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Resumo

Resumo

As técnicas de reproducgdo assistida tém evoluido ao longo dos anos para lidar com a
infertilidade, mas a gravidez multipla continua a ser uma complicacao relevante. Uma das
estratégias para reduzir esse risco é a sele¢cado de embrides e a transferéncia de apenas um.
No entanto, a incidéncia de gestagcdes monozigoéticas € mais alta em gestagdes resultantes
de reproducéo assistida em comparagao com concegdes naturais. Isso pode ser atribuido a
fatores como a estimulagdo ovarica, cultura prolongada de embrides e a eclosao assistida
artificial. Mulheres mais jovens com embrides de qualidade sao mais propensas a gestacoes
monozigoticas, e a transferéncia de blastocisto € um fator de risco importante.

Os gémeos monozigoéticos resultam de um unico 6vulo fecundado que se divide, sdo
geneticamente idénticos e podem partilhar a mesma placenta e/ou sacos amniéticos. O grau
de compartiihamento placentario afeta o risco de complicagdes. Gestacbes monozigoticas
estdo associadas a complicagdes obstétricas como aborto, parto prematuro, baixo peso ao
nascer e defeitos congénitos.

Esta dissertacdo tem como objetivo investigar se os tratamentos de reproducgéo
assistida tém influéncia na gravidez gemelar monozig6tica e avaliar os dados recolhidos da

clinica CEMEARE dos quais resultaram gravidezes gemelares monocorionicas.

Palavras-chave: gravidez gemelar; monozigotico; monocorionico; técnicas de reprodugéo

assistida, blastocisto.



Abstract

Abstract

Assisted reproductive technologies have evolved over the years to address infertility,
but multiple pregnancies remain a significant complication. One strategy to reduce this risk is
the selection of embryos and the transfer of just one. However, the incidence of monozygotic
pregnancies is higher in assisted reproduction cases compared to natural conceptions. This
may be attributed to factors such as ovarian stimulation, prolonged embryo culture, and
artificial assisted hatching. Younger women with high-quality embryos are more likely to have
monozygotic pregnancies, and blastocyst transfer is an important risk factor.

Monozygotic twins arise from a single fertilized egg that divides itself, and they are
genetically identical. They may share the same placenta and/or amniotic sacs. The extent of
placental sharing influences the risk of complications. Monozygotic pregnancies are
associated with obstetric complications such as miscarriage, premature birth, low birth
weight, and congenital defects.

This dissertation aims to investigate whether assisted reproductive treatments
influence monozygotic twin pregnancies and evaluate the data collected from the CEMEARE

clinic, focusing on cases resulting in monochorionic twin pregnancies.

Keywords: twin pregnancy; monozygotic; monochorionic; assisted reproductive

technologies; blastocyst
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e AH Hatching Assistido

e DC Dicoridnica
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o TAPS Sequéncia de Anemia Policitemia Gemelar
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o TRAPS Sequéncia de Perfusao Arterial Reversa

o TTTS Sindrome de Transfuséo

o ZP Zona Pelucida
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Capitulo | - Introdugao

1.1 Gravidez gemelar monocoriénica

A Tecnologia de Reproducido Assistida (TRA). tem evoluido positivamente para
responder e lidar com a infertilidade, no entanto, a gravidez multipla é considerada uma
complicacdo grave. A cultura prolongada com selecdo embrionaria e transferéncia
selecionada de embrides unicos é atualmente reconhecida como o meio mais eficaz de
reduzir essa complicacao (Busnelli et al., 2019). Contudo, a incidéncia de gestacotes
multiplas continua a crescer e diversos estudos demonstram que a incidéncia de gestacdes
gemelares monozigéticas (MZT) concebidas por TRA é significativamente maior do que a de
gestacbes gemelares monozigoéticas concebidas naturalmente, assim como estdo
associadas a um risco aumentado de complicacdes obstétricas, tais como aborto
espontaneo, parto prematuro, mortalidade perinatal, baixo peso ao nascer e defeitos
congeénitos (Blickstein et al., 1999; Derom et al., 2006; Liu et al., 2018; Couck et al., 2020;
Shi et al., 2021; Liu et al., 2024).

A transferéncia de dois ou mais embrides na TRA pode dar origem a gémeos
dizigéticos (DZT) que provém de dois odcitos fecundados e sao caracterizados como
gestacao dicoridnica-diamniética (DCDA). Por outro lado, os gémeos monozigdticos surgem
a partir de um uanico odcito fecundado que se divide em dois embrides, resultando em
gémeos que compartilham o mesmo material genético (Lin et al., 2024). A estrutura da
placenta desempenha um papel crucial nos desfechos das gestagcées de gémeos MZT, uma
vez que as complicacées estdo amplamente relacionadas ao grau de compartilhamento
placentario entre os gémeos. A configuragao placentaria pode variar desde sacos amnioticos
e cérion completamente separados até um unico saco amniético e cérion compartilhado por
ambos (Aston et al., 2008). Dependendo do momento da divisdo do zigoto e subsequente
organizagao da placenta e das membranas fetais, podemos classificar a gestagdo de trés
formas (Figura 1.):

- Gestacao Dicoriénica-Diamnidtica (DCDA): ocorre quando a divisdo do embrido acontece
dentro dos primeiros trés a quatro dias apés a fertilizagdo, antes da formagao do blastocisto.
Cada gémeo desenvolve a sua propria placenta e saco amnidtico, o que é semelhante aos
gémeos dizigdticos. Este é o tipo de geminagdo mais comum, representando 25-30% e é a
menos suscetivel a complicagdes comparando com os outros tipos;

- Gestagdo Monocoridnica-Diamnidtica (MCDA): Acontece quando a divisdo do embrido
ocorre entre o quarto e o oitavo dia apods a fertilizagcao, apdés a formagao do blastocisto, mas

antes da formacao da cavidade amnidtica. Os gémeos compartilham a placenta, mas tém
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Capitulo | - Introdugao

membranas separadas. Este é o tipo mais comum de geminagdo MZT, representando cerca
de 70-75% das gestacbes monozigéticas. Tém um risco aumentado de complicagdes devido
ao compartilhamento da placenta.

