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RESUMO

INTRODUCAO - O extraordinario avanco da procriagdo medicamente assistida

9 1

(PMA) criou um “Admiravel mundo novo” = em que se concretizam muitos sonhos de

parentalidade mas onde emergem importantes questfes éticas e socio juridicas.

No universo da fertilizag&o in vitro (FIV) s6 uma minoria dos muitos embriGes
criados consegue sobreviver aos riscos bioldgicos e, se houver criopreservacdo 0s
nascimentos serdo reduzidos em cerca de 10%?. De cada 100 embrides que chegam a
ser transferidos nascem em média 15 criancas e 4 sdo prematuras ou tém problemas
perinatais; das 11 restantes, 2 terdo alteracdes do desenvolvimento (Hansen, M.,
Kurinczuk, J., et al. — 2013).

Por lei®, a criopreservacdo de embrides excedentérios esta limitada a trés anos
(excecionalmente seis) periodo apds o qual séo destruidos ou utilizados em investigacao
cientifica mesmo que se pudessem manter vidveis por periodos maiores (Daniel Serrdo
— 2003) e que tenderiam a aumentar (Papis K., Lewandowski P., et al. -2013). Face a
esta realidade cresce a necessidade duma reflexdo multidisciplinar alargada tanto mais
que 3,5% das gestagBes em alguns paises e 2,1% dos nascimentos em Portugal”, ja sdo
resultado da PMA. Sendo estas técnicas recentes ° também ndo se conhecem 0s seus
efeitos a prazo, nem a nivel genético ou epigenético (Wennerholm UB, Sdderstrom-
Anttila V, Bergh C.et al. -2009).

Mesmo subestimando os aspectos morais ou éticos, e privilegiando 0s recursos

pragmaticos que viabilizam vidas humanas, evidenciam-se riscos para o ecossistema em

' Referéncia a Aldous Huxley e a célebre obra «Admirdvel mundo novo» em que o autor
descreve de forma assustadoramente profética, ndo s a tecnologia da PMA como a
desumanizacdo das sociedades do futuro

2112 Acta da Comissdo Nacional da PMA, de 9 de Maio de 2008

¥ Lei n.0 32/2006 - PMA. Artigo 9.° - Investigacdo com recurso a embrides e Artigo 25.°
Destino dos embrides

* http://www.cnpma.org.pt/Docs/RELATORIO_ACTIVIDADE_PMA2011.pdf

> Conseguida em 1983 com o nascimento duma crianga aparentemente saudavel


http://humrep.oxfordjournals.org/search?author1=U.-B.+Wennerholm&sortspec=date&submit=Submit
http://humrep.oxfordjournals.org/search?author1=V.+S%C3%B6derstr%C3%B6m-Anttila&sortspec=date&submit=Submit
http://humrep.oxfordjournals.org/search?author1=V.+S%C3%B6derstr%C3%B6m-Anttila&sortspec=date&submit=Submit
http://humrep.oxfordjournals.org/search?author1=C.+Bergh&sortspec=date&submit=Submit
http://www.cnpma.org.pt/Docs/RELATORIO_ACTIVIDADE_PMA2011.pdf

que vivemos e a necessidade de compatibilizar o progresso cientifico com a salvaguarda
dos direitos fundamentais (ONU/1975) °.

No estudo que realizdmos sobre neurodesenvolvimento de criangas cujos
embrides estiveram criopreservados, avalidmos uma amostra populacional nascida sem
problemas neonatais e preenchida pelos «melhores casos» o que nos levou a omitir dos
resultados, a dimensdo dos riscos da FIV tais como a prematuridade e as suas
consequéncias. Com outra metodologia porém, a comparagdo das inevitaveis variaveis
teria sido impossivel num universo tdo escasso. Esta investigacdo situada no ambito da
Bioética e apoiada pela nossa experiéncia profissional, procurou contribuir para uma
demanda cientifica que é tdo fascinante quanto arriscada e que nem sempre respeita o

«Primado do embriZo humano criado in vivo»’

OBJECTIVO - comparar instrumentalmente o neurodesenvolvimento de criangas
cujos embrides foram submetidos a criopreservacdo com outras social e
demograficamente idénticas mas sem esse antecedente, no intuito de promover a

reflexdo ética e o conhecimento nesta area.

MATERIAL E METODOS — Ap6s a selecdo da populacio baseada no modelo das
historias clinicas, definimos os critérios de amostragem e fizemos um estudo de coorte

analitico e ndo-experimental, cujo modelo foi comparativo, correlacional e descritivo.

Selecionamos 60 criancas entre os 20 e 0s 96 meses, com 36 ou mais semanas de
idade gestacional (IG) e auséncia de patologia perinatal relevante, as quais foram
distribuidas por 3 grupos, de acordo com os antecedentes concepcionais:

A amostra index de conveniéncia, designada Grupo A integrou 19 criangas com
criopreservacdo embrionaria nascidas entre janeiro de 2007 e agosto de 2010.

Pertencem a um escasso universo de 350 elementos que integra 80 novos casos anuais e

® Declarago sobre o Progresso Cientifico e Tecnoldgico no interesse da Paz e em beneficio da
Humanidade Proclamada pela Assembleia Geral da ONU em 1975 - Resolugéo n.° 3384 (XXX).

