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Resumo 

A infertilidade é considerada um problema de saúde mundial, responsável por 

criar um impacto psicossocial, afetando muitos casais.  

Pacientes com histórico de baixas taxas de fertilização ou falhas recorrentes na 

fecundação com ICSI e, consequentemente, desenvolvimento embrionário precário após 

tentativas consecutivas podem beneficiar de técnicas de ativação ovocitária artificial, 

utilizando ionóforos de cálcio. 

Este trabalho aborda a utilização desse composto como técnica complementar 

em tratamentos de fertilização in vitro. A pesquisa visa avaliar a eficácia deste composto, 

analisando o seu impacto nas taxas de fertilização, desenvolvimento embrionário, 

implantação e sucesso gestacional. 

Os resultados indicaram uma melhoria significativa nas taxas de fertilização. 

Pacientes com infertilidade masculina e mulheres de idade materna avançada foram os 

mais beneficiados. No entanto, limitações como o pequeno tamanho amostral e a 

variabilidade dos protocolos entre os centros exigem mais pesquisas e padronização dos 

protocolos. A comparação entre as marcas de ionóforos de cálcio, calcimycin e 

ionomycin, sugere que a escolha deve ser criteriosa, considerando as características 

individuais dos pacientes. 

Com pesquisas adicionais e otimização dos protocolos, os ionóforos de cálcio 

apresentam o potencial de melhorar as taxas de sucesso em fertilização in vitro, 

oferecendo uma alternativa promissora para casais com infertilidade. 
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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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1.1 Fundamentos da Ativação Ovocitária 

 

A infertilidade é considerada um problema de saúde mundial afetando 15% da 

população, é responsável por criar um impacto psicossocial, afetando de maneira 

significativa o bem-estar de muitos casais, dos quais 80% encontra uma solução através 

de métodos de reprodução medicamente assistida (Chen et al., 2022, p 1).  

Originalmente, o tratamento de reprodução medicamente assistida surgiu e foi 

aplicado com o objetivo de auxiliar mulheres que possuíam problemas a nível tubário na 

década de 70. Atualmente, a fertilização in vitro é considerada um dos tratamentos mais 

eficazes para infertilidade. No decorrer do tempo, percebeu-se que a fertilização in vitro 

convencional desempenhava um papel menos eficiente quando as características do 

sémen apresentavam parâmetros considerados abaixo dos normais, de acordo com a 

Organização Mundial de Saúde (Zheng et al., 2019, p 1).   

Em 1992, a injeção intracitoplasmática (ICSI) foi introduzida, uma técnica que 

consiste em inserir diretamente através de micromanipulação um único espermatozoide 

no interior de um ovócito (Palermo et al., 1992). 

A taxa de falha de fecundação em tratamentos de fertilização in vitro 

convencionais foi reportada em até 50% dos casais com problemas de infertilidade 

masculina moderadas (oligozoospermia, astenozoospermia e teratozoospermia). No 

entanto, esse índice 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 parâmetros de sémen 

subótimos. Além disso, também tem sido utilizada em casais que em ciclos anteriores 

obtiveram ou baixa taxa de fertilização ou nenhuma após a utilização da técnica de 

fertilização in vitro convencional (Zheng et al., 2019) (Vanden Meerschaut et al., 2014).  

No entanto, para uma fecundação bem-sucedida é necessário que aconteça um 

processo de ativação ovocitária, este inclui um vasto número de eventos morfológicos e 

bioquímicos, que podem se suceder em segundos, minutos e até mesmo horas após o 

contato entre o espermatozoide e o ovócito (Tejera et al., 2021).   

Este processo ocorre naturalmente após o encontro destes gâmetas e é 

desencadeado através de um conjunto de oscilações intracelulares de cálcio (Ca2+), 

geradas e libertadas pelo retículo endoplasmático após a entrada do espermatozoide no 
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citoplasma do ovócito e permanecendo até o aparecimento dos pronúcleos (Tejera et al., 

2021).   

O aumento de Ca+2 é responsável por desencadear o início da anafase e 

completar a meiose e a síntese de DNA respetivamente, também é responsável por 

desempenhar o papel de mensageiro secundário regulando a secreção de enzimas 

metabólicas, expressão de genes e várias outras funções moleculares e celulares 

essenciais (Anifandis et al., 2019, p 4).  

Estas oscilações podem afetar as fases iniciais de desenvolvimento embrionário 

através da ativação de uma proteína quinase dependente de cálcio (CaMK II), provocando 

o início e progressão do ciclo e consequentemente divisão celular. Por esta razão, 

acredita-se que a capacidade de desenvolvimento embrionário no período pré-

implantacional depende dos sinais de cálcio (Anifandis et al., 2019, p 4).  

Alguns estudos reportaram que a deficiência e/ou insuficiência de Ca2+ durante 

a ativação ovocitária está associada ao bloqueio de desenvolvimento embrionário, 

anomalias de clivagem, mau desenvolvimento pré-implantacional, e qualidade de 

blastocisto precária (Chen et al., 2022, p 2).  

Acredita-se que estas oscilações de cálcio sejam desencadeadas pela ativação da 

via do inositol 1,2,5 trifosfato (InsP3) por hidrolises da membrana e ligação do substrato 

fosfolípido fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) conforme representado na figura 1 

(Saleh et al., 2020, p 2) (Tejera et al., 2021).   

 

 

Figura 1. Representação da via do inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), demostrando o processo de sinalização 

responsável pela libertação de cálcio do retículo endoplasmático, essencial para a ativação celular e outros 

processos biológicos (Blanco, 2017, p 553) 
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Para que seja desencadeada a ativação desta via, e consequentemente, para que 

as oscilações de cálcio aconteçam, é crucial que haja nos espermatozoides a proteína 

fosfolipase C zeta (PLCζ) e esta encontra-se localizada na área da teca perinuclear dos 

espermatozoides dos mamíferos. Vários estudos clínicos relataram a relevância desta 

proteína associando a sua deficiência diretamente a causas de infertilidade masculina 

(Saleh et al., 2020)  

 

 

Figura 2. Representação de um ovócito destacando os processos de ativação ovocitária de forma natural e 

artificial (Zafar et al., 2021, p 3)  

 

Existem vários métodos que visam melhorar a ativação ovocitária, sejam eles 

elétricos, mecânicos ou químicos (Figura 2) (Nasr-Esfahani et al., 2010).  

Ao longo deste trabalho, será abordado um método químico, com a utilização de 

ionóforos de cálcio para ativação ovocitária artificial. 

 

1.2 Ionóforos de Cálcio 

 

Os ionóforos pertencem a uma classe de compostos que formam complexos com 

iões específicos e auxiliam no transporte destes ao longo da membrana citoplasmática das 

células. Um ionóforo possui um hydrophilic pocket (bolso hidrofílico), que forma um 

sítio de ligação para um ião específico (Freedman, 2011, p 61).  

Os ionóforos de cálcio, têm sido muito utilizados para permitir a entrada de 

Ca2+no interior das células que normalmente apresentam uma permeabilidade baixa para 
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este ião, e então permitir a ativação de vários processos celulares regulados por ele 

(Freedman, 2011, p 61).  

Em reprodução medicamente assistida, este composto é utilizado com o objetivo 

de ativar os ovócitos pós fecundação de maneira artificial, principalmente em pacientes 

que tenham histórico de taxas de fertilização baixas ou falhas de fecundação e 

desenvolvimento embrionário após tentativas consecutivas (Tejera et al., 2021).  