- Gestacdo Monocorionica-Monoamniética (MCMA): A divisdo do embrido ocorre entre o
nono e o décimo segundo dia apos a fertilizacdo, apds a formagdo do saco amnidtico. Os
gemeos compartilham tanto a placenta quanto o saco amniético. Este tipo é raro, ocorrendo
em cerca de 1-2% das gestagdes monozigoticas e esta associado ao maior risco de
complicagdes, como enrolamento do cordao umbilical e morte fetal.

Controverso entre os autores se se considera uma quarta forma, os gémeos conjugados ou
siameses: Acontece quando a divisdo do embrido ocorre apds o décimo segundo dia da
fertilizacao e é incompleta, resultando em gémeos que permanecem fisicamente conectados
em alguma parte do corpo. A localizagdo e o grau de conexao variam, € os gémeos podem
partilhar érgaos vitais (Sobek et al., 2016; Wohimuth et al., 2016).

Dichorionic/ Diamniotic

Cleavage after
fertilization:

Days 4—8

Implanted
blastocyst //

Figura 1:
Desenho esquematico que mostra os trés diferentes tipos de gémeos monozigéticos e as
suas possiveis origens. Adaptado de Haviid te al.,2018.

Com base no Dogma de Corner de 1955 (Corner, 1955), a transferéncia de
blastocisto unico sé poderia resultar em gravidez gemelar monocoriénica. Portanto, a
ocorréncia de uma gravidez gemelar diamnidtica dicoridnica apds uma unica transferéncia

de blastocisto é considerada uma gravidez dizigética resultante da transferéncia de
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blastocisto e fertilizagcdo natural concomitante. Em 2013, Kyono e colaboradores provaram a
monozigosidade de uma gravidez gemelar diamniotica dicorionica apds a transferéncia de
um unico blastocisto por impressao digital de DNA (Kyono, 2013), questionando o dogma
original e sugerindo que um blastocisto pode dividir-se espontaneamente no utero. No
entanto, falta prova genética de que a gravidez veio do blastocisto transferido e ndo de uma
fertilizagcdo natural concomitante.

Mais recentemente, um estudo, com recurso a testes genéticos, estimou que metade
das gestagcbes gemelares diamniodticas dicoridnicas apds a transferéncia de um unico
embrido sdo monozigoticas. Isso indica que a ocorréncia de gestagcdes gemelares
monozigoéticas DCDA por transferéncia de blastocisto unico foi o resultado de um blastocisto
dividido, por outro lado, as gestacbes gemelares dizigoticas DCDA por transferéncia de
blastocisto unico, foram gestacbes que ocorreram devido a ovulagao natural e transferéncia
simultanea do blastocisto (Konno et al., 2020). (Figura 2.)

Em 2022, foi diagnosticada uma gravidez gemelar DCDA apds uma unica
transferéncia de embriao apds teste genético pré-implantacdo para detetar defeitos
monogénicos (PGT-M). para displasia espondiloepifisaria. Este estudo forneceu provas
moleculares de que uma unica transferéncia de blastocisto pode resultar em uma gravidez
gemelar diamnidtica dicoriénica monozigética. Este estudo avaliou o estado genético dos
gémeos usando diagndstico pré-natal ndo invasivo por exclusdo da variante paterna em
ambos os fetos e estudou a concordancia genética entre os gémeos e o blastocisto
transferido (Brouillet et al., 2022).

Um outro caso relatou uma gravidez gemelar DCDA apds uma unica transferéncia de
blastocisto apdés a técnica de ICSI, confirmada na triagem do primeiro trimestre. Foi
realizado um ciclo de transferéncia de embrido congelado regulado negativamente com
supressao da ovulagdo e houve auséncia de um foliculo dominante nos ovarios, o que foi
confirmado com monitorizagdo por ultrassom, o que significa que nenhuma concegao
concomitante poderia ocorrer. Realizaram analise genética pds-parto que confirmou que os
gémeos eram de facto monozigéticos (Semrl et al., 2023).

Em 2000 e 2003, Van Langendonckt et al. e Behr e Milki, respetivamente ja teriam
descrito um blastocisto dividido in vitro em dois blastocistos separados, ambos com
trofoectoderme visivel e massa celular interna, o que pode ser um possivel mecanismo de
geminacdo monozigodtica. No entanto, este processo, ndo pode explicar a incidéncia de
gémeos monocorionicos, que sao o tipo mais frequente de gravidez gemelar monozigdtica
relatada apods a fertilizagao in vitro, porque a presenga de um unico corion implicaria na
divisdo de uma massa celular interna dentro de uma unica trofoectoderme (Van
Langendonckt et al., 2000; Behr & Milki, 2003).
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Single blastocyst transfer after PGT
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N o = -

Figura 2:

Representacdo esquematica dos mecanismos embrionarios que podem levar a gravidez gemelar
dicoriénica diamniética (A) Divisao do blastocisto (a) antes ou (b) depois da sua transferéncia levando
a uma gravidez gemelar dicoriénica diamnidtica monozigética (B) Transferéncia de blastocisto e
gravidez espontanea concomitante. Adaptado de: Brouillet, et al., 2022.

Os gémeos MZT, ao partilharem a mesma placenta, trocam sangue entre si, através
de anastomoses, enquanto essa troca for equilibrada, trata-se de um fendmeno fisiolégico,
mas o seu desequilibrio pode explicar varias das complicagées a que este tipo de gestagao
estd sujeita (Sueters & Oepkes, 2014): Sindrome de transfusdo (TTTS), Sequéncia de
perfusao arterial reversa (TRAPS), Sequéncia de anemia policitemia gemelar (TAPS), morte
fetal intrauterina unica (Moise, 2014).