" Analogia com o artigo 2° da declaracdo de Oviedo, que defende o «Primado do ser
humano» e diz: “os interesses e o bem-estar do ser humano deverdo prevalecer sobre o
interesse exclusivo da sociedade ou da ciéncia”



onde apenas 260 possuem os critérios de amostragem. O recrutamento foi dificil e
exigiu uma vasta rede de contactos incluindo as novas redes digitais. A idade média do
Grupo A é 51 meses (L 21- 96).

As restantes 41 criangas formaram 2 grupos controle, obtidos de forma téo
aleatéria quanto possivel, num universo mais vasto. O Grupo B tem 22 criancas
nascidas entre janeiro de 2006 e outubro de 2012 ap6s FIV com transferéncia a fresco e
com idade média de 56 meses (L 33-85). O Grupo C integrou 19 criangas de concepgao
natural, nascidas entre maio de 2007 e mar¢o de 2012 e idade média de 48 meses (L 20-
85). A FIV dos grupos A e B ocorreu em centros portugueses com tecnologia

equiparavel.

Na avaliacdo neuro cognitiva usamos a metodologia de Ruth Griffiths
(EDMG) e o Questionario de Capacidades e de Dificuldades (SDQ-Por) que avalia
o comportamento e a socializacdo®. Os dados das avaliagdes foram protegidos,
informatizados em Excel® e exportados para SPSS 17.0 tendo a sua andlise incluido
testes paramétricos e ndo-paramétricos de comparacdo de grupos e correlacbes bi-
variadas. S6 ocasionalmente foi possivel uma analise multivariada. Nas variaveis
qualitativas utilizou-se 0 Qui quadrado e na presenca de frequéncias baixas (< 5)
utilizou-se o teste exato de Fischer para tabelas de dois por dois, maximizando
resultados, sem aumentar descriminacdes. Um valor de P <0,05 foi indicativo de

significado estatistico.

Houve criancas com caracteristicas singulares nos 3 grupos e que ndo
completaram as EDMG aplicadas em condices idénticas pela mesma profissional

independente.

RESULTADOS - Apesar do esforco de homogeneizacdo socio demogréfica,
verificaram-se ligeiras diferencas entre grupos: o sexo masculino prevaleceu no grupo B
(6F/16M) e o feminino no C (13F/6M)°. No grupo C a idade média, por sexo, difere de
forma significativa (42,5 meses no F versus 55,5 no M) sendo p < 0,04 e a percentagem

de gémeos é maior no grupo A e intermédia no B.

® EDMG = Escalas de Desenvolvimento de Ruth Griffiths, reconhecidas pela “Association for
Research in Infant and Child Development”. As defini¢cBes utilizadas foram as adoptadas
internacionalmente e consignadas pelo uso.

¥ F — feminino e M — masculino



Os grupos A e B (isolados ou associando A+B) e o grupo C, obtiveram o0s
seguintes resultados gerais e parcelares nas seis subescalas das EDMG [Legenda —
Quociente geral (QG), VM (valor médio), L (limites), SD (desvio padréo)] *°

QG do Grupo A — VM 103,4 (L 86-116) SD 5,48/ Grupo B — VM 107,5 (L 87 -118) SD
5,57/ Grupo A+B — VM 105,76 (L 86-118) SD 5,65/ Grupo C — VM 108,7 (L 102-122)
SD 4,47

A — Locomocao/ Desenvolvimento motor: Grupo A — VM 102,63 (L 83-122) SD 6,24/
Grupo B — VM 107,40 (L 79-131) SD 7,21/ Grupo A+B — VM 105,39 (L 79-131) SD
7,21/ Grupo C — VM 113,05 (L 92-140) SD 6,93

B - Desenvolvimento pessoal — social: Grupo A — VM 111,06 (L 95-130) SD 5,92/
Grupo B - VM 112,68 (L 83-131) SD 6,93/ Grupo A+B — VM 112 (L 83-131) SD 6,93/
Grupo C — VM 114,33 (L 96-144) SD 6,93

C — Audicéo/ Linguagem: Grupo A — VM 104,75 (L 79-143) SD 8,0/ Grupo B — VM
109,09 (L 91-133) SD 6,48/ Grupo A+B — VM 107,26 (L 79-143) SD 8,0/ Grupo C —
VM 112,55 (L 74-141) SD 8,18

D - Coordenagédo olho-mé&o: Grupo A — VM 98,06 (L 73-117) SD 6,63/ Grupo B —
VM 104,90 (L 84 -122) SD 6,16/ Grupo A+B — VM 102,02 (L 73-122) SD 7,0/ Grupo
C-VM 99,83 (L 83-118) SD 5,91

E - Realizacdo (performance): Grupo A — VM 103,50 (L 90-121) SD 5,92/ Grupo B —
VM 107,50 (L 87 -125) SD 6,16/ Grupo A+B — VM 105,81 (L 87-125) SD 6,16/ Grupo
C — VM 107,05 (L 93-121) SD 5,29

F — Raciocinio Pratico: Grupo A — VM 100,80 (L 74-117) SD 6,56/ Grupo B — VM
104,81 (L 87 -119) SD 5,66/ Grupo A+B — VM 103,72 (L 74-119) SD 6,70/ Grupo C —
VM 104,94 (L 92-117) SD 5

1% 0s valores de cada subescala fornecem dados representativos do quociente intelectual (através

duma equacdo: IM x100/ IC=QI). O QI geral é obtido através da média dos 6 sub-quocientes.