 

 

Figura 3. Representação da estrutura química do ionóforo de cálcio calcimycin (A23187) (Calcium 

ionophore A23187, s.d.)  

 

Relativamente ao seu mecanismo de ação, os ionóforos de cálcio possuem uma 

certa lipofilicidade (afinidade aos lípidos) que lhes permite interagir com membranas 

celulares neutralizando cargas positivas de Ca2+. São responsáveis por bombear Ca2+ 

extracelular contra o gradiente de concentração, para o interior do ovócito aumentando 

na membrana citoplasmática do mesmo, a sua concentração, e desencadeando assim a sua 

ativação (Xu et al., 2021, p 2).   

Atualmente, são comercializadas duas marcas de ionóforos de cálcio, a 

calcimycin (A23187) e a ionomycin.   

Para que produtos sejam comercializados na União Europeia, é necessário que 

possuam o selo CE. Esse selo indica que o produto passou por um processo de avaliação 

pelo fabricante e atende aos requisitos de segurança, saúde e proteção ambiental da UE. 

A certificação é 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 razão, é importante ressaltar que a ionomycin 

não possui o selo CE. 
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1.3 Como são utilizados os ionóforos de cálcio em 

reprodução medicamente assistida? 

 

1.3.1 Calcimycin (A23187) 
 

O modo de aplicação dos ionóforos varia significativamente de acordo com o 

objetivo do estudo ou o protocolo específico adotado pelo laboratório. 

Num estudo conduzido pelo Instituto Valenciano de Fertilidade (IVI), a 

aplicação dos ionóforos foi feita diretamente após a ICSI. Este processo consistia em 

imediatamente após microinjeção dos ovócitos colocá-los a incubar durante 15 minutos 

em placas de petrit previamente preparadas contendo gotas de ionóforos de cálcio com 

condições de temperatura, CO2 e O2 controladas (Figura 4). Após os 15 minutos os 

ovócitos 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 avaliações referentes à presença/ausência 

de fecundação (dia 1) e desenvolvimento embrionário (dias 3 e 5). A seleção embrionária 

para transferência ou para criopreservação ocorreram em dias 3 e 5 dependendo das 

qualidades e características embrionárias apresentadas. Posteriormente, foram realizadas 

transferências únicas e/ou duplas de embriões dependendo do histórico do paciente 

(Tejera et al., 2021, p 288). 

 

 

Figura 4. Procedimento de ativação ovocitária artificial utilizando ionóforos de cálcio (calcimycin) após 

injeção intracitoplasmática (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 ovócitos a incubar em ionóforos diretamente 

após ICSI e outra que visava a reativação dos ovócitos após falha de fertilização neste 

mesmo ciclo utilizando os ionóforos de cálcio (Xu et al., 2021).  
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1.3.2 Ionomycin 

 

No que diz respeito à ionomycin, o estudo que será considerado como referência 

é o de Heindryckx et al. (2008), que teve como objetivo avaliar a eficiência da ativação 

ovocitária artificial (AOA) como solução após ciclos de ICSI malsucedidos devido a 

fatores espermáticos. 

Assim como ocorre com a calcimycin, o tratamento com a ionomycin é realizado 

logo após a ICSI com algumas diferenças no protocolo. 

A primeira diferença refere-se à injeção de CaCl2 juntamente com o 

espermatozoide durante a ICSI (Figura 5) (Heindryckx et al., 2008). 

Após microinjeção os ovócitos passaram por um período de “descanso” 

correspondente a 30 minutos em meio de clivagem (Cook Cleavage medium). Em 

seguida, os ovócitos microjentados foram incubados durante 10 minutos em gotas de 

ionomicyn de 10 µmol/L ionóforo de Ca2+ (Ionomycin, 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 ionóforos foi repetido durante 10 minutos 

e após sucessivas lavagens os ovócitos foram colocados a incubar em meio de clivagem 

(Heindryckx et al., 2008, p 664). 

 

 

Figura 5. Procedimento de ativação ovocitária artificial utilizando ionóforos de cálcio (ionomycin) após 

injeção intracitoplasmática (ICSI) juntamente com cloreto de cálcio (CaCl2) (Scientific Image and 

Illustration Software | BioRender, s.d.) 
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Os efeitos dos ionóforos de cálcio englobam várias etapas durante o processo de 

fertilização in vitro nomeadamente, a fertilização em si, clivagem, implantação, taxa de 

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

 

1.4 Objetivos 

 

O presente estudo teve como objetivos avaliar as taxas de fertilização, 

desenvolvimento embrionário e sucesso gestacional, após a utilização de ionóforos de 

cálcio como técnica de ativação ovocitária artificial, considerando fatores como idade 

materna avançada e infertilidade masculina. 
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2.1 Implicações na Fertilização 
 

Como mencionado anteriormente, a utilização de ionóforos de cálcio tem um 

impacto significativo nas taxas de fertilização. Para compreender como este composto 

pode influenciar as taxas de fertilização, serão 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 ativação ovocitária artificial, utilizando ionóforos de cálcio calcimycin 

(A23187) após ICSI com espermatozoides de diferentes origens. Foram avaliados 314 

ciclos, divididos posteriormente em três grupos de acordo com a origem da amostra 

seminal: o primeiro grupo com amostras de origem ejaculatória (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 utilização ou não de AOA 

com ionóforos de cálcio. Adicionalmente, os ciclos que incluíam mulheres com idade <36 

anos foram avaliados separadamente (Borges et al., 2009, p 45). 

Imediatamente após a ICSI, os ovócitos foram incubados num meio de cultura 

contendo 5Mmol/L de ionóforos de cálcio A23187 (4-bromo calcium ionophore A23187, 

Sigma B7272, EUA) a 37°C e 6% de CO2 por 30 minutos. O sucesso da fertilização foi 

determinado 18 horas após a ICSI, quando a presença de dois pronúcleos distintos foi 

observada. (Borges et al., 2009, p 47). 

Não foram observadas diferenças significativas entre os subgrupos com 

diferentes origens de espermatozoides no que diz respeito à taxa de fertilização, à 

percentagem de embriões de alta qualidade no terceiro dia de desenvolvimento, à taxa de 

implantação, à taxa de gestação e à taxa de aborto espontâneo (Figura 6) (Borges et al., 

2009, p 47). 
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Figura 6. Efeito da ativação ovocitária com ionóforos de cálcio em pacientes com 

espermatozoides obtidos de origens distintas (Borges et al., 2009, p 48). 

 

Embora não se tenham verificado diferenças estatisticamente significativas no 

grupo de mulheres com idade < 36 anos em nenhuma das categorias avaliadas, foi 

possível observar um aumento na percentagem de qualidade embrionária (74,5% vs 

53,0%, para AOA e grupo de controlo respetivamente) e taxa de implantação (19,3% vs 

10,5%) (Borges et al., 2009, p 48). 

Quando foram utilizados espermatozoides de origem ejaculatória, AOA também 

demonstrou um aumento na taxa de percentagem de qualidade embrionária (64,4% vs 

50,4%, para AOA e grupo de controlo respetivamente), quando utilizado epididimal, 

porém não quando utilizado espermatozoide de origem testicular (Borges et al., 2009, p 

48). 

Este estudo sugere que o tratamento com ionóforos de cálcio melhora os 

resultados obtidos pela ICSI apenas com ovócitos derivados de mulheres com idades 

 < 36 anos, o que indica que para além dos espermatozoides, os ovócitos desempenham 

também um papel importante no que diz respeito a ativação ovocitária (Borges et al., 

2009, p 50). Além disso, mostrou-se eficaz em relação ao desenvolvimento embrionário, 

suportando a hipótese de que as oscilações de cálcio podem fornecer mais do que meros 

estímulos para meiotic resumption e que desempenham um papel a longo termo no que 

diz respeito eventos embrionários (Borges et al., 2009, p 50). 

