ion6foros de célcio.

De modo geral foi possivel observar uma melhora em ciclos onde a técnica de
AOA com ionéforos de calcio foi utilizada, indicando que pode ser benéfica para casais
que enfrentam problemas de infertilidade masculina. No entanto, é importante considerar
fatores como a origem e o tipo de anomalia espermatica.

Constatou-se que em fatores como azoospermia e criptozoospermia a utilizacéo
da técnica era benéfica, alcancando taxas de fertilizacdo de 64,4% e 48,4%
respetivamente com significancia estatistica (Ebner et al., 2012)

Ja para amostras espermaticas de origens diferentes, observou-se que o estado
de maturacdo espermatica representa um papel crucial que determina o sucesso da técnica,
por esse motivo a taxa de sucesso foi maior em pacientes com origem ejaculatoria e
epididimal comparativamente aos pacientes com origem espermatica testicular (Borges
et al., 2009).
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Vaérios estudos demonstraram que fatores espermaéticos afetam a ativacdo do
ovocito, especificamente a auséncia de fosfolipase C zeta (PLCC) ou mutagdes no PLCC
no espermatozoide. A auséncia da proteina PLC{ na cabeg¢a do espermatozoide esta
diretamente associada a falha na producao de oscilagbes de Ca*? (Zafar et al., 2021).

Uma hipotese levantada é que a concentragdo ou PLC({ varia entre
espermatozoides maduros e imaturos. Assim, pode-se postular que espermatozoides
testiculares ndo conseguem manter as oscilacbes de calcio no ooplasma apos a
estimulacdo artificial da ativacdo do ovocito (Borges et al., 2009).

Em suma, a idade materna avancada e os fatores masculinos de infertilidade,
desempenham um papel crucial nos resultados da fertilizacdo e do desenvolvimento
embrionario. A utilizacdo de ion6foros de calcio pode mitigar alguns dos efeitos adversos
associados a esses fatores, embora a eficacia varie dependendo das caracteristicas

especificas de cada caso.
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6.1 Tamanho amostral

Ap0s analisar cada um destes estudos, é crucial abordar as limitagdes que
apresentam e discutir como poderiam ser aprimoradas.

Um dos problemas identificados nos estudos analisados foi relativamente ao
tamanho das amostras, frequentemente considerado pequeno. Este fator, resultou em
conclusdes imprecisas e pouco confidveis, evidenciando a necessidade de estudos com
amostras maiores para alcancar resultados mais robustos.

As investigacOes na area da saude séo orientadas por problemas ou questdes de
pesquisa, que devem estar claramente definidos no projeto do estudo. O célculo de selegdo
amostral € um passo essencial a ser incluido no projeto com a finalidade de reduzir
probabilidades de erros, respeitar principios éticos, definir a logistica dos estudos e
melhorar as taxas de sucesso (Martinez-Mesa et al., 2014, p 1).

Este calculo de selecdo amostral pode ser realizado manualmente, utilizando
softwares estatisticos ou calculadoras online que fornecem servicos gratuitos (Andrade,
2020, p 103).

Amostras que apresentam tamanhos menores possuem um poder estatistico
insuficiente para responder a questdo principal da pesquisa, e um resultado
estatisticamente ndo significativo poderia ser meramente devido ao tamanho inadequado
da amostra (Tipo 2 ou erro falso negativo). Assim, uma amostra pequena poderia resultar
em transtornos para os pacientes do estudo, sem nenhum beneficio para futuros pacientes
ou para a ciéncia (Andrade, 2020, p 102).

Em contraste, uma com tamanho superior ao necessario sera melhor no que diz
respeito a representatividade de uma populacdo e consequentemente ird fornecer
resultados mais assertivos. Contudo, apds um determinado ponto 0 aumento da precisao
sera inferior e, portanto, ndo compensara as despesas criadas no que diz respeito ao
recrutamento de pacientes adicionais (Andrade, 2020, p 102).

N&o obstante, é criada uma inconveniéncia para os pacientes que referente ao
tempo dedicado as avaliagdes clinicas e ao desconforto psicoldgico e fisico vivenciado
em avaliagOes referentes a entrevistas, coletas entre outros procedimentos (Andrade,
2020, p 102)
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Um exemplo de um estudo bem-conduzido, com uma sele¢cdo amostral adequada
e resultados positivos, € um ensaio clinico randomizado que utilizou um tamanho
amostral de 240 pacientes por grupo para alcancar uma probabilidade de 80% com um
nivel de significancia de 5%. Considerando uma taxa de desisténcia estimada em 10%, o
tamanho total da amostra foi de 530 participantes, com 265 em cada grupo (Fancsovits et
al., 2022, p 231)

Uma das sugestbes para superar este problema seria a realizacdo de estudos
multicéntricos, como alguns dos estudos analisados anteriormente.