As causas do aumento do risco de MZT apds TRA permanecem inconclusivas, mas
uma revisdo identificou a idade materna, a transferéncia em blastocisto, a cultura

prolongada e a estimulagéo ovarica como potenciais factores de risco (Hviid et al., 2018).
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1.2 Processo celular para a formacé&o de

monozigoticos

A formacdo de gémeos MZT envolve a divisdo de um Unico zigoto em dois ou mais
embrides geneticamente idénticos. Este fendmeno é complexo envolvendo processos
celulares complexos, e a ciéncia prop0e varias teorias para explicar esses mecanismos:

1. “Hip6tese da Repulsdo Celular’: Esta teoria baseia-se nas células do zigoto em
desenvolvimento que possuem diferencas genéticas subtis e geram forcas de
repulsdo entre elas, levando a divisdo do zigoto. Essa repulsdo pode estar
relacionada com variagfes na expressdo genética que desencadeiam o processo de
geminacao (Hall, 1996; Matorras et al., 2023).

2. Hipdtese dos Eixos Codominantes” Nesta teoria, um eixo codominante de
desenvolvimento do embrido, diferente do eixo dominante usual, pode levar a divisédo
do embrido. Esse eixo adicional poderia ser responsavel por desdobramentos que
resultam na formacg&o de gémeos MZT (Matorras et al., 2023).

3. “Niveis de Calcio”: Outra teoria propde que niveis baixos de célcio no embrido inicial
podem desencadear a divisdo do embrido. O calcio é crucial para a regulacdo da
adesdo celular e para a compactacdo, processos essenciais no desenvolvimento
inicial do embrido (Steinman & Valderrama, 2001; Matorras et al., 2023).

4. “Hérnia de Blastomero”: Esta teoria sugere que uma hérnia de blastomero, onde
partes do embrido se projetam anormalmente, pode levar a formacdo de gémeos
MZT. A distorcéo fisica resultante pode favorecer a separagao celular que resulta na
geminacao (Matorras et al., 2023).

Além dessas teorias, estudos recentes em TRA como a Time-Lapse Monitoring (TLM)
tém explorado os “tracos morfocinéticos” do embrido. Esses estudos indicam que a analise
detalhada dos tempos de diviséo celular e da morfologia do embrido pode fornecer indicios
sobre a probabilidade de geminacdo. Por exemplo, tempos especificos de compactacao ou
de transicdo entre estadios celulares tém sido associados a uma maior probabilidade de
gestacdes gemelares. Outro preditor de gemelaridade relatado é a “desagregacdo da massa
celular interna (MCI)”. A incidéncia de gemelaridade MZT pode ser reduzida evitando a
transferéncia de embrides que contém MCI soltas, conforme confirmado por observagfes de
lapso de tempo. Os investigadores usaram imagens de lapso de tempo para examinar o
grau e a densidade da massa celular interna e a sua relagdo com o desenvolvimento de

gémeos MZT e concluiram que a desagregacao da MCI pode ser um dos fatores de risco
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que podem predispor a divisdo da MCI, o que pode levar a geminagdo monozigoética (Otsuki
et al., 2016).

Esta combinacdo de teorias e novas tecnologias como o TLM oferece uma visdo mais
clara dos mecanismos celulares envolvidos na formagdo de gémeos MZT, embora ainda

muito precisa ser estudado para se compreender totalmente esses processos.

1.3. Objetivos

A gravidez gemelar monozigética é um acontecimento raro em procriacao
medicamente assistida (PMA) e pensa-se estar associada a realizacdo de tratamentos de
fertilizag&o in vitro (FIV) e/ou praticas laboratoriais. Além disso, alguns estudos sugerem que
o desenvolvimento embrionario pode ser influenciado por fatores como a estimulacdo
ovarica, a manipulacao dos embribes e os protocolos de transferéncia, podem contribuir
para 0 aumento deste tipo de gestacdo. Além disso, a vitrificacdo de embrides também tem
sido associada a um maior risco de gemelaridade monozigoética, tornando este fenémeno
um objeto de estudo em reproducéo assistida.

Recentemente, na clinica CEMEARE foi reportado seis casos de gravidezes
gemelares monocoriénicas, sem uma relacdo aparente. Deste modo, seria importante
investigar melhor as possiveis causas eventualmente presentes relacionadas ou ndo a
procedimentos clinicos ou laboratoriais.

A presente dissertacdo tem como objetivo a consolidacdo de conhecimentos por
meio de uma investigacdo bibliografica em gravidezes gemelares monozigGticas/
monocoridnicas, com o auxilio da comparagéo de dados relativos aos ciclos de fertilizaco in
vitro e/ou injecdo intracitoplasmética (ICSI) e/ou transferéncias de embrides congelados
(TECs) realizados na clinica CEMEARE — Centro Médico de Assisténcia a Reprodugéo dos

quais resultaram as gravidezes gemelares monocoridnicas.
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Capitulo Il — Gémeos Monozigoticos

2.1 Estimulacao Ovarica

Pensa-se que a estimulagdo ovarica possa ter influéncia na formacado de
monozigoéticos. Medicamentos como gonadotrofinas e citrato de clomifeno podem alterar a
estrutura da zona pelucida (ZP), aumentando a vulnerabilidade do embrido a divisao da
massa celular interna (Derom et al., 1987).

Uma analise indicou que uma proporcdo maior de gémeos concebidos apds
estimulacdo ovarica com citrato de clomifeno eram MZT em comparagdo com casos
iatrogénicos em que nenhum citrato de clomifeno foi usado (Catherine Derom et al., 2006).
Outro estudo concluiu que a frequéncia de MZT estava mais associada a estimulagao
ovarica controlada e a indugao da ovulagéo por terapia com gonadotrofinas do que outros
procedimentos de TRA, com uma taxa geral de MZT de 0,95% para todos os procedimentos
de TRA e uma taxa de 1,5% apds a inducdo da ovulagdo ou estimulagao ovarica isolada
(Schachter, 2001).