Apesar da informação relevante obtida neste estudo, este apresenta limitações 

nomeadamente o reduzido número 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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Após analisar um fator tão importante quanto a origem seminal e as implicações 

da utilização 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 eficácia dos 

ionóforos de cálcio nesse tipo de pacientes, utilizando dados de dois centros (Áustria e 

Alemanha).  

Foram utilizados ovócitos de 66 pacientes (75 ciclos) e amostra seminal de 29 

pacientes azoospermicos e 37 de pacientes criptozoospermicos (Ebner et al., 2012, p 

1432).  

O ionóforo de cálcio utilizado neste estudo foi a calcimycin (GM508 Cult-

Active), com aplicação imediatamente após a ICSI. 

A Figura 7, apresenta uma tabela que demonstra que, de modo geral, uma taxa 

de fertilização de 57% pode ser atingida com a utilização de ionóforos de cálcio, 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 aplicação 

dos ionóforos de cálcio. Pacientes azoospermicos apresentaram taxas de fertilização 

significativamente maiores em comparação com os criptozoospermicos. Embora essa 

diferença também tenha sido observada em ciclos anteriores, ela foi ainda mais acentuada 

neste estudo (Ebner et al., 2012, p 1434).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo II- Implicações na Fertilização, Desenvolvimento embrionário,  

Taxa de Implantação e Gestação 

21 
 

 

 

 

Figura 7. Comparação dos resultados obtidos com a aplicação do ionóforo de cálcio A23187 em relação 

aos ciclos anteriores sem o uso de ionóforos (Ebner et al., 2012, p 1434). 

 

A análise destes estudos, considerando as origens espermáticas e os fatores de 

infertilidade permite concluir que, pacientes que tiveram taxas de fertilização baixas em 

ciclos anteriores poderão beneficiar desta técnica, contudo e como já mencionado 

anteriormente, é importante destacar que o fator ovocitário é tão relevante quanto o 

espermático (Borges et al., 2009, p 51). 

Salienta-se ainda que a resposta positiva dos ovócitos microinjetados com 

espermatozoides ejaculatórios e epididimais à AOA, em contraste com os 

espermatozoides testiculares, pode estar relacionada com a maturidade do 

espermatozoide e a função de ativação do ovócito (Borges et al., 2009, p 50). 

 

2.2 Desenvolvimento embrionário 
 

Considerando que a utilização dos ionóforos de cálcio influencia as taxas de 

fertilização, é igualmente essencial explorar os seus impactos subsequentes no 

desenvolvimento embrionário, uma etapa crítica que determina o sucesso do ciclo 

reprodutivo. Avaliar como os ionóforos de cálcio afetam aspetos como a clivagem  
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embrionária, a formação de blastocistos e a viabilidade embrionária pode fornecer 

insights valiosos sobre a eficácia e a segurança dessa técnica em tratamentos de 

infertilidade. 

No ano de 2014 realizou-se um estudo multicêntrico na Áustria, que teve como 

objetivo analisar pacientes, que em ciclos de fertilização in vitro anteriores, não obtiveram 

sucesso a nível de desenvolvimento embrionário. Neste novo ciclo implementou-se a 

utilização de ionóforos de cálcio a fim de determinar se haveria uma diferença 

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 nível tubárico, 47% 

problemas de infertilidade masculina, o restante dos pacientes apresentava condições 

como endometriose (15%), ou síndrome dos ovários poliquísticos (10%). De acordo com 

as condições anteriormente citadas, os pacientes foram igualmente distribuídos 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 inclusão deste estudo consistiam em: interrupção de 

desenvolvimento embrionário (sem transferência), desenvolvimento embrionário com 

atraso temporal completo (sem mórula/ sem blastocisto em dia 5 de desenvolvimento) ou, 

formação 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 fertilização após 

ICSI correspondentes a 30% foram excluídos, pois não cumpriam os pré-requisitos para 

a utilização de ionóforos (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 incompetência de 

desenvolvimento embrionário (Ebner, Oppelt, et al., 2015, p 98). 

Todos os ovócitos maduros foram expostos ao ionóforo de cálcio calcimycin 

(GM508 Cult-Active;Gynemed, Lensahn,Germany) durante 15 minutos imediatamente 

após a ICSI (Ebner, Oppelt, et al., 2015, p 98).  

O efeito do tratamento com ionóforos de cálcio foi medido pela taxa de chegada 

dos embriões a fase de blastocisto. Foi possível observar uma diferença significativa entre 

os grupos indicando que houve uma melhora na taxa de blastulação através do tratamento 

(Figura 8) (Ebner, Oppelt, et al., 2015, p 99). 



Capítulo II- Implicações na Fertilização, Desenvolvimento embrionário,  

Taxa de Implantação e Gestação 

23 
 

Constatou-se que mais embriões foram vitrificados no grupo de tratamento com 

ionóforos quando comparado ao grupo de controlo (74 vs 6) (Ebner, Oppelt, et al., 2015, 

p 99).  

 

 

 

Figura 8.Comparação do desenvolvimento pré-implantacional entre estudos utilizando ionóforos de cálcio 

(calcimycin) e grupos de controlo (ICSI convencional) (Ebner, Oppelt, et al., 2015, p 3). 

 

Através dos resultados deste estudo constata-se que a utilização dos ionóforos 

de cálcio pode ser útil quando em ciclos anteriores existiram problemas relativamente ao 

desenvolvimento embrionário (Ebner, Oppelt, et al., 2015, p 101).  

É importante ressaltar que os resultados obtidos foram independentes do 

protocolo de estimulação escolhido demonstrando que apenas a alteração relativamente 

ao protocolo de estimulação pode não ser eficaz no que diz respeito a melhora de 

resultados em pacientes que apresentem mau prognóstico e problemas a nível de 

desenvolvimento embrionário (Ebner, Oppelt, et al., 2015, p 101).  

Como evidenciado, os resultados apresentados são meramente indicações 

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, o objetivo foi investigar 

se a ativação ovocitária artificial poderia melhorar a qualidade embrionária em pacientes 

com idade materna avançada e com reserva ovocitária diminuída (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 ovócitos em gotas 50 μL durante 15 minutos, 

imediatamente após a ICSI (Tsai et al., 2022, p 3).  

Os embriões seguiram em cultura em micro-gotas, em condições 

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

 

de desenvolvimento, de grau 1 à grau 3 de acordo com a percentagem de fragmentação, 

a uniformidade dos blastómeros e se havia presença de nucleação (Tsai et al., 2022, p 4). 

Tendo em conta que a qualidade embrionária estudada nesta população era 

precária a maioria dos embriões 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 população estudada foi dividida em 2 subgrupos baseados na idade como é 

possível observar na figura que se segue (Tsai et al., 2022, 6). 

 

Figura 9.Análise de subgrupos (categorizados relativamente a idade correspondente a 40 anos) do grupo 

POSEIDIN com utilização de ionóforos de cálcio e sem utilização de ionóforos (Tsai et al., 2022, p 6) 

 

Relativamente ao subgrupo de idades ≥ 40 anos, notou-se uma diferença nos 

grupos que usufruíram da utilização dos ionóforos (AOA) e dos que não (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%,) e TQE ≥ 50 

(64,9% vs. 41,1%,).  
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Já em relação 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 

ativação ovocitária através do uso de ionóforos de cálcio obtiveram resultados que 

estavam associadas a maiores taxas de clivagem e TQE (Tsai et al., 2022, p 7).  