Estudos realizados em um Unico centro sdo conduzidos em um Udnico local
enguanto os estudos multicéntricos englobam mais de um local para coleta de dados (Das,
2022, p. 571).

Algumas das vantagens que estes tipos de estudo fornecem sdo maior numero de
individuos com diversidade populacional maior, probabilidade estatistica maior,
comparacdo entre diferentes locais/grupos e a detecdo de variagdes e melhora na

generalidade dos resultados alcancando maior relevancia (Das, 2022, p. 573).

6.2 Variabilidade nos protocolos

Ao longo deste trabalho, outra questdo que surge é a forma como os protocolos
sdo definidos. Em um dos estudos mencionados anteriormente, é sugerido que deveriam
ser formados grupos de estudo de maneiras distintas a fim de se obter resultados mais
assertivos (Fancsovits et al., 2022).

Um dos estudos sugere que idealmente o melhor grupo de estudo seria aquele
composto por embrides gerados em ciclos diferentes que beneficiaram ou ndo do
tratamento com iondforos de calcio o que revelaria efeitos adversos ligados a técnica
invasiva de ativagdo ovocitaria (Mateizel et al., 2018 p. 5).

Uma alternativa também seria, dentro de um mesmo ciclo a partir de ovocitos
sibling gerar embrides tratados ou ndo com ionoforos de calcio e posteriormente transferi-
los em momentos distintos resultando em gestacdes de ciclos diferentes (Mateizel et al.,
2018, p 5).

Um estudo realizado entre 2017 e 2019 utilizou esta abordagem verificando que
0s ovocitos tratados com iondforos demostraram resultados positivos. Verificou-se que

estes ovocitos apresentaram um aparecimento dos pronucleos significativamente mais
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cedo (t2PNa) e uma sincronizacdo melhorada do terceiro ciclo celular (s3) (P<0,05).
Relativamente a taxa de clivagem irregular, esta ndo foi afetada (P>0,05) e foi possivel
também observar uma melhora significativa nas taxas de fertilizacdo e utilizacdo de
blastocistos, provando deste modo que se trata de uma abordagem eficaz (Shebl et al.,
2021).

Embora os estudos atuais demonstrem o potencial dos ion6foros de célcio na
melhoria das taxas de fertilizacdo, as limitacGes identificadas, como o tamanho reduzido
das amostras e a variabilidade dos protocolos, ressaltam a necessidade de pesquisas
adicionais. Investigagdes futuras que abordem esses desafios poderdo nédo apenas
confirmar os beneficios observados, mas também, assegurar uma aplicacdo mais segura

e eficaz da técnica.

6.3 Riscos e efeitos adversos

Uma das questdes de importante avaliacdo quando realizados estudos desta
natureza é a dificuldade que gera a posterior comparacdo de resultados obtidos entre
centros é a variagdo relativamente ao protocolo AOA (Mateizel et al., 2018).

A maioria dos artigos utilizou como iono6foro a calcimicyn A23187, utilizando
apenas um passo muito direto de incubacdo, no entanto, a quantidades e tempos de
incubacéo diferentes (Mateizel et al., 2018)

Foi analisado um estudo que utilizou para além da calcimicyn, a ionomycin. O
tratamento com este ionoforo é relativamente mais invasivo para o ovocito uma vez que
durante a ICSI, juntamente com o espermatozoide em pelo menos um dos estudos, foi
injetado CaCl> e posteriormente foi submetido a incubagdes sucessivas (Mateizel et al.,
2018).

Neste mesmo estudo observou-se maior taxa de malformacdo congénita em
criangas geradas apds o uso da ionomycin, correspondente a 6,3% (3/47) (Mateizel et al.,
2018).

Noutro estudo realizado em 2014, foi apenas utilizado a ionomycin e ndo foram
detetadas malformacgdes congénitas, todavia, apds avaliacdo destas mesmas criangas
durante as idades compreendidas entre 3-10 anos foram relatadas malformacdes
correspondentes a 14,3% (Vanden Meerschaut et al., 2014, p 59).
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Estas duas alternativas levantam ddvidas quanto a eficacia da ionomycin uma
vez que por possuir uma abordagem invasiva podera haver uma suscetibilidade maior
para problemas futuros (Mateizel et al., 2018).