Um grande estudo focou o efeito da estimulagéo ovarica controlada numa analise
multivariada indicando que o protocolo de supressao do agonista de GnRH aumentou a taxa
de MZT enquanto doses maiores de FSH (23000 Ul) diminuiram a taxa de MZT (Luke et al.,
2014). No entanto, em 2018 outro estudo sugere que o uso de gonadotrofinas e o uso de
agonista ou antagonista de GnRH né&o alteraram significativamente a taxa de incidéncia de
gémeos MZT (lkemoto et al., 2018) assim como, outro estudo mais recente também sugere
que diferentes protocolos de estimulacdo ovarica e a dose total de hCG néo tiveram efeito

sobre a incidéncia de gémeos MZT (Chen et al., 2023).

2.2 ldade Materna

Relatos sugerem que a idade materna mais avangada esta associada a gestacdes
MZT. Isto seria explicado pela zona pelldcida mais fina, pois é proposto que a sua espessura
média diminui gradualmente com o aumento da idade materna, o que pode alterar o
processo normal de eclosado (Luke et al., 2014). No entanto, outros estudos, mostram que
gestacbes MZT acontecem com mais frequéncia apos a fertilizagdo de ovocitos jovens.
Embora embrides de ovdcitos jovens tenham mais hipéteses de serem transferidos como
blastocistos avancados, o aumento na incidéncia de gémeos permaneceu significativo,

sendo possivel especular que a producao de MZT é outra maneira pela qual ovécitos mais
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jovens, presumivelmente mais saudaveis, demonstram maior potencial reprodutivo (J.
Knopman et al., 2010; Wu et al., 2014; Knopman et al., 2014).

Um estudo sugeriu que pacientes com menos idade e excelente funcédo ovarica,
estradiol elevado, elevado numero de ovécitos recuperados, baixo consumo de FSH
necessario para estimulacdo de um odcito e alta taxa de implantagdo, estavam ligados a
maior probabilidade de MZT (Sobek et al., 2015).

Na metanalise de Busnelli et al., quatro estudos avaliaram o efeito da idade dos
00citos no risco de MZT, estimando a incidéncia desse evento entre mulheres com 35 anos
ou mais e mulheres mais jovens. O agrupamento dos resultados dos estudos incluidos na
metanalise mostrou um aumento estatisticamente significativo do risco entre mulheres com
menos de 35 anos (Busnelli et al., 2019). Esposito e os seus colaboradores confirmaram
uma associacdo entre o risco de MZT e a idade jovem: mulheres com menos de 35 anos
apresentaram duas vezes mais gestagdes de MZT do que mulheres com mais de 35 anos
(Esposito et al., 2021).

2.3 Fatores Genéticos e Epigenéticos

As tecnologias de reproducdo assistida envolvem superovulacdo, manipulacdo de
embrides, cultura de embrides e transferéncia de embrides, expondo 0s gametas e 0s
embrifes a um ambiente hormonal alterado com mudangas na temperatura, pH e tenséo de
oxigénio. Essas exposicbes ocorrem em momentos criticos do desenvolvimento, que
coincidem com a reprogramacao global do epigenoma e o estabelecimento de alteracdes
epigenéticas que persistem até a idade adulta (Mani et al., 2020).

Os gémeos MZT surgem em torno de periodos criticos para a reprogramacédo
epigenética. Uma primeira onda de reprogramacdo epigenética global ocorre durante a
gametogénese (quando os odcitos sofrem desmetilacdo do DNA) e logo ap6s a fecundacéo,
quando o embrido de pré-implantacdo sofre multiplas ondas de desmetilacao global do DNA,
seguida de remetilacdo (Zhu et al., 2018).

Um estudo realizou o sequenciamento do genoma completo de quatro geracdes
consecutivas de sete familias e identificaram potenciais loci de mutacdo no cromossoma X
com padrao de heranca dominante, no entanto, apenas um dos gémeos estava a passar a
proxima geracdo. A penetrédncia incompleta do local responsavel poderia ser uma
explicacdo. Estes achados fornecem uma nova direcdo para explicar alguns casos de
gemelaridade MZT (S. Liu et al.,, 2018). Também Soberk A e colaboradores, em 2015

sugeriram que fatores hereditarios estavam associados a incidéncia de gémeos MZT.
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2.4 Laboratorio:

2.4.1 Meios de Cultura e Cultura Prolongada

Poucos estudos exploraram como os meios de cultura influenciam a divisdo
embrionaria e a ocorréncia de gémeos MZT. Entre os estudos que investigaram a relacdo
entre o0 meio de cultura e a gemelaridade, nem Mateizel et al. nem Papanikolaou et al.
encontraram uma associacao entre o tipo de meio de cultura e a incidéncia de MZT.

Os componentes dos meios de cultura e as suas concentragdes podem
desempenhar um papel importante. A longa exposi¢cdo do embrido a baixos niveis de calcio
pode desestabilizar as ligagdes intracelulares e, consequentemente, predispor a MCI a
divisdo. Por outro lado, o meio usado para cultivar blastocistos pode levar a uma
superestimulacdo da apoptose através da formagdo de radicais livres devido aos niveis
excessivos de glicose. A polarizagao linear das células apoptoticas na MCI pode levar a
divisdo durante ou antes do processo de eclosao. Também os fatores de crescimento podem
induzir mudancas na via de sinalizagdo, deslocamento citoplasmatico ou alteracbes de
polaridade no embrido, o que pode aumentar o risco de MZT (Busnelli et al., 2019).

A cultura prolongada de embrides e a transferéncia de blastocistos, em comparacao
com a transferéncia de embrides em estadio de clivagem, sdo fatores significativos que
contribuem para uma taxa mais alta de gémeos MZT durante os procedimentos de TRA
(Hviid et al., 2018; (Busnelli et al., 2019).