No entanto, uma questão pertinente ressaltada neste estudo é a necessidade de 

realizar outros estudos em grande escala com populações maiores a fim de verificar os 

resultados obtidos (Tsai et al., 2022, p 8). 

Adicionalmente, convém mencionar que os protocolos de estimulação do estudo 

em questão 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 é que todos os ciclos de fertilização in vitro foram 

realizados pelo mesmo médico e embriologista.  

Estes dados sugerem que a AOA com ionóforos de cálcio pode melhorar a 

qualidade embrionária, especialmente em pacientes com mais de 40 anos de idade (Tsai 

et al., 2022, p 9). 

Um estudo realizado em 2021 teve como objetivo comparar a atividade 

morfocinética de embriões que utilizaram de técnicas de ativação com ionóforos de 

cálcios vs embriões com ciclos de ICSI normais. A utilização da técnica de ativação foi 

considerada baseada no critério de ter sido identificada pelo menos uma variante 

potencialmente patogênica no gene PLCζ1 no gDNA do espermatozoide após falha na 

fertilização em um ciclo ICSI anterior (Martínez et al., 2021, p 532). 

O grupo experimental consistiu em um total de 41 embriões obtidos através de 

7 ciclos de ICSI já o grupo de controlo consistiu em 100 embriões obtidos através de 18 

ciclos de ICSI com as mesmas condições de cultivo embrionário (Martínez et al., 2021, 

p 532).  

AOA foi preformada imediatamente após ICSI utilizando ionomycin de acordo 

com Heindryckx et al. (2008) com algumas alterações.   

Os eventos embrionários avaliados foram parâmetros quantitativos 

morfocinéticos nomeadamente: extrusão do segundo corpo polar (tPB2), aparecimento 

do pronúcleo (tPN), desaparecimento do pronúcleo (tPNf), fase das divisões celulares de 

2 a 8 células (t2 to t8), início da blastulação (tSB), blastulação completa (tB) (Martínez 

et al., 2021, p 533).  
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Relativamente aos resultados obtidos neste estudo, constatou-se que não foram 

observadas diferenças estatísticas entre os grupos no que dizia respeito os parâmetros  

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 (Martínez et al., 2021, p 533). 

Também não foram observadas diferenças estatísticas significativas em relação 

as médias da morfologia dos embriões após transferência 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 (Martínez 

et al., 2021, p 533).  

De modo geral, constatou-se que os embriões derivados de ICSI-AOA com 

ionomycin apresentaram tempos de desenvolvimento semelhantes aos do grupo de 

controlo, com exceção dos parâmetros tPB2 e t3  (Martínez et al., 2021, p 533).  

Estes resultados sugerem que a AOA pode acelerar tPB2 principalmente devido 

a habilidade da ionomycin produzir um rápido aumento citoplasmático de cálcio que 

poderia levar a uma indução antecipada de MPF (maturation-promoting factor) com uma 

pequena meiotic resumption e uma extrusão antecipada do segundo corpo polar (Martínez 

et al., 2021, p 534). 

Estas alterações podem ser explicadas por um aumento transitório não 

fisiológico do Ca2+ intracitoplasmático após o uso de ionóforos de cálcio (Martínez et al., 

2021, p 536).  

 

2.3 Taxa de implantação e gestação 
 

Tendo em conta que o uso de ionóforos de cálcio demonstra uma melhoria nas 

taxas de fertilização e na qualidade embrionária, é plausível que esses efeitos também 

contribuam para aumentar as chances de uma implantação bem-sucedida. Por esta razão, 

é crucial explorar como esses efeitos refletem-se nas taxas de implantação e nos desfechos 

gestacionais. 

O primeiro estudo analisado, é uma meta-análise que avaliou nove outros 

estudos a fim de identificar se a utilização dos ionóforos de cálcio apresentava diferenças 

significativas a nível de fertilização, clivagem, chegada a blastocisto, taxa de implantação 

e gestação (Murugesu et al., 2017).  
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Após seleção e análise destes nove estudos, foi determinada uma taxa de 

implantação 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 gestação num geral e nado-vivos apresentaram um aumento 

significativo. Esses resultados são corroborados pela observação dos embriões nos 

primeiros dias de desenvolvimento, com melhorias nas taxas de clivagem, chegada a 

blastocisto, fertilização e implantação. Os únicos resultados que não demonstraram 

aumentos estatísticos significativos foram relativamente as taxas de gestação após um 

ciclo e a taxa de TQE. No entanto, mesmo nesses dois casos, foi observado um aumento. 

Após a aplicação de métodos estatísticos ajustados, essa diferença mostrou-se 

estatisticamente significativa (Murugesu et al., 2017, p 480). 

Neste estudo foi evidenciado que houve variação relativamente aos protocolos 

de ativação ovocitária, bem como diferenças nos critérios de seleção dos pacientes, 

indicando que esses fatores poderão ter contribuído para uma maior variabilidade nos 

resultados. Além disso, em alguns casos, o método de obtenção dos espermatozoides não 

estava claramente definido ou especificado. Outra adversidade observada foi a falta de 

rastreabilidade dos embriões, tendo em conta que alguns deles não foram transferidos, o 

que comprometeu o acompanhamento e a análise dos dados (Murugesu et al., 2017, p 

481). 

Nesta meta-análise, todos os estudos utilizaram ICSI, com exceção de um que 

empregou IMSI (injeção intracitoplasmática de espermatozoides morfologicamente 

selecionados). Embora a IMSI não tenha demonstrado alteração na taxa de fertilização 

em comparação com a ICSI, apresentou resultados com taxas significativamente mais 

altas em termos de taxas de implantação e gestação (Murugesu et al., 2017, p 481). 

A conclusão desta revisão sistemática, é promissora, particularmente para casais 

em que a utilização apenas da ICSI resulta em baixas taxas de fertilização. É evidenciado 

também uma importância particular com relação a casos de ICSI em que a causa seja uma 

deficiência nos fatores de ativação do ovócito transmitidos pelos espermatozoides ou uma 

resposta defeituosa do ovócito a esses fatores (Murugesu et al., 2017, p 481). 

Em outro estudo, foi feita uma análise de vários centros durante quase dois anos, 

um total de 6 clínicas na Alemanha (n=5) e Áustria (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 ativação ovocitária, as placas de cultura foram previamente preparadas  

50 µL de ionóforos de cálcio A23187 (CultActive, Gynemed, Lensahn, Germany), várias 

gotas de meio de cultura standard para lavagem após ativação e cobertas com óleo 

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 embrião ou blastocisto transferido que 

resultou em 35% de taxa de gestação, 7 (20%) abortos espontâneos foram observados 

acontecendo na 5ª, 8ª, 9ª (3x), 11ª e 19ª semanas de gestação (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 gestação múltipla correspondeu a quase 30% na Alemanha, mas sem 

gestação de trigêmeos. Todos os nado-vivos nasceram saudáveis com exceção de um 

resultado de uma gestação única. Este individuo foi diagnosticado com atresia anal (ânus 

imperfurado). A taxa de malformação não foi considerada aumentada quando comparada 

com os ciclos anteriores e este mau prognóstico manteve-se a uma taxa correspondente a 

3% (Ebner, Montag, et al., 2015, p 362). 