No entanto, noutro estudo € constatado que se obtém melhores resultados
relativamente a taxa de ativagdo ovocitaria e desenvolvimento embrionario quando
utilizada a ionomyin (Quintana-Vehi et al., 2023).

Neste mesmo estudo também € evidenciado durante a comparacdo das duas
marcas de ionoforos a importancia da estandardizacdo dos protocolos em relacdo aos
timings de incubacéo e quantidades de iondforos utilizadas, a fim de se obter resultados
mais concludentes (Quintana-Vehi et al., 2023, p 1666).

Cabe ressaltar também que ainda existem varios desafios no que tange o
acompanhamento da satde das criancas nascidas de tratamentos com ionéforos de calcio.
Uma das principais limitacdes é que, devido a especificidade desta técnica, o nimero de
pacientes que se beneficiam dela é pequeno, resultando em um numero limitado de
criancas nascidas por meio desse procedimento (Mateizel et al., 2018).

Tal pode ser observado nos varios estudos analisados. Em alguns casos, as
informacdes sobre 0 acompanhamento dessas criangas sdo completamente perdidas, o que
dificulta uma compreensdo mais aprofundada dos desfechos da aplicacdo dessa técnica
(Mateizel et al., 2018).
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Conclusao

O uso de iondforos de calcio € recomendado em situacGes especificas,
particularmente, em casos de pacientes com historico de taxas de fertilizacdo baixas ou
falhas de fecundacdo e desenvolvimento embrionario insatisfatério varios tratamentos.

Ao longo deste trabalho, foi feita uma revisdo da literatura e observou-se a
eficacia desse composto em casais com problemas como os mencionados anteriormente,
notando-se diferencas estatisticamente significativas nas taxas de fertilizacdo, e em
alguns estudos em relacdo ao desenvolvimento embrionario. No entanto, um estudo
relatou ndo ter observado diferencas estatisticas relevantes no desenvolvimento
embrionario. Em relacdo as taxas de sucesso gestacional, apesar de se ter notado
diferencas significativas relativamente as comparacgdes entre ciclos, estes estudos devem
ter os seus resultados analisados com cautela uma vez que ha perda de tracabilidade em
relacdo a informacdo das criangas nascidas.

Ndo foram observadas grandes alteraces em relacdo as malformacdes
congénitas. No entanto, é importante destacar que, em muitos estudos, as informac6es
sobre os nados-vivos e 0 acompanhamento destas criangas nos primeiros anos de vida
foram perdidas ao longo do tempo.

Um fator que se revelou crucial para o sucesso da técnica foi a idade materna,
mostrando-se particularmente influente nos resultados, sendo as mulheres com idade
materna avancada as que mais se beneficiaram da aplicacdo dos ion6foros. Em relacdo
aos fatores de infertilidade masculina, a técnica revelou ser eficaz em casos de
azoospermia e criptozoospermia. Além disso, a origem espermatica desempenhou um
papel importante que contribuiu para o sucesso desta técnica provando ser mais eficaz
guando a origem era seminal ejaculada e epididimal comparativamente a origem
testicular.

Portanto, o sucesso dessa técnica depende de uma analise cuidadosa dos fatores
de infertilidade, tanto masculinos quanto femininos, sendo ambos determinantes para o
desfecho positivo.

Apesar dos resultados promissores, algumas limitagdes devem ser consideradas.
Os estudos analisados frequentemente basearam-se em amostras pequenas e
apresentavam variag0es nos protocolos utilizados entre os diferentes centros. Assim, a
padronizacdo dos protocolos e a realizacdo de estudos a longo prazo séo essenciais para

garantir a seguranca e a eficacia continua dos ionoforos de calcio.
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Por fim, embora ambas as marcas de ionéforos tenham demonstrado resultados
positivos, a escolha entre elas deve ser feita com critério, tendo em consideracdo
caracteristicas individuais de cada paciente, como a idade materna e o tipo de
infertilidade.

Com o avanco das pesquisas e a otimizagdo dos protocolos, espera-se que a
utilizacdo de ionoforos de célcio continue a contribuir para a melhoria das taxas de
sucesso em fertilizacdo assistida, oferecendo esperanca para muitos casais que enfrentam

problemas de infertilidade.
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