Foi verificado num modelo humano in vitro para gémeos monocoriénicos que a
separacao da MCI pode acontecer durante a cavitacdo através de um processo de fissdo da
MCI (Luijkx et al., 2024).

A transferéncia de embriGes no estadio de blastocisto (dia 5) também pode estar
associada a taxas mais altas de MZT. Para explicar o possivel mecanismo pelo qual o
cultivo prolongado afeta a taxa de MZT, a maioria das teorias concentra-se no
endurecimento da zona pellcida. Este endurecimento pode comprimir a massa celular
interna e induzir a divisdo do embrido durante a eclosdo. Por outro lado, as transferéncias
de embrides de elevada qualidade, ap6s cultivo prolongado, sdo mais sensiveis aos efeitos
da manipulagdo mecénica no laboratério ou as mudangas de temperatura e pH durante o
manuseamento, o que pode resultar em taxas mais altas de MZT apds a transferéncia de
blastocisto (Sobek et al., 2016).
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Varios autores mostraram um aumento significativo de MZT ap6és a transferéncia de
blastocistos em comparacdo com embrides em estadio de clivagem (Luke et al., 2014,
Mateizel et al., 2016; Ikemoto et al., 2018; «OUP accepted manuscript», 2020).

2.4.2. Técnicas de micromanipulagao

A gemelaridade monozigética apés fertilizagéo in vitro (FIV). foi relatada pela primeira
vez em 1984 (Yovich et al. 1984) e, desde entao, varios estudos demonstraram um aumento
da ocorréncia de gémeos MZT associados a procedimentos de TRA. Na Europa, 365 103
ciclos de TRA em 2003 indicaram que gestacdes gemelares e trigémeas representaram 23%
de todos os partos (Andersen et al. 2007).

A Injecéo Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSl), consiste na injecdo direta
de um espermatozdide no citoplasma do odcito. Isso permite a fertilizagdo com um ndimero
muito reduzido de espermatozoides, incluindo aqueles que estdo imdveis. Desde a primeira
aplicagdo bem-sucedida em 1991 (Palermo et al. 1992), a ICSI tornou-se um procedimento
comum, especialmente em casos de infertilidade masculina.

O hatching assistido (AH), envolve a manipulagdao da zona pelicida do embriao
usando métodos quimicos, mecanicos ou a laser para facilitar a eclosdo do embrido e
aumentar a probabilidade de implantagao (Aston et al., 2008).

O Teste Genético Pré-implantatério (PGT) é uma técnica utilizada na reprodugéo
assistida para identificar alteragbes genéticas em embrides antes de serem transferidos para
o utero. O procedimento é particularmente relevante para casais que tém um risco elevado
de transmitir doengas genéticas aos seus filhos. No processo de PGT, células de embrides
em estadio de blastocisto sdo biopsiadas e analisadas. Embrides que nao apresentam as
anomalias genéticas sao selecionados para implantagdo, o que aumenta as oportunidades
de uma gravidez saudavel (Harper & SenGupta, 2012).

A ICSI, AH o PGT tem suscitado discussbes sobre uma possivel ligacao entre
técnicas de micromanipulagdo e o aumento de MZT. Para a implantacdo do embrido na
parede uterina, este deve eclodir da zona pelucida (ZP). A zona pelucida é uma camada de
mucopolissacarideos e proteinas especificas que envolve o odcito. Essa camada atua como
uma barreira biolégica que permite a identificagao dos espermatozoides humanos e protege
o0 embrido durante os estadios iniciais de divisdo. A manipulagdo mecanica desta zona pode
estimular a divisdo da massa celular interna. Técnicas como a ICSI, AH e PGT manipulam

esta zona de maneiras diferentes, deixando pequenos defeitos na ZP, o que pode complicar
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0 processo natural de eclosdo do embrido. O embrido pode contornar o seu proéprio
mecanismo de lise da ZP e herniar através desses defeitos, predispondo a MZT (Luke et al.,
2014; Sobek et al., 2016; Hviid et al., 2018).

Um estudo de Skiadas em 2008 demonstrou que a micromanipulagcdo envolvendo
ICSI ou AH, em conjunto com a transferéncia no Dia 5, levam a um risco aumentado de
placentacdo monocorionica, resultando num risco 24 vezes maior desta condicdo obstétrica.
Também Vitthala em 2009, recolheu 27 estudos numa meta-analise e concluiu que casais
que passaram por ICSI tiveram uma taxa de MZT mais alta do que casais que passaram por
FIV. Afirma ainda que a transferéncia em blastocisto e a ICSI estdo associados a um risco
de 4,25 e 2,25 vezes maior de gémeos monozigéticos.

Nos ultimos anos houve uma diminuicdo do uso de AH concomitante a crescente
sensibilizacdo de que essa intervencdo é ineficaz para a taxa de gravidez (Alteri et al.,
2018).

Na metanalise de Busnelli, dez estudos investigaram o possivel impacto do método
de inseminacao (FIV ou ICSI). na taxa de gestagdbes MZT, mostrou um aumento
estatisticamente significativo desse risco apds o uso de FIV classica. A hipotese de um
mecanismo biolégico que explique esta associagdo € muito dificil. Podemos pensar em
preferir FIV na infertilidade ndo masculina e em pacientes com odcitos de boa qualidade e
alto potencial de fertilizagao?

Hviid e colaboradores com base em mais de 10 estudos de elevada qualidade,
concluiram que ndo ha um consenso claro sobre a influéncia dos métodos de tratamento da
fertilidade na frequéncia de MZT.

Um estudo comparativo entre Mulheres submetidas a transferéncia de embrido Unico
apos PGT envolvendo bidpsia embrionaria ou fertilizagao in vitro sem PGT, demonstrou um
risco aumentado de divisdo monozigotica com bidpsia embrionaria (Kamath et al., 2020).