 

 

Figura 10. Resultados do estudo do grupo que utilizou ativação ovocitária artificial com ionóforos de cálcio 

(calcimycin) apresentado em percentagens(Ebner, Montag, et al., 2015, p 362). 

 

Relativamente aos resultados neonatais, não foi possível realizar uma 

comparação e determinar o efeito da utilização dos ionóforos de cálcio entre os ciclos  
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anteriores e o atual devido à falta de dados disponíveis. No ciclo anterior foi apenas 

registado um parto. 

No entanto, é possível observar através da figura que se segue os resultados 

neonatais obtidos neste ciclo com ativação ovocitária artificial com calcimycin (Ebner, 

Montag, et al., 2015). 

 

Figura 11. Resultados neonatais de crianças nascidas após tratamento de ativação ovocitária artificial com 

ionóforos de cálcio (Ebner, Montag, et al., 2015, p 362). 

 

 

Constatou-se através deste estudo que 99% dos pacientes usufruíram da técnica 

com aplicação dos ionóforos de cálcio 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 incluídos todos os ciclos que 

utilizaram o tratamento com ionóforos de cálcio entre 2004 e 2015 (Mateizel et al., 2018).  

A seguir, serão discutidos os principais achados e metodologias deste estudo. 

Relativamente à metodologia, neste estudo estão incluídos embriões de 

transferências a fresco, congelados e biopsioados para teste de genético de pré-

implantação (Mateizel et al., 2018). 

Em alguns ciclos o tratamento foi aplicado em todos os ovócitos enquanto 

noutros alguns dos ovócitos sibling foram tratados com ionóforos e outros não. No total 

237 ciclos iniciados resultaram em 176 ciclos com transferência em fresco e 62 ciclos 

com vários embriões vitrificados (Mateizel et al., 2018). 
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Durante este estudo foram utilizados dois protocolos para utilização de ionóforos 

de cálcio e consequentemente duas marcas, ionomycin e calcimycin (A23187) (Mateizel 

et al., 2018). 

Para o ionomycin o procedimento foi realizado como descrito por Heindryckx 

et al. (2008), porém com alterações relativamente aos tempos de exposição. Durante a 

ICSI foi microinjetada juntamente com o espermatozoide, uma pequena quantidade de 

CaCl2 (cloreto de cálcio) correspondente a 0,1 mol/L, seguido de 30 minutos de incubação 

a 37 °C com 6% CO2, 5% O2, e 89% N2. Em seguida os ovócitos foram incubados 

durante 7 minutos em 10 μmol/L de ionomycin (MP Biomedical, Brussels, Belgium) e 

posteriormente lavados com meio de cultura de clivagem, foi ainda realizada uma 

segunda incubação com ionomycin durante 7 minutos, aplicada 30 minutos depois, 

seguido de uma lavagem novamente com meio de cultura de clivagem com as mesmas 

condições anteriormente mencionadas (Mateizel et al., 2018). 

Já a calcimycin (A23187) foi apenas utilizada em alguns casos (n=17), em ciclos 

onde os ovócitos siblings foram tratados com ionomycin. Consistiu em imediatamente 

após ICSI, incubar os ovócitos durante 15 minutos na solução de ionóforos de cálcio 

(CultActive; Gynmed, Lensahn, Germany) de acordo com as instruções recomendadas. 

Após a lavagem dos ovócitos com meio de clivagem, estes foram incubados com as 

condições anteriormente mencionadas (Mateizel et al., 2018).  

Com relação aos resultados, obteve-se um total de 74 gestações com resultado 

positivo da hCG após transferência em fresco (n = 55) e embriões desvitrificados (n = 19) 

com origem de ciclos onde a ICSI foi realizada utilizando ionóforos de cálcio: dois com 

A23187 e 5 após ciclos mistos de ET onde os ovócitos sibling foram tratados ou com 

ionomycin ou com A23187, e 67 com tratamento com ionomicyn. Destas 74 gestações, 9 

(12,2%) foram bioquímicas, 12 (16,2%) resultaram em abortos espontâneos (< 12 

semanas), e 14 (18,9%) não se obteve informação por perca de traçabilidade. Não foram 

registados abortos espontâneos tardios, nem clínicos e nem gestações extrauterinas. 

Destas 39 gestações (34 a fresco e 5 TEC’s) foram obtidos de 35 pacientes e resultaram 

em 47 nados-vivos: 31 gestações únicas e 16 duplas. Relativamente as 31 gestações 

únicas, 29 nasceram após o tratamento com ionomycin e dois do tratamento com A23187. 

Em relação as gestações de gémeos, 12 resultaram de transferências a fresco após 

tratamento com ionomycin e 4 transferências a fresco resultantes do tratamento utilizando 

ambos protocolos (Mateizel et al., 2018). 
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Todas as crianças nasceram vivas, no entanto, um dos gémeos morreu depois do 

parto devido a malformações congénitas (Mateizel et al., 2018). 

Quando comparado o histórico de dados de controlo (Belva et al., 2011), aos 

resultados obtidos pelo centro, no que diz respeito aos nados-vivos não foram observadas 

diferenças estatísticas significantes relativamente a peso e comprimento dos nados-vivos 

de gestações únicas (3224 g ± 582 e 49,6 cm ± 3,1; P = 0,4 e P = 0,1 respetivamente), e 

gestações duplas (2394 g ± 522 e 46,2 cm ± 3,3; P = 0,2 e P = 0,5 respetivamente) 

(Mateizel et al., 2018). 

Não foram detetadas grandes malformações em gestações únicas. No entanto, 

relativamente as gestações duplas, três foram diagnosticadas com malformações 

significativas: um com deslocação unilateral da anca e do joelho posteriormente tratado 

com intervenção cirúrgica, um com atresia anal, e um que como mencionado 

anteriormente faleceu não muito tempo após o seu nascimento devido a grave displasia 

renal cística congênita e hipoplasia pulmonar (cariotipo normal). Pequenas malformações 

foram encontradas em 7 nado-vivos de gestações únicas e um de gestação dupla. Neste 

estudo, um total de major malformações 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 famílias que não residissem no país onde o estudo foi 

realizado, a informação relacionada a criança gerada foi disponibilizada pelas mesmas o 

que resultou em um completo relatório de cinco crianças (Mateizel et al., 2018). 

Uma vez que a AOA representa uma técnica invasiva não fisiológica, é 

importante que não se perca a traçabilidade das crianças geradas a partir dela (Mateizel 

et al., 2018). 

Adicionalmente, é crucial ressaltar que foi constatado que a taxa de malformação 

congénita esteve associada a crianças que resultaram de tratamento com ionomycin 

(Mateizel et al., 2018). 
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3.1 Calcimycin vs Ionomycin 

 

Um estudo publicado em 2023 realizado em Espanha, teve o intuito de comparar 

a eficiência das duas marcas de ionóforos nomeadamente ionomycin e calcimycin. 

Utilizou um modelo humano partenogénico com maturação ovocitária in vitro para 

avaliar as taxas de ativação, desenvolvimento partenogénico e dinâmica morfocinética 

dos ovócitos ativados utilizando um sistema time-lapse de incubação.  

Para a ICSI foram microinjetadas esferas de látex (LM; accu-beads+™, 

Hamilton Thorne INC. USA) com dimensões semelhantes às cabeças dos 

espermatozoides com o objetivo de simular a microinjeção e gerar os partenotes 

(Quintana-Vehí et al., 2023, p 1663).  

O material genético foi obtido de dadoras entre 18 e 35 anos (Quintana-Vehí et 

al., 2023, p 1663).  