O SDQ - Por foi respondido pelos pais dos 3 grupos e resultou nos quocientes gerais,

parciais e percentagens que estdo expostos no quadro.

Resultados Quociente
do SDQ-Por Geral Emocéo Compor Hiper Relacéo C. Pro-
tamento atividade Social

Grupo A | N | 10(66,6%) | 11(73,3%) | 9(60%) 12(80%) 10(66,6%) | 12 (80%)
T19/A15 |L |2 2 2 3 0 0
(78,94%)

AN |3 2 4 0 4 2
GrupoB | N |[8(72,7%) |10(90,9) 7 (63,6%) 8(72,7%) | 7(63,6%) | 10(90,9%)
T22/Al11
(50%) L - - 1 - 2 1

AN | 3 1 3 3 2 -
Grupo N | 18(69,2%) | 20(76,9%) | 15(57,7%) | 19(73%) 16(61,5%) | 21(80,8%)
A+B

L |2 2 3 3 2 1
T41/A26
(63,4%) AN | 6 3 7 3 6 2
Grupo C|N [10(71,4%) | 10(71,4%) | 10 (71,4%) | 10(71,4%) | 10(71,4%) | 13 (92,8%)
T19/A14
(73,68%)

L (3 3 1 1 3 1

AN | 1 1 3 3 1 -

Legenda QG = quociente geral; T = total; A = avaliados; N = normal; L = limite; AN =

Anormal;




DISCUSSAO E ANALISE DOS RESULTADOS

A exigente etapa de reunir amostras estatisticamente significativas com as
caracteristicas impostas pela metodologia, permitiu a analise de 7,3% do escasso

universo index (TEC).

Relacionaram-se 0os QG de cada grupo com os antecedentes da concepc¢do. Se
fossem comparados apenas os grupos A e C, os efeitos da PMA distintos da
criopreservacao e expressos pelo grupo B, teriam ficado incognitos e seria introduzido

um importante viés.

Os 3 grupos obtiveram QMs normais em todas as subescalas das EDMGs mas, 0
QM do grupo A = 103,4 foi ligeiramente inferior ao do grupo B = 107,5 e este ao do C
= 108,7. Ha uma diferenca significativa (p < 0,03) se compararmos o0 QM do grupo C
com o dos grupos da FIV (A + B) cujo QM = 105,76 (L 86 — 118; mediana 109). O
grupo C superou sempre 0 grupo A e superou o grupo B em 5 das 6 as subescalas
embora essa diferenca s6 seja significativa entre os grupos A e C e apenas no
Desenvolvimento motor (p < 0,03) e na Linguagem (p < 0,01).

As diferencas etarias e de género ndo mostraram afectar os resultados mas, a
probabilidade de encontrar um QM abaixo de 2 SD da média dum grupo é maior nos

grupos A (p< 0,32) e B (p<0,01) comparativamente ao grupo de procriacdo natural.

A superacdo da média é infrequente e idéntica nos 3 grupos. Ao contrario do grupo

A, 0s gémeos do grupo B revelaram QM superiores aos dos ndao gémeos e essa
diferenca foi significativa (p < 0,03).

Os resultados do SDQ-Por assemelharam-se nos 3 grupos. 10% das criangas

tiveram resultados ndo normais e igual percentagem teve resultados limite. Houve

menor poténcia estatistica porque sé obtivemos 66,6% de respostas

CONCLUSAO - o neurodesenvolvimento médio das criancas com FIV e TEC desta
amostra populacional e nascidas sem problemas perinatais, revelou ser normal mas nao
tdo elevado como o daquelas cuja procriagdo foi natural. Essa diferenca é
estatisticamente significativa nas areas da locomogdo e da linguagem avaliadas pelas
EDMG bem como na probabilidade de uma destas criangas ter um desenvolvimento
2SD abaixo da média do seu ou dos outros grupos sem TEC.



Ou seja, a probabilidade de encontrar criancas com alteracGes do neurodesenvolvimento
€ menor no grupo de procriagdo natural. Os perfis emocionais ou de hiperatividade e as
atitudes pré sociais, medidos pelo SDQ-Por, revelam menos diferencas.

A concluséo principal deste estudo é que a PMA e sobretudo a criopreservagado
embrionaria estdo mais vezes associadas a padrbes de neurodesenvolvimento inferiores
a média, mas ndo impedem o nascimento de muitas criangcas com bom desenvolvimento

e comportamento normal.

Esperamos ter promovido o conhecimento dos possiveis efeitos da
criopreservacao sobre o neurodesenvolvimento infantil e de assim ter podido contribuir
para a defesa dos embries concebidos in vitro e para um futuro mais seguro para todos

nos.

ABSTRACT

Introduction - The extraordinary technological innovation on assisted
reproductive technologies (referred here as ART) has created a “Brave New World(s)”*
where many infertile couples reached their dream of parenthood. Many ethical, social

and juridical challenges have emerged as well.

In the world of the in vitro fertilization (IVF) only a small minority survives all
the biological risks which can be even worsened by embryonic cryopreservation. Only
15 from 100 embryos that reach to be transferred will born and 4 from these will born
premature or shall have neonatal problems. 2 children among the 11 born at term also
will have development problems in broad sense (Hansen, M., Kurinczuk, J., et al. —
2013).

According to Portuguese law*?, human embryo cryopreservation is limited to a
period of three years (exceptionally six ) after which all supernumerary embryos should

1 Reference to the famous work of Aldous Huxley named «Brave new world» where the author
describes in a scarcing way the ART technologies as well as the previsible future desumanized
human societies.