Um estudo recente envolvendo TRA, foi observado um caso interessante de MZT
num embrido humano com recurso a TLM. Durante o processo de manipulagdo do odcito, a
zona pelucida sofreu uma rotura, foi realizado ICSI e na primeira divisdo celular, um dos dois
blastomeros saiu da ZP, enquanto o outro permaneceu dentro. Os dois blastomeros,
continuaram a desenvolver-se independentemente em blastocistos, com o potencial de
resultar em gémeos monozigoticos dicoridnicos, ou seja, gémeos idénticos com placentas
separadas. Ambos os embrides resultantes se desenvolveram normalmente e foram
vitrificados. Sugere-se que o orificio na ZP possa facilitar a extrusao de algumas células do
embrido <dia 4 e que esse desenvolvimento celular n&o seja restringido por estar dentro da

ZP. A célula totipotente foi capaz de se desenvolver corretamente desde o inicio € 0 embrido
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dentro da ZP compensou a perda dessa célula aparentemente sem problemas (Matorras et
al., 2023).

2.4.3 Transferéncia de Embrides Congelados

Tem existido uma tendéncia de diminuicdo da MZT que pode estar ligada a
transferéncia de embrides congelados, independentemente do estadio de desenvolvimento.
A difusdo progressiva e generalizada das transferéncias congeladas é a mudanga mais
relevante que ocorreu nos ultimos 10-15 anos na TRA. Existe associagdo entre a
transferéncia de embrides congelados e a menor taxa de MZT (Mateizel et al., 2016). Pode-
se especular um papel importante no ambiente endometrial na transferéncia de embrides
frescos. Durante a fase de implantagdo, os embrides transferidos em ciclos a fresco sao
expostos a um meio nao fisiolégico e isso pode causar algumas perturbagdes que acabam
por facilitar a gemelaridade monozigdtica. Se confirmado, esse aspeto pode ser um ponto
adicional a favor de uma estratégia de transferéncias congeladas (Esposito et al., 2021).

Outro estudo, utilizou dados de 8459 gestagbes, compreendidas entre 2014 e 2018,
resultantes de transferéncia de embrides Unicos para comparar a taxa de MZT entre
transferéncia de embrido (TE) a fresco e TE congelado e demonstrou que a TEC (2,25%)
parece estar significativamente associado a uma diminuigdo da frequéncia de MZT em
comparacdo com o TE a fresco (3,10%). Os riscos associados a TE a fresco devem ser

considerados no aconselhamento de pacientes com infertilidade (X. Liu et al., 2020).
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2.5 Complicacbes dos Gémeos Monozigoticos

A gravidez gemelar, que resulta de uma combinacdo de fatores genéticos e
ambientais (idade materna, histérico familiar de gestacées multiplas, habitos, condi¢cbes
sociais), ocorre em cerca de 2-4% dos nascimentos vivos, com taxas mais altas em algumas
partes da Africa. Nos ultimos 30 anos, a incidéncia de gestagdes gemelares aumentou em
mais de 70% globalmente, principalmente devido ao recurso a técnicas de PMA
principalmente em paises desenvolvidos. Essas gestagcbes estdo associadas a
complicacbes obstétricas significativas, incluindo taxas até seis vezes maiores de
mortalidade perinatal em comparagdo com gestagdes unicas, principalmente devido a partos
prematuros e restricdes de crescimento fetal. O risco de mortalidade materna também é
significativamente maior em gestacbes gemelares. Estudos recentes destacam a gravidez
gemelar como um fator de risco para morbidade e mortalidade materna e perinatal (on
behalf of the WHO Multi-Country Survey on Maternal and Newborn Health Research
Network et al., 2018).

Gestacbes gemelares monozigéticas apresentam um risco ainda maior de
complicacbes maternas e fetais do que gestagbes Unicas e dizigoticas. A placentacdo
monocoridnica esta associada a riscos adicionais devido a angioarquitetura especifica das
placentas monocoridnicas, que pode levar a formacdo de anastomoses feto-fetais, isto &,
conexoes vasculares entre os sistemas circulatérios dos dois fetos gémeos que podem ser
artério-arteriais ou artério-venosas permitindo a troca de sangue entre os gémeos. Este
fendmeno pode ter consequéncias significativas para a saude dos fetos e, portanto,
desenvolvimento de condigdes patolégicas como sindrome de transfusdo gemelar,
sequéncia de anemia-policitemia gemelar, morte fetal intrauterina Unica e restricdo seletiva
do crescimento intrauterino (Busnelli et al., 2019). A gemelaridade monozigética acarreta
maior risco de disturbios da perfusao placentaria, acidentes do cordao umbilical e anomalias
do desenvolvimento (Sobek et al., 2015).

Um estudo com o objetivo de determinar o efeito das propriedades coridnicas da
gravidez gemelar nas complicagdes da gravidez e nos resultados fetais concluiu que a
incidéncia de complicacbes maternas, como hipertensao induzida pela gravidez, diabetes
mellitus gestacional, polidramnio, ruptura prematura de membranas e descolamento
prematuro da placenta e hemorragia pés-parto grave, no grupo MCDA e no DCDA nao foi
significativamente diferente. No entanto, a taxa de perda fetal no grupo MCDA foi 6 vezes

maior do que no DCDA, e a taxa de mortalidade perinatal foi 2 vezes maior. Da mesma
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forma, as taxas de perda fetal e mortalidade perinatal no grupo MCDA foram 4 vezes (17,7%
vs. 4,4%) e 1,7 vezes (4,6% vs. 2,8%) maiores do que as do grupo DCDA (P< 0,05). Esses
resultados implicam que gémeos monocoridnicos tém um risco maior de resultados piores
do que gémeos dicoridnicos, sugerindo que os resultados adversos fetais estdo
correlacionados com propriedades coridnicas (Feng et al., 2018).