 

3.1.1 Protocolo Calcimycin 

O protocolo utilizando a calcymicin, A23187 (GM508 CultActive, Gynemed, 

Germany), foi bastante parecido aos já descritos anteriormente. Consistiu em incubar os 

ovócitos durante 15 minutos em gotas de 30 μL de ionóforos imediatamente após a ICSI. 

Em seguida os ovócitos 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-Vehí et al., 2023, 1663). 

 

3.1.2 Protocolo Ionomycin 

Quanto a ionomycin (Strepromyces conglobatus, Ionomycin, I9657, Sigma 

Aldrich) esta foi inicialmente diluída em DMSO (Sigma-Aldrich) para uma concentração 

correspondente a 0,7 mg/mL. Posteriomente essa solução foi diluída em meio de cultura 

G1™ (Vitrolife, Sweden) ficando com uma concentração final de 10 μM e incubada a 

37°C, 6% CO2, e 95% de humidade relativa overnight.  A ativação ovocitária artificial 

foi realizada de acordo com Heindryckx et al. (2008) com algumas modificações. Os 

ovócitos tiveram um tempo de “repouso” correspondente a 30 minutos após a ICSI em 

G1™ PLUS (Vitrolife, Göteborg, Sweden) e em seguida incubados na solução de 
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ionomycin previamente preparada durante 7 minutos. Posteriormente foram lavados 10 

vezes em G1™ PLUS e incubados durante 30 minutos em G1™ PLUS. 

Subsequentemente os ovócitos foram expostos a solução de ionomycin durante duas 

rondas adicionais e incubados com as mesmas condições já descritas (Quintana-Vehí et 

al., 2023, p 1663). 

 

3.2 Resultados 

 

Através deste estudo foi possível constatar que o tratamento com ionomycin 

resultou em taxas de ativação maiores comparativamente a A23187 (38,5% vs 23,8%, 

p=0,15). É importante ressaltar que nenhum dos partenogénicos ativados com A23187-

deram origem a blastocistos (Quintana-Vehí et al., 2023, p 1664). 

 Em relação aos SD, a avaliação morfocinética, no grupo tratado com a A23187, 

o 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-Vehí et al., 2023, p 1661).  

De modo geral o grupo da ionomycin obteve taxas desenvolvimento embrionário 

maiores comparativamente ao grupo da calcimycin (Figura 12) (Quintana-Vehí et al., 

2023, p 1664). 

 

 

Figura 12. Comparação de duas marcas de ionóforos comercializadas e o desenvolvimento embrionário 

(Quintana-Vehí et al., 2023, p 1664). 

 

Como esperado o potencial de desenvolvimento dos ovócitos partenogénicos foi 

significantemente menor no grupo de controlo onde a taxa de blastocisto foi 

correspondente a 71,8% (Quintana-Vehí et al., 2023).  
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Com base nos resultados obtidos, verificou-se que a A23187 desencadeia um 

poder de ativação ovocitária menor comparativamente a ionomycin, indicando que esta 

última oferece uma capacidade de iniciar as oscilações de Ca2+ maior (Quintana-Vehí et 

al., 2023, 1666). 

É importante ter em consideração que houve variação na duração da exposição 

aos ionóforos. Isso sublinha a necessidade de cautela ao comparar os tempos de 

desenvolvimento embrionário entre os grupos tratados com ionóforos e os grupos de 

controlo (Quintana-Vehí et al., 2023, p 1666). 

Este estudo sugere que a escolha dos ionóforos a serem utilizados podem 

apresentar um grande impacto em relação ao desenvolvimento embrionário, no entanto é 

necessário haver validação através de outros estudos (Quintana-Vehí et al., 2023, p 1666). 

Foi recomendado ainda que houvessem alterações no protocolo e condições de 

cultura relativamente ao A23187 para que o desempenho do desenvolvimento 

embrionário gerasse desfechos melhores, indicando que existe uma importância no que 

diz respeito a padronização dos protocolos a fim de otimizar os resultados obtidos através 

de AOA (Quintana-Vehí et al., 2023, p 1666). 
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Os tratamentos de AOA são considerados invasivos pois envolvem manipulação 

adicional dos ovócitos no processo de microinjeção e respetivas incubações com agentes 

químicos que podem interferir com o metabolismo celular e desenvolvimento 

embrionário. Como registado em estudos anteriores, a manipulação dos gâmetas 

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 razão, existe uma preocupação em relação às crianças concebidas 

através de técnicas adicionais como a AOA e a possibilidade de resultados neonatais 

desfavoráveis. Portanto, é crucial que haja um acompanhamento contínuo destas crianças, 

principalmente nos primeiros anos de vida. (Long et al., 2020) (Mateizel et al., 2018) 

Vários estudos comprovaram que essa técnica não apresenta riscos gestacionais, 

não interferindo em fatores como peso ao nascimento, taxas de gestações pré-termo ou 

no gênero dos recém-nascidos, quando comparada à ICSI convencional e à ICSI-AOA 

(Long et al., 2020, p 2). 

Em 2016, foi realizado um estudo com objetivo de avaliar a segurança da 

ativação ovocitária com ionóforos de cálcio relativamente a defeitos congénitos (Miller 

et al., 2016). 

É importante ressaltar que foram encontradas diferenças relativamente a idade 

materna entre os ciclos de ICSI e ICSI-AOA em gestações únicas (32,9 vs 29,7). Embora 

haja um risco maior de defeitos congénitos em mulheres com idade materna avançada, 

não foram encontradas taxas mais elevadas desses defeitos no grupo de ICSI. 

Adicionalmente, os resultados das pacientes mais jovens no grupo ICSI-AOA reforçam a 

hipótese 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-análise das malformações mais comuns como os defeitos 

congénitos do coração, esqueléticos, e geniturinários, não revelaram significância 

estatística (Miller et al., 2016, p 595). 

No grupo da ICSI convencional a taxa de malformações estruturais foi 

correspondente a 4,5% e para anomalias cromossómicas a taxa foi de 1,6%; já para o 

grupo de ICSI-AOA a taxas foram de 8% e 1,6%, respetivamente. Não foram 

consideradas diferenças significativas em relação 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 

gestações únicas, um caso, p595 de defeito a nível do coração, uma malformação 

esquelética, uma malformação a nível do sistema geniturinário, um caso onde o RN 

apresentava malformação esquelética e malformação geniturinária, e também um caso de 

síndrome de Beckwith-Weidemann (Miller et al., 2016, 593). 

No grupo de gestações duplas foi registado um caso severo de defeitos a nível 

estrutural (rim displásico multicístico, refluxo, defeitos do septo ventricular) (Miller et 

al., 2016), p 593. 

No grupo de ICSI, dois casos de surdez que foram excluídos pois ambos 

originados do mesmo casal, portanto, uma suspeita de condição genética hereditária 

(Miller et al., 2016, p 593). 

Não obstante, a conclusão deste estudo sobre a segurança do uso de ionóforos 

de cálcio deve ser considerada com cautela. Recomenda-se a realização de estudos em 

larga escala para proporcionar uma maior certeza sobre a segurança dessa técnica (Miller 

et al., 2016, p 595). 

Já em 2018, foram analisados 5 estudos comparando resultados de ICSI 

convencional e ICSI-AOA, total de 5506 de ICSI convencional e 316 de ICSI-AOA. 