'2 Lei n.° 32/2006- Procriacdo medicamente assistida. (Assisted Reproductive Technologies)
Artigo 9.° - Investigacdo com recurso a embrides ( investigation using human embryos) and
Artigo 25.° Destino dos embrides (destinity of the embryos)



be destroyed or used in scientific investigation no matter how many of them could be
still viable (Daniel Serrdo — 2003) and probably for an increasing period of time (Papis
K., Lewandowski P., et al. - 2013).

As far as 3, 5% of all pregnancies in many countries and 2, 1% of all births in
Portugal are depending today on IVF and this reality is leading to the increasing
perception that a serious and deep discussion is missing. The long-term effects as well
as genetic and epigenetic consequences of the various procedures of ART, mainly of
cryopreservation, over infantile neurodevelopment are unknown (Wennerholm UB,
Soderstrom-Anttila V, Bergh C.et al. - 2009).

Even underestimating the ethical or the moral issues and giving an advantage to
the pragmatic resources which allow generating human beings in the laboratory, the
risks imposed to our ecosystem cannot be ignored. It should be done an effort to keep
scientific progress compatible with the primacy of human beings and their rights
(UN/1975)%,

The population of our study has been limited to children born without neonatal
problems. This option for selecting and comparing only the «best cases» caused the loss
of the analysis of some risks such as the prematurity consequences associated to ART.
However, if we have chosen a different methodology, the comparison between groups
could not be valid because the population is scarce in the universe of cryopreservation.

This investigation work belonging to the field of Bioethics is supported by our
professional experience. The empiric study was made to give a contribution to a
fabulous scientific seeking but whose practice may be unsafe and disrespecting the

«Primacy of human embryo created in vivo»**

OBJECTIVE - this study was made to compare the neurodevelopment of a cohort of
children who have undergone embryonic cryopreservation with other social and
demographically identical but lacking this antecedent. The main objective was to

promote knowledge on this field as well as the related ethic reflection.

13 Declaration on the use of scientific and technological progress in the interest of peace and for
the benefit of mankind. UN, November 1975 — Resolution N.3384 (XXX).

' Analogy with article N.2 of Oviedo Declaration (from The Convention on Human Rights and
Biomedicine in 1997), when defending the Primacy of the human being by saying: “the
interests and welfare of human being shall prevail over the sole interest of sociezy or science”


http://humrep.oxfordjournals.org/search?author1=U.-B.+Wennerholm&sortspec=date&submit=Submit
http://humrep.oxfordjournals.org/search?author1=V.+S%C3%B6derstr%C3%B6m-Anttila&sortspec=date&submit=Submit
http://humrep.oxfordjournals.org/search?author1=C.+Bergh&sortspec=date&submit=Submit

METHODOLOGY - After having written the theoretic foundations of this thesis, we
tried to contribute with a personal empiric study based on the neurodevelopment of
groups of identical children whose sole differences were their conceptive antecedents.
This has been an analytic and not experimental study that used descriptive, comparative

and correlative models.

The method used in socio demographic selection was the same as used in
clinical anamnesis. For screening neurocognitive development we used the Griffiths
Mental Development Scales™® (GMDS). For behavior and socialization screening we

have chosen the SDQ- pro (Strengths and Difficulties Questionnaires)*®.

We selected 60 children between 20 and 96 months old, born with 36 weeks
gestational age or older, and absence of significant neonatal problems. These children
were divided into 3 groups according to their conceptive antecedents. The index group
named Group A was obtained by its convenience. All 19 children from group A have
undergone embryonic cryopreservation and were born between January 2007 and
August 2010. They belong to a small universe of only 350 individuals where 260 have
the conditions for recruitment and no more than 80 new cases are summed each year.
The difficult recruitment of samples has imposed the need of a wide net of personal and
digital contacts. The mean age group A is 51 months old (L 21 — 96).

The other two studied groups (B and C) include 41 children without cryopreservation.
The named group B has 22 children submitted to I\VF with fresh transference and born
between January of 2006 and October 2012. The mean age in group B was 56 months
(L 33-85). The named group C has 19 children from natural conception and born
between May of 2006 and March 2012. The mean age in group C was 48 months (L 20-
85).

The children of groups A and B came from Portuguese medical assisted
reproductive centers whose technology is similar. The results obtained from anamnesis
and through instruments, have been protected and collected in an Excel® sheet and
exported to the SPSS 17.0. The analysis of results included parametric and non

parametric tests and a bivariate correlation. A multivariate analysis was possible only in

> GMDS licenced by the “Association for Research in Infant and Child Development”
(ARICD).
16



few occasions. The Qui square test was used to qualitative variables. Whenever the
frequencies were low (<5) the Fischer exact test for tables 2 for 2 was used because it
allows maximizing results without increasing discrimination. A value of P < 0,05 was

considered statistically significant.

There were a few children with particular features equally distributed by the 3
groups. Some were not able to finish the Griffiths scales which have been presented
always in the same environmental conditions and applied by the same independent

professional.

RESULTS — Although we have made an effort to equal the groups, slight differences in
some items may be present anyway: there were more male individuals in group B
(6F/16M) and more females in group C (13F/6M). In group C the median age by sex,
differs significantly (42,5 months in F versus 55,5 in M) with the found value of P <

0,04. The percentage of twins is bigger in group A and it is intermediate in group B.