As gestagcbes de gémeos monocorionicos monoamniéticos (MCMA) sdo raras e
associadas a taxas aumentadas de complicagdes quando comparadas com gestages
unicas, dicoridnicas e monocorionicas diamnidticas em geral. A falta de uma membrana
intergémeos resulta em problemas como enrolamento do corddo umbilical, tornando o
diagnoéstico e a gestdo dessas gestagdes desafiadores. A identificacdo da sindrome de
transfusao feto-fetal (TTTS) é mais complexa nessas gestacoes, especialmente sem uma
diferenga visivel no volume de liquido amniético e sem a membrana separadora dos
gémeos. O rastreamento precoce da anatomia fetal ajuda na detecao inicial de anomalias
estruturais, da sequéncia de perfusido arterial invertida do gémeo (TRAP) e de gémeos
siameses. Embora o acompanhamento precoce possa reduzir o risco de morte fetal, ndo ha
um consenso sobre as melhores praticas para vigilancia e momento do parto. Geralmente, é
recomendado um parto prematuro por cesariana por volta de 33 semanas para minimizar
riscos. As praticas atuais sao principalmente baseadas em opinides de especialistas devido

a falta de evidéncias claras (Khairudin & Khalil, 2022).
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No ambito do Mestrado em Embriologia e Reprodugdo Humana na Universidade
Luséfona, foi proposto um estagio curricular numa clinica de Procriagdo Medicamente
Assistida que foi realizado no Centro Médico de Assisténcia a Reproducdo (CEMEARE).
Uma clinica existente desde 1999, constituida por uma equipa multidisciplinar que se dedica
aos casais com alteracOes de fertilidade. Para esta dissertacdo, foram facultados alguns
dados da clinica, referentes a 2023, para analise.

3.1. Materiais

No ano de 2023, foram realizadas 403 transferéncias de embribes congelados, das
quais 157 resultaram em gravidez. Dessas, 6 foram gravidez gemelar monocoridnica, com
apenas um saco amnidtico, sendo que de 4 nasceram 2 nados vivos, as outras 2 apenas 1
(Tabela 2). Os dados recolhidos das 6 gravidezes por consideracdes éticas e de protecao de
dados foram anonimizados e organizados (Tabela 1).

Idade S Idade da
Data ga Estimulagdo | Mulher na | Técnica DEUE Gl Tecnica Mulher na
Puncéo . ~ Transf. Transf. a .
fertilizac&o Transferéncia
1 | 04/11/2022 Curto 40 ICSI | 02/01/2023 | TEC 40
antagonistas
2 | 03/08/2022 | Curto combo 33 ICSI-DO | 31/03/2023 | TEC 42
antagonistas
3 | 23/03/2023 Curto 28 ICSI | 14/04/2023 | TEC 28
antagonistas
4 | 28/11/2022 Curto 33 ICSI | 17/04/2023 | TEC 33
antagonistas
5 | 23/05/2023 | Curto combo 33 ICSI-DO | 05/07/2023 | TEC 35
antagonistas
6 | 10/08/2022 Curto 32 FIV | 24/11/2023 | TEC 33
antagonistas
Tabela 1: Dados recolhidos da CEMEARE das 6 gravidezes gemelares monocoriénica.
Gravidez Parto
Data bHCG |bHCG | N°de sacos | Semanas Tipo NV | Sexo
1 14/01/2023 1897 1 33 Cesariana | 2 M
2 12/04/2023 657,3 1 34 Cesariana | 2 F
3 26/04/2023 700,9 1 34 Cesariana | 2 M
4 26/04/2023 139,5 1 36 Cesariana | 1 F
5 17/07/2023 587 1 26 Cesariana | 1 F
6 06/12/2023 571 1 33 Cesariana | 2 M

Tabela 2: Dados recolhidos da CEMEARE referentes a confirmacdo das gravidezes gemelares
monocoridnicas e aos nacimentos.
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3.2 Discussao

A presente dissertagdo tinha inicialmente como objetivo comparar os dados
recolhidos da clinica CEMEARE e investigar possiveis causas relacionadas com
procedimentos clinicos e/ou laboratoriais que podem dar origem a gravidezes gemelares
monocoridnicas. Contudo, os dados obtidos ndo permitiram realizar uma analise estatistica,
pois a amostra é muito reduzida e ndo tem significado estatistico.

Os seis casos relatados tiveram uma estimulagdo com antagonistas, apenas
num deles foi realizado FIV enquanto nos outros 5 a técnica utilizada foi ICSI. Duas ICSI
foram realizadas com od6citos de dadora, ambas com 33 anos. Foi realizada cultura
prolongada, sendo que os meios utilizados foram os mesmos, mas com lotes diferentes, os
embrides foram criopreservados em estadio de blastocisto que foram transferidos uns
meses mais tarde (Tabela 1).

Em estudos anteriores, Busnelli e a sua equipa, na metandlise realizada verificou
uma taxa mais alta de MZT ndo s6 apés transferéncia do blastocisto quando comparado
com o estadio de clivagem, mas também em mulheres com menos de 35 anos. Nesta
andlise, 5 das 6 mulheres encontram-se abaixo dos 35 anos no momento da fertilizacdo
(Tabela 1; casos 2 a 6) mas todas fizeram a transferéncia no estadio de blastocisto. A
transferéncia de embrides de qualidade esta descrita como um fator de risco levantando a
hipotese destes embriGes poderem ser mais sensiveis a mudancas de temperatura e pH
durante a cultura. Este aspeto seria interessante estudar pois nos nossos resultados, temos
dois casos que aconteceram na mesma semana (Tabela 1; caso 3 e 4). Ter& sido algo no
ambiente do laborat6rio? Manipulacdo pelo mesmo embriologista? Alguma mudanca nessa
semana? Pipetas, caixas, lotes de meios? Calibragdo da incubadora? Coincidéncia? Existe
um elevado numero de variaveis e por isso é dificil haver uma associacdo. Também é
suposto que mulheres mais férteis ou reprodutivamente mais eficientes, tenham mais
embrides de boa qualidade, logo, mais embribes em blastocisto congelados. Seria
interessante perceber quantos embrides excedentes congelados tém as mulheres mais
jovens, principalmente as de dadoras.