Durante esta comparação constatou-se que as taxas de doenças congénitas não se 

encontraram aumentadas (RR = 1,27, 95% CI 0,70–2,28). Adicionalmente, um dos 

subgrupos consistiu na análise de defeitos congénitos classificada de duas maneiras: 

anomalias cromossómicas e nenhuma anomalia cromossómica, em quatro estudos e não 

foram encontradas diferenças estatísticas significativas. (Long et al., 2020, p 5) 

Com base nestes estudos são fornecidas informações que evidenciam que com 

correto aconselhamento e instruções a aplicação 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 à diminuição da reserva ovárica, 

refletindo tanto na qualidade quanto na quantidade dos ovócitos. Observa-se um declínio 

significativo na fertilidade feminina a partir dos 35 anos. Portanto, mulheres com idade 

materna avançada tendem a produzir menos ovócitos durante os ciclos de fertilização in 

vitro, resultando em menor quantidade de embriões e, consequentemente, em taxas de 

implantação acumuladas mais baixas (George & Kamath, 2010, p 122) (Borges et al., 

2009). 

Como foi possível analisar ao longo deste trabalho, um dos principais critérios 

para a inclusão de tratamentos com ionóforos de cálcio esteve relacionado com a idade 

materna. Deste modo, levanta-se a questão sobre o sucesso desta técnica em mulheres 

com idade materna avançada. Em vários dos estudos analisados, foi consistentemente 

considerado um subgrupo de mulheres nessa faixa etária, o que conduz à reflexão sobre 

a real vantagem da utilização dos ionóforos nestes casos. Será que, de facto, essa técnica 

traz benefícios significativos para essa população específica? 

Conforme analisado, relativamente às taxas de fertilização, a qualidade 

ovocitária provou ser um fator tão importante quanto o fator espermático, notando uma 

diferença no tratamento quando foram utilizados ovócitos de mulheres com idade materna 

menores. 

Já em relação ao desenvolvimento embrionário, observou-se que o grupo que 

recebe tratamento com ionóforos de cálcio, pode apresentar maiores benefícios em 

mulheres com idade avançadas e que tenham problemas relacionados a armazenamento 

de cálcio intracelular e oscilações anormais de cálcio (Tsai et al., 2022). 

Tal foi observado durante a análise do estudo de Tsai et al., (2022), onde os 

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 avançada e baixa reserva ovárica melhorando não só as taxas de  
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fertilização como também a qualidade embrionária após estas mesmas pacientes terem 

sido submetidas a ciclos de ICSI convencional mal conseguidos. (Tsai et al., 2022, p 9). 

Uma vez que os resultados após a utilização desta técnica mostraram-se positivos 

pode-se considerar que o insucesso em ciclos anteriores poderá ter estado relacionado 

com fatores como o bloqueio do desenvolvimento embrionário, diretamente ligados a 

problemas a nível de cálcio intracelular (Ebner, Oppelt, et al., 201, p 101).  

 

5.2  Fator masculino 

 

Como mencionado anteriormente, estima-se que cerca de 15% da população 

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 mutações genéticas, estilo de vida, condições médicas e 

até o uso de determinados medicamentos (Fainberg & Kashanian, 2019). 

Apesar dos avanços na compreensão da infertilidade masculina, as anomalias 

espermáticas idiopáticas ainda representam cerca de 30% dos casos de infertilidade 

masculina (Fainberg & Kashanian, 2019). 

Conforme observado em alguns dos casos analisados anteriormente, as 

anomalias idiopáticas relacionadas à infertilidade masculina foram consideradas critérios 

de inclusão para a utilização de ionóforos de cálcio. 

De modo geral foi possível observar uma melhora em ciclos onde a técnica de 

AOA com ionóforos de cálcio 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 espermática. 

Constatou-se que em fatores como azoospermia e criptozoospermia a utilização 

da técnica era benéfica, alcançando taxas de fertilização de 64,4% e 48,4% 

respetivamente com significância estatística (Ebner et al., 2012) 

Já para amostras espermáticas de origens diferentes, observou-se que o estado 

de maturação espermática representa um papel crucial que determina o sucesso da técnica, 

por esse motivo a taxa de sucesso foi maior em pacientes com origem ejaculatória e 

epididimal comparativamente aos pacientes com origem espermática testicular (Borges 

et al., 2009). 
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Vários estudos demonstraram que fatores espermáticos afetam a ativação do 

ovócito, especificamente a ausência de fosfolipase C zeta (PLCζ) ou mutações no PLCζ 

no espermatozoide. A ausência da proteína PLCζ na cabeça do espermatozoide está 

diretamente associada à falha na produção de oscilações de Ca+2 (Zafar et al., 2021). 

Uma hipótese levantada é que a concentração ou PLCζ varia entre 

espermatozoides maduros e imaturos. Assim, pode-se postular que espermatozoides 

testiculares não conseguem manter as oscilações de cálcio no ooplasma após a 

estimulação artificial da ativação do ovócito (Borges et al., 2009). 

Em suma, a idade materna avançada e os fatores masculinos de infertilidade, 

desempenham um papel crucial nos resultados da fertilização e do desenvolvimento 

embrionário. A utilização de ionóforos de cálcio pode mitigar alguns dos efeitos adversos 

associados a esses fatores, embora a eficácia varie dependendo das características 

específicas de cada caso. 
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6.1 Tamanho amostral 

 

Após analisar cada um destes estudos, é crucial abordar as limitações 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 

conclusões imprecisas e pouco confiáveis, evidenciando a necessidade de estudos com 

amostras maiores para alcançar resultados mais robustos. 

As investigações na área da saúde são orientadas por problemas ou questões de 

pesquisa, que devem estar claramente definidos no projeto do estudo. O cálculo de seleção 

amostral é um passo essencial a ser incluído no projeto com a finalidade de reduzir 

probabilidades de erros, respeitar princípios éticos, definir a logística dos estudos e 

melhorar as taxas de sucesso (Martínez-Mesa et al., 2014, p 1).  

Este cálculo de seleção amostral pode ser realizado manualmente, utilizando 

softwares estatísticos ou calculadoras online que fornecem serviços gratuitos (Andrade, 

2020, p 103).  

Amostras que apresentam tamanhos menores possuem um poder estatístico 

insuficiente para responder à questão principal da pesquisa, e um resultado 

estatisticamente não 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 benefício para futuros pacientes 

ou para a ciência (Andrade, 2020, p 102).  

Em contraste, uma com tamanho superior ao necessário será melhor no que diz 

respeito a representatividade de uma população e consequentemente irá fornecer 

resultados mais assertivos. Contudo, após um determinado ponto o aumento da precisão 

será inferior e, portanto, não compensará as despesas criadas no que diz respeito ao 

recrutamento de pacientes adicionais (Andrade, 2020, p 102).  

Não obstante, é criada uma inconveniência para os pacientes que referente ao 

tempo dedicado às avaliações clínicas e ao desconforto psicológico e físico vivenciado 

em avaliações referentes a entrevistas, coletas entre outros procedimentos (Andrade, 

2020, p 102)  
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Um exemplo de um estudo bem-conduzido, com uma seleção amostral adequada 

e resultados positivos, é um ensaio clínico randomizado que utilizou um tamanho 

amostral de 240 pacientes por grupo para alcançar uma probabilidade de 80% com um 

nível de significância de 5%. Considerando uma taxa de desistência 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 sugestões para superar este problema seria a realização de estudos 

multicêntricos, como alguns dos estudos analisados anteriormente. 

Estudos realizados em um único centro são conduzidos em um único local 

enquanto os estudos multicêntricos englobam mais de um local para coleta de dados (Das, 

2022, p. 571). 

Algumas das vantagens que estes tipos de estudo fornecem são maior número de 

indivíduos com diversidade populacional maior, probabilidade estatística maior, 

comparação entre diferentes locais/grupos e a deteção de variações e melhora na 

generalidade dos resultados alcançando maior relevância (Das, 2022, p. 573). 

 

6.2 Variabilidade nos protocolos 

 

Ao longo deste trabalho, outra questão que surge é a forma como os protocolos 

são 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 embriões gerados em ciclos diferentes que beneficiaram ou não do 

tratamento com ionóforos de cálcio o que revelaria efeitos adversos ligados à técnica 

invasiva de ativação ovocitária (Mateizel et al., 2018 p. 5).  

Uma alternativa também seria, dentro de um mesmo ciclo a partir de ovócitos 

sibling gerar embriões tratados ou não com ionóforos de cálcio e posteriormente transferi-

los em momentos distintos resultando em gestações de ciclos diferentes (Mateizel et al., 

2018, p 5).  

Um estudo realizado entre 2017 e 2019 utilizou esta abordagem verificando que 

os ovócitos tratados com ionóforos demostraram resultados positivos. Verificou-se que 

estes ovócitos apresentaram um aparecimento dos pronúcleos significativamente mais 
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cedo (t2PNa) e uma sincronização melhorada do terceiro ciclo celular (s3) (P<0,05). 

Relativamente a taxa de clivagem irregular, esta não foi afetada (P>0,05) e foi possível 

também observar uma melhora significativa nas taxas de fertilização e utilização de 

blastocistos, provando deste modo que se trata de uma abordagem eficaz (Shebl et al., 

2021). 

Embora os estudos atuais demonstrem o potencial dos ionóforos de cálcio na 

melhoria das taxas de fertilização, as limitações identificadas, como o tamanho reduzido 

das amostras e a variabilidade dos protocolos, ressaltam a necessidade de pesquisas 

adicionais. Investigações futuras que abordem esses desafios poderão não apenas 

confirmar os benefícios observados, mas também, assegurar uma aplicação mais segura 

e eficaz da técnica. 

 

6.3  Riscos e efeitos adversos 

 

Uma das questões de importante avaliação quando realizados estudos desta 

natureza é a dificuldade que gera a posterior comparação de resultados obtidos entre 

centros é a variação relativamente ao protocolo AOA (Mateizel et al., 2018). 

A maioria dos artigos utilizou como ionóforo a calcimicyn A23187, utilizando 

apenas um passo muito direto de incubação, no entanto, a quantidades e tempos de 

incubação diferentes (Mateizel et al., 2018) 

Foi analisado um estudo que utilizou para além da calcimicyn, a ionomycin. O 

tratamento com este ionóforo é relativamente mais invasivo para o ovócito uma vez que 

durante a ICSI, juntamente com o espermatozoide em pelo menos um dos estudos, foi 

injetado CaCl2 e posteriormente foi submetido a incubações sucessivas (Mateizel et al., 

2018). 

   Neste mesmo estudo observou-se maior taxa de malformação congénita em 

crianças geradas após 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 não foram 

detetadas malformações congénitas, todavia, após avaliação destas mesmas crianças 

durante as idades compreendidas entre 3-10 anos foram relatadas malformações 

correspondentes a 14,3% (Vanden Meerschaut et al., 2014, p 59).   
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Estas duas alternativas levantam dúvidas quanto a eficácia da ionomycin uma 

vez que por possuir uma abordagem invasiva poderá haver uma suscetibilidade maior 

para problemas futuros (Mateizel et al., 2018). 

No entanto, noutro estudo é constatado que se obtém melhores resultados 

relativamente a taxa de ativação ovocitária e desenvolvimento embrionário quando 

utilizada a ionomyin (Quintana-Vehí et al., 2023). 

Neste mesmo estudo também é evidenciado durante a comparação das duas 

marcas de ionóforos a importância da estandardização dos protocolos em relação aos 

timings de incubação e quantidades de ionóforos utilizadas, a fim de se obter resultados 

mais concludentes (Quintana-Vehí et al., 2023, p 1666). 

Cabe ressaltar também que ainda existem vários desafios no que tange o 

acompanhamento da saúde das crianças nascidas de tratamentos com ionóforos de cálcio. 

Uma das principais limitações é que, devido à especificidade desta técnica, o número de 

pacientes que se beneficiam dela é pequeno, resultando em um número limitado de 

crianças nascidas por meio desse procedimento (Mateizel et al., 2018). 

Tal pode ser observado nos vários estudos analisados. Em alguns casos, as 

informações sobre o acompanhamento dessas crianças são completamente perdidas, o que 

dificulta uma compreensão mais aprofundada dos desfechos da aplicação dessa técnica 

(Mateizel et al., 2018). 

 

 

 



 

48 
 

Conclusão 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Conclusão 

49 
 

 

O uso de ionóforos de cálcio é recomendado em situações específicas, 

particularmente, em casos de pacientes com histórico de taxas de fertilização baixas ou 

falhas de fecundação e desenvolvimento embrionário insatisfatório vários tratamentos. 

Ao longo deste trabalho, foi feita uma revisão da literatura e observou-se a 

eficácia desse composto em casais com problemas como os mencionados anteriormente, 

notando-se diferenças estatisticamente significativas nas taxas de fertilização, e em 

alguns estudos em relação ao desenvolvimento embrionário. No entanto, um estudo 

relatou não ter observado diferenças estatísticas relevantes no desenvolvimento 

embrionário. Em relação as taxas de sucesso gestacional, apesar de se ter notado 

diferenças significativas relativamente as comparações entre ciclos, estes estudos devem 

ter os seus resultados analisados com cautela uma vez que há perda de traçabilidade em 

relação a informação das crianças nascidas.  

Não foram observadas grandes alterações em relação às malformações 

congénitas. No entanto, é importante destacar que, em muitos estudos, as informações 

sobre os nados-vivos e o acompanhamento destas crianças 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 avançada as que mais se beneficiaram da aplicação dos ionóforos. Em relação 

aos fatores de infertilidade masculina, a técnica revelou ser eficaz em casos de 

azoospermia e criptozoospermia. Além disso, a origem espermática desempenhou um 

papel importante que contribuiu para o sucesso desta técnica provando ser mais eficaz 

quando a origem era seminal ejaculada e epididimal comparativamente à origem 

testicular. 

Portanto, o sucesso dessa técnica depende de uma análise cuidadosa dos fatores 

de infertilidade, tanto masculinos quanto femininos, sendo ambos determinantes para o 

desfecho positivo. 

Apesar dos resultados promissores, algumas limitações devem ser consideradas. 

Os estudos analisados frequentemente basearam-se em amostras pequenas e 

apresentavam variações nos protocolos utilizados entre os diferentes centros. Assim, a 

padronização dos protocolos e a realização de estudos a longo prazo são essenciais para 

garantir a segurança e a eficácia contínua dos ionóforos de cálcio. 
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Por fim, embora ambas as marcas de ionóforos tenham demonstrado resultados 

positivos, a escolha entre elas deve ser feita com critério, tendo em consideração 

características individuais de cada paciente, como a idade materna e o tipo de 

infertilidade. 

Com o avanço das pesquisas e a otimização dos protocolos, espera-se que a 

utilização de ionóforos de cálcio continue a contribuir para a melhoria das taxas de 

sucesso em fertilização assistida, oferecendo esperança para muitos casais que enfrentam 

problemas de infertilidade. 
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