The groups A and B (alone or associating A+B) and the group C, have the
following total medium results and the partial medium results in the six subscales from
the GMDS [Legend — general quotient (GQ), MV (medium value), L (limits), SD

(standard deviation)]*’

GQs of: group A — MV 103,4 (L 86-116) SD 5,48/ Group B — MV 107,5 (L 87 -118)
SD 5,57/ Group A+B — MV 105,76 (L 86-118) SD 5,65/ Group C — MV 108,7 (L 102-
122) SD 4,47

A — Motor development: Group A — GQ 102,63 (L 83-122) SD 6,24/ Group B — GQ
107,40 (L 79-131) SD 7,21/ Group A+B — GQ 105,39 (L 79-131) SD 7,21/ Group C —
GV 113,05 (L 92-140) SD 6,93

B - Personal-Social: Group A — GQ 111,06 (L 95-130) SD 5,92/ Group B — GQ 112,68
(L 83-131) SD 6,93/ Group A+B — GQ 112 (L 83-131) SD 6,93/ Group C — GQ 114,33
(L 96-144) SD 6,93

7 The scores sums of each individual sub-scale can be converted to 4 types of standard score
[(Percentiles, Z-Scores (using tables in the Analysis Manual), age equivalents or Mental Age
(using tables in the Analysis Manual) and General Quotient (GQ) using the following equation:
Mental age x 100/ chronological age in months = GQ). The GQ is obtained by the media of the
6 sub-quotients.




C —-Language: Group A — GQ 104,75 (L 79-143) SD 8,0/ Group B — GQ 109,09 (L 91-
133) SD 6,48/ Group A+B — MV 107,26 (L 79-143) SD 8,0/ Group C — GQ 112,55 (L

74-141) SD 8,18

D - Eye and hand co-ordination: Group A — GQ 98,06 (L 73-117) SD 6,63/ Group B —
GQ 104,90 (L 84 -122) SD 6,16/ Group A+B — GQ 102,02 (L 73-122) SD 7,0/ Group C

~ GQ 99,83 (L 83-118) SD 5,91

E - Performance: Group A — GQ 103,50 (L 90-121) SD 5,92/ Group B — GQ 107,50
(L 87 -125) SD 6,16/ Group A+B — GQ 105,81 (L 87-125) SD 6,16/ Group C — GQ
107,05 (L 93-121) SD 5,29

F — Practical Reasoning: Group A — GQ 100,80 (L 74-117) SD 6,56/ Group B — GQ
104,81 (L 87 -119) SD 5,66/ Group A+B — GQ 103,72 (L 74-119) SD 6,70/ Group C —
GQ 104,94 (L 92-117) SD 5

SDQ — Por: results from the 3 groups A, B and C

Results in GQ Emotion Hiper Relation Pro Social
SDQ-Por Behavior activity behavior
GroupA | N | 10(66,6%) | 11(73,3%) | 9(60%) 12(80%) 10(66,6%) | 12 (80%)
T19/A15 |L |2 2 2 3 0 0
(78,94%)

AN | 3 2 4 0 4 2
GroupB | N | 8(72,7%) | 10(90,9) 7 (63,6%) 8(72,7%) | 7(63,6%) | 10(90,9%)
T22/A11
(50%) L - - 1 - 2 1

AN | 3 1 3 3 2 -
Group N | 18(69,2%) | 20(76,9%) | 15(57,7%) | 19(73%) 16(61,5%) | 21(80,8%)
A+B

L |2 2 3 3 2 1
T41/A26

AN | 6 3 7 3 6 2

(63,4%)




Group C|N [10(71,4%) | 10(71,4%) | 10 (71,4%) | 10(71,4%) | 10(71,4%) | 13 (92,8%)
T19/A14
(73,68%)

L |3 3 1 1 3 1

AN |1 1 3 3 1 -

Legend: General Quotient = GQ; Normal Behavior = N; Limit Behavior = L; Not
Normal Behavior = AN; T = total; Children submitted to test = A

DISCUSSION AND ANALYSIS OF RESULTS

The effort to gather statistically significant and enough sample size within the
conditions of our methodology, has allowed the analysis of 7, 3% of the scarce index
universe (TEC).

We have compared the GQ (media of results) of each group according to the
antecedents of its conception. If we had compared only the groups A and C and
forgotten the effects of IVF alone (which may be distinct or less than what is caused by
the association with cryopreservation) revealed in group B elements, we would have
superimposed an important bias. The 3 groups reached a normal GQ in all scales of the
EDMG but the GQ of the group A = 103,4 was less than that of group B = 107,5 and
much less than that of C = 108,7. There is a significant difference (p < 0,03) if
comparing the GQ from group C with that of the groups A and B together (A + B)
whose GQ = 105,76 (L 86 — 118; median 109). The group C went always better than
group A and went better than group B in 5 of the 6 scales of EDMG. That difference
among groups is significant only between groups C and A and just only in the scales of

Motor Development (p < 0,03) and of the Language (p < 0,01).

Age and sex differences between groups didn’t influence results but the probability
of finding a child with a GQ 2 SD under the media of its group is bigger in the group A
(p< 0,32) and B (p<0,01) when compared with the group C of natural conception .




To be above median is uncommon and such situation occurs identically in all
groups. The twins from group B showed higher GQ than non twins and this difference
is significant (p < 0,03) however there were not such a difference in group A.

The results from the SDQ-Por are similiar in the 3 groups but this test had lesser
statistical strength because it has been finished only by 66,6% of children. 10% of all
had abnormal results and another 10% had results in the limits of normality.

CONCLUSION - the GQ found in this cohort of children born without neonatal
problems but who has been submitted to IVF and cryopreservation, showed
corresponding to a normal neurodevelopment although not so high as that of naturally
conceived children. That difference is statistically significant in the results of the group
C in GMDS scales of motor development and language as well as in its higher
probability of having a GQ lower than 2 SD inside its own group or in the other 2
groups from this study. In other words we can say that a naturally conceived child has a
lower probability of having a neurodevelopmental handicap. The emotional
characteristics as well as the hyperactivity and socialization profiles screened by SDQ-

Por, didn’t differ significantly among groups.

The main conclusion of this study is that children conceived with IVF and
cryopreservation may have normal neurodevelopment and behavior but the median of
their GQ is not as high as that of the naturally conceived children. They are also more

prone to differ more than 2SD from medium results of its and other groups.

We hope our work had contributed to a better knowledge of the effects of
cryopreservation over children's neurodevelopment and to promote the rights of the in

vitro conceived embryos in parallel with a safer future to humankind.
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PREAMBULO

Esta dissertacdo sob o titulo «Criopreservacdo embrionaria e neuro-
desenvolvimento infantil» retne um conjunto de reflexdes e estudos realizados pela
autora, no ambito do Programa de Doutoramento em Bioética, apresentado a
Universidade Catolica Portuguesa (UCP) e realizado sob a orientacdo do Senhor
Professor Doutor Daniel Serrdo, docente emérito da Faculdade de Medicina da
Universidade do Porto e da UCP.

Este trabalho foi idealizado e desenvolvido, no intuito de melhor conhecer o
neurodesenvolvimento de criangas cujos embriGes estiveram criopreservados e
promover a discussdo critica do efeito dessa e de outras técnicas de procriacdo
medicamente assistida (PMA), sobre a integridade e evolucdo do ser humano em inicio
de vida e consequentemente sobre o futuro da nossa espécie.

O objetivo central foi investigar o neurodesenvolvimento de criancas de um
grupo alvo e representativo. Para tal foram comparadas criangas entre 0os 20 meses e 0s
8 anos, concebidas umas naturalmente e outras com recurso a PMA, sendo que algumas
estiveram submetidas a criopreservacdo embrionaria. Os resultados encontrados na
avaliacdo, usando um conjunto de instrumentos com reconhecida especificidade, foram
relacionados a existéncia ou ndo de processos de criopreservacao embrionaria, que 0s
pudessem ter condicionado. Na prética, recorreu-se a anamnese clinica complementada
com instrumentos psicométricos aplicados por uma especialista dessa area.

Cabe aqui uma breve alusdo a enorme dificuldade de recrutamento duma
amostra com as caracteristicas pretendidas. A escassez destas criancas, associaram-se as
regras metodoldgicas e a exigéncia de levar a efeito uma avaliacdo especializada e
presencial, como aludiremos no texto. Estes critérios de qualidade implicaram elevados
custos materiais € humanos. As dificuldades sentidas, explicam em parte, 0 tempo

despendido e a quase inexisténcia, a nivel internacional, de estudos desta natureza.

Na avaliacdo psicométrica foi utilizada a versdo portuguesa das Escalas de

Desenvolvimento Mental de Ruth Griffiths (EDMG as quais descreveremos no texto).
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Apesar da autora deste estudo estar habilitada® para a aplicagdo das EDMG, entendeu
que deveria procurar minimizar um eventual mas importante viés, e recorreu a
colaboracdo de uma profissional especializada na utilizacdo deste instrumento. A
Mestre Dr.2 Lilia Brito, experiente psicologa na area do desenvolvimento infantil, fez
todas as avaliacGes e pdde atuar de forma cega e homogénea, visto desconhecer, por
acordo reciproco, 0s objetivos da investigagéo.

Foi nossa intencdo inicial complementar a avaliagdo psicométrica com o
Inventario de Competéncias Sociais e de Problemas do Comportamento em criancgas
(Child Behavior Checklist - CBCL) criado por Thomas Achenbach nos Estados Unidos
da América e revisto pelo autor em 1991. Este instrumento permanece uma referéncia
cientifica e estd disponivel numa versdo portuguesa [adaptada por Fonseca et al. em
1994, em que o inventario destinado a pais passou a designar-se por «Inventario do
Comportamento da Crianca para Pais (ICCP)]. Numa posterior adequacao as condicdes
de estudo, viemos a optar pelo Questionario de Capacidades e Dificuldades (SDQ-Por
na versdo portuguesa de Fleitlich, Loureiro, Fonseca, & Gaspar, 2005) semelhante ao
primeiro quanto aos objetivos, mas de maior funcionalidade quer na utilizacdo quer na

validacao dos resultados.

Embora ja exista alguma investigacdo sobre factores de risco da PMA e da
criopreservacao embrionaria focada nos descendentes dos utilizadores, e em 2013 tenha
sido publicada uma importante meta analise que era ansiosamente aguardada (Michele
Hansen, Jennifer J. Kurinczuk, et al.- 2013), sentimos que a informac&o ainda € escassa
e que € possivel ir um pouco mais longe, nomeadamente na avaliacdo das criancas
submetidas a tais técnicas na sua fase embrionaria. A introducéo tedrica do nosso estudo
estava parcialmente realizada, mas foi revista apds a publicacdo desta meta analise.
Mantivemos muitas das duvidas existentes e o interesse pela avaliagdo dos resultados de

técnicas cada vez mais utilizadas mas de efeitos pouco conhecidos.

Aprofundamos o desejo de promover a defesa da vida numa perspectiva bioética
e a necessidade de implementar o direito do embrido humano, em fase pré

implantatdria, a um estatuto ético e juridico tal como tem sido repetidamente defendido

1 A «Association for Research in Infant and Child Development» (ARICD) supervisiona e
assegura que a utilizacdo das EDMG, seja feita apenas por profissionais com formacao
especifica (http://www.aricd.org.uk/about-the-griffiths-scales/).
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por diversos autores que muito respeitamos e que nos inspiraram e motivaram para a

realizacio deste trabalho®.
Esta dissertagdo estd organizada em trés partes principais:

Na Parte 1 é apresentado um resumo do projeto de investigacdo, na Parte 2 é
feita a fundamentacdo tedrica do tema em estudo englobando todos os aspectos
envolvidos e, na Parte 3 é feito o estudo comparativo do neurodesenvolvimento de
criancas cujos embriBes estiveram criopreservados e que constitui a parte empirica e de

contribuicéo pessoal.

A vertente direcionada a Medicina da Reprodugdo, ocupou a maior parte do
estudo exploratorio, focado nas etapas da PMA e é composto por uma revisdo da
literatura acerca das varidveis em estudo e a formulagdo das principais hipoteses de
investigacdo. Aspectos do neurodesenvolvimento humano e metodologias de avaliacao,
bem como os instrumentos psicométricos utilizados na avaliacdo das criancas estudadas

foram igualmente descritos.

A existéncia de indices bibliogréaficos de literatura cientifica e técnica, bem
como de revisdes internacionais disponibilizadas e facilmente acediveis «on-line», em
locais de referéncia (Medline, Pubmed e Cochrane entre os principais)® proporcionou

uma significativa economia temporal e um notavel auxilio a investigacao.

A Parte 3 engloba toda a parte pratica e teorico-pratica da investigacdo. A
descricdo da metodologia incluiu uma referéncia ao processo de recrutamento dos
grupos de estudo e a caracterizacdo das amostras estudadas. Foi incluida uma descricédo
sumaria dos instrumentos de avaliacdo e dos procedimentos estatisticos utilizados e foi
também enunciada a validacdo psicométrica das versdes portuguesas das Escalas de

2 Daniel Serrdo, Walter Osswald, Jorge Biscaia, Michael Renaud entre os mais citados
defensores dos direitos do embrido humano, nas Ultimas décadas, no nosso pais.

¥ MEDLINE - é uma base de dados da literatura médica e biomédica, produzida pela NLM
(National Library of Medicine, USA) com referéncias bibliogréficas e resumos de mais de 6.000
titulos de revistas publicadas nos USA e em mais de 70 paises. Contem referéncias desde 1966 e
a sua actualizacdo é mensal. Possui mais de 21 milhdes de referéncias bibliogréficas. A
MEDLINE €é o componente primério da Pubmed ® uma base de dados fornecida pelo NLM
[National Center for Biotechnology Information (NCBI)].
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Desenvolvimento Mental de Ruth Griffiths (EDMG) e do questionario Strengths and
Difficulties Questionnaire (Goodman, 2001) traduzido como Questionario de
Capacidades e Dificuldades (SDQ-Por na versédo portuguesa por Fleitlich, Loureiro,
Fonseca, & Gaspar, 2005).

A apresentacdo dos resultados, encontrados em texto e em tabelas, antecedeu a
discussdo que pretendeu contribuir para a avaliacdo do impacto das técnicas de FIV de
criopreservacao embrionaria sobre o neurodesenvolvimento infantil. No final, foram
enunciados os resultados encontrados, quer proprios quer comparados, de uma forma

integrada.

Ap0s a conclusdo que ocupou a Ultima parte deste trabalho, mencionaram-se as
referéncias bibliogréaficas e anexos, onde se incluem modelos de consentimento e outros

dados referentes aos instrumentos utilizados.

Procuramos utilizar uma linguagem acessivel e assente nos principios gerais que
orientam a redacdo de trabalhos cientificos, mas receamos ndo ter conseguido

respeitar as regras do recente acordo ortografico da Lingua Portuguesa.
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1.8 - RESUMO

Introducdo - O extraordinario avango da procriacdo medicamente assistida (PMA)

s 4

criou um “Admiravel mundo novo em que se concretizam muitos sonhos de

parentalidade mas onde emergem importantes questfes éticas e socio juridicas.

No universo da fertilizag&o in vitro (FIV) s6 uma minoria dos muitos embrides
criados consegue sobreviver aos riscos biologicos e, se houver criopreservacdo 0s
nascimentos diminuem cerca de 10%°. De cada 100 embrides que chegam a ser
transferidos nascem em meédia 15 criancas e 4 sdo prematuras ou tém problemas
perinatais; das 11 restantes, 2 terdo alteracdes do desenvolvimento (Hansen, M.,
Kurinczuk, J., et al. — 2013).

Por lei®, a criopreservagdo de embrides excedentarios esta limitada a trés anos
(excecionalmente seis) periodo apds o qual séo destruidos ou utilizados em investigacao
cientifica mesmo que se pudessem manter viadveis por periodos maiores (Daniel Serrdo
— 2003) e que tenderiam a aumentar (Papis K., Lewandowski P., et al. -2013). Face a
esta realidade cresce a necessidade duma reflexdo multidisciplinar alargada tanto mais
que 3,5% das gestagBes em alguns paises e 2,1% dos nascimentos em Portugal’, ja sdo
resultado da PMA. Sendo estas técnicas recentes, também ndo se conhecem 0s seus
efeitos a prazo, nem a nivel genético ou epigenético (Wennerholm UB, Sdderstrom-
Anttila V, Bergh C.et al. -2009). O primeiro grande éxito foi assinalado em 1983 com o
nascimento duma crianca aparentemente saudavel

Mesmo subestimando os aspectos morais ou €ticos, e privilegiando o0s recursos

pragmaticos que viabilizam vidas humanas, evidenciam-se riscos para 0 ecossistema em

* Referéncia a Aldous Huxley e & célebre obra «Admirdvel mundo novo» em que o autor
descreve de forma assustadoramente profética, ndo s6 a tecnologia da PMA como a
desumanizacdo das sociedades do futuro

® 112 Acta da Comissdo Nacional da PMA, de 9 de Maio de 2008

® Lei n.2 32/2006 - PMA. Artigo 9.° - Investigag&o com recurso a embrides e Artigo 25.°
Destino dos embrides

" http://www.cnpma.org.pt/Docs/RELATORIO_ACTIVIDADE_PMA2011.pdf
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que vivemos e a necessidade de compatibilizar o progresso cientifico com a salvaguarda
dos direitos fundamentais (ONU/1975) ®.

No estudo que realizamos sobre neurodesenvolvimento de criangas cujos
embribes estiveram criopreservados, avalidmos uma amostra populacional nascida sem
problemas neonatais e preenchida pelos «melhores casos» o que nos levou a omitir dos
resultados, a dimensdo dos riscos da FIV tais como a prematuridade e as suas
consequéncias. Com outra metodologia porém, a comparacdo das inevitaveis variaveis
teria sido impossivel num universo tdo escasso. Esta investigacdo situada no ambito da
Bioética e apoiada pela nossa experiéncia profissional, procurou contribuir para uma
demanda cientifica que é tdo fascinante quanto arriscada e que nem sempre respeita o

«Primado do embrido humano criado in vivo»®

Objectivo - Comparar instrumentalmente o neurodesenvolvimento de criangas cujos
embrides foram submetidos a criopreservacdo com outras social e demograficamente
idénticas mas sem esse antecedente, no intuito de promover a reflexdo ética e o

conhecimento nesta area.

Material e métodos - Apos a selecdo da populacdo baseada no modelo das histdrias
clinicas, definimos os critérios de amostragem e fizemos um estudo de coorte analitico

e ndo-experimental, cujo modelo foi comparativo, correlacional e descritivo.

Selecionamos 60 criancas entre os 20 e 0s 96 meses, com 36 ou mais semanas de
idade gestacional (IG) e auséncia de patologia perinatal relevante, as quais foram
distribuidas por 3 grupos, de acordo com os antecedentes concepcionais:

A amostra index de conveniéncia, designada Grupo A integrou 19 criangas com

criopreservacdo embrionaria nascidas entre janeiro de 2007 e agosto de 2010.

% Declarago sobre o Progresso Cientifico e Tecnoldgico no interesse da Paz e em beneficio da
Humanidade Proclamada pela Assembleia Geral da ONU em 1975 - Resolucéo n.° 3384 (XXX).

® Analogia com o artigo 2° da declaracdo de Oviedo, que defende o «Primado do ser
humano» e diz: “os interesses e o bem-estar do ser humano deverdo prevalecer sobre o
interesse exclusivo da sociedade ou da ciéncia”

20



Criopreservagao embriondria e neurodesenvolvimento infantil

Pertencem a um escasso universo de 350 elementos que integra 80 novos casos anuais e
onde apenas 260 possuem os critérios de amostragem. O recrutamento foi dificil e
exigiu uma vasta rede de contactos incluindo as novas redes digitais. A idade média do
Grupo A é 51 meses (L 21- 96).

As restantes 41 criancas formaram 2 grupos controle, obtidos de forma téo
aleatdria quanto possivel, num universo mais vasto. O Grupo B tem 22 criancas
nascidas entre janeiro de 2006 e outubro de 2012 ap6s FIV com transferéncia a fresco e
com idade média de 56 meses (L 33-85). O Grupo C integrou 19 criangas de concepcao
natural, nascidas entre maio de 2007 e marco de 2012 e idade média de 48 meses (L 20-
85). A FIV dos grupos A e B ocorreu em centros portugueses com tecnologia

equiparavel.

Na avaliacdo neuro cognitiva usamos a metodologia de Ruth Griffiths
(EDMG) e o Questionario de Capacidades e de Dificuldades (SDQ-Por) que avalia
o comportamento e a socializacdo'®. Os dados das avaliagbes foram protegidos,
informatizados em Excel® e exportados para SPSS 17.0 tendo a sua andlise incluido
testes paramétricos e ndo-paramétricos de comparacdo de grupos e correlacbes bi-
variadas. S6 ocasionalmente foi possivel uma anélise multivariada. Nas variaveis
qualitativas utilizou-se 0 Qui quadrado e na presenca de frequéncias baixas (< 5)
utilizou-se o teste exato de Fischer para tabelas