Estudos recentes tém-se concentrado na transferéncia de embrides congelados
como sendo um fator de risco de MZT. Teoricamente, um rompimento ou endurecimento da
zona peldcida ou uma mudanca dentro do embrido durante o processo de congelamento/
descongelamento poderiam explicar a gemelaridade, também alguma variacdo na

expressao de genes associados a morfologia embrionaria pode ter influéncia no
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estabelecimento de MZT (Vaughan et al., 2020). No entanto, contrariamente a isto, varios
autores concluem que existe associagao entre a transferéncia de embrides congelados e a
menor taxa de MZT (Mateizel et al., 2016; X. Liu et al., 2020; Esposito et al., 2021).

Segundo a revisao bibliografica realizada, era esperado que os casos fossem todos
provenientes de ICSI, pois € onde existe mais manipulacdo mecanica da zona pelucida
podendo estimular a divisdo da massa celular interna, porém, nesta analise, existe um caso
em que a técnica utilizada foi FIV, sendo dificil explicar a sua associacao (Tabela 1; caso 6).

A maioria das publicagdes sobre MZT procura explicar as causas deste fenémeno
para se poder explicar ou tentar evita-lo, mas também ¢é importante estudar os desfechos
clinicos. Um estudo de coorte, avaliou o resultado clinico de gestacbes gemelares
concebidas com recurso a reprodugado assistida e mostrou um risco aumentado de parto
prematuro, menos peso ao nascer e morte neonatal comparando gravidezes MC com DC. A
mortalidade € maior em todas as idades gestacionais com uma taxa de mortalidade
intrauterina oito vezes maior apés 32 semanas de gestacao (Hack et al., 2008). Mesmo na
auséncia de sindrome da transfuséo feto-fetal (TTTS) ou a morte de um dos fetos, gémeos
monocoridnicos, especialmente os prematuros, tém maior risco de problemas neuroldgicos
quando comparados a gémeos dicoridnicos. Isso ocorre porque as mdultiplas anastomoses
vasculares entre os gémeos MC podem causar desequilibrios temporarios no sistema
cardiovascular que podem ser suficientes para reduzir o fluxo sanguineo para o cérebro,
resultando em lesdes cerebrais (Gratacos et al., 2004). Nesta analise, todos os partos foram
realizados até as 36 semanas. Curiosamente, os casos de morte neonatal sédo opostos. Um
corresponde ao tempo de gestacdo mais longo (36 semanas) o0 que vai de encontro ao
descrito, mas o outro corresponde ao tempo de gestacdo mais curto (26 semanas), tendo
sido um parto muito prematuro e muito provavelmente com muitas complicacdes obstétricas.
(Tabela 2, caso 4 e 5)

Os dados fornecidos para esta analise, sao insuficientes para uma compara¢ao mais
aprofundada. Seria necessario comparar o que foi feito nas gravidezes Unicas para perceber
onde pode haver diferenca e o que pode estar a causar as gravidezes gemelares. As
variaveis sdo imensas e seria necessario um estudo mais cuidado e aprofundado dos

procedimentos e materiais utilizados durante o periodo analisado.
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Capitulo IV - Conclusao

A geminagdo monozigética é um fendomeno complexo influenciado por uma
combinagdo de fatores biologicos e, possivelmente, ambientais. Embora a divisdo do zigoto
seja o0 ponto de partida, o momento dessa divisdo e as condigbes ao redor do
desenvolvimento embrionario desempenham papéis cruciais na determinacdo dos tipos e
riscos associados a gestacbes MZT. Estas gestacdes sdo mais comuns apds técnicas de
reproducédo assistida do que naturais, contudo ndo existem consenso sobre as causas
exatas do seu aumento. Devido as complicagbes associadas a estas gestagdes, é crucial o
aconselhamento adequado dos pacientes e o exame precoce da corionicidade durante a
gestagao.

Nem todos os gémeos monozigoticos sdo monocoridnicos. Se a divisdo do embrido
ocorre nos primeiros dias apoés a fertilizacdo, cada gémeo pode desenvolver uma placenta
separada (dicoridnica) mas, se a divisdo ocorre mais tarde, os gémeos podem partilhar a
mesma placenta (monocoridnica) e/ou 0 mesmo saco amnibdtico (monoamniético). No
entanto, todos os gémeos monocorionicos sdo monozigoéticos, pois resultam de um unico
ovulo.

Estudos anteriores indicaram que o risco de MZT pode ser aumentado por varios
fatores, incluindo cultura de blastocisto, HA, ciclo congelado, fertilizagdo in vitro
convencional, idade materna na recuperagdo do oocito e bidpsia de embrido, mas os
estudos foram heterogéneos, uma forte associagcdo em um estudo pode ser fraca ou vaga
em outro (Xu et al., 2021). Isto torna extremamente dificil chegar a alguma concluséo sobre
como evitar a monozigotia. S8o inUmeras variaveis a ter em conta e a rastreabilidade é
dificil. Para o desenvolvimento futuro, foi sugerido por Sutherland et al (2019), incluir a
andlise da divisdo da MCI na classificacdo de blastocistos. Isso ajudaria a evitar a
transferéncia de embribes que ja apresentam sinais de divisdo, priorizando embrides com
MCI intacta e, assim, diminuindo o risco de MZT. As alteracbes na apoptose de embrides
em desenvolvimento devido a diferengas laboratoriais também podem ser uma explicacéo, o
que seria interessante fazer o rastreamento das taxas de MZT como uma medida de

controlo de qualidade (Vaughan et al., 2020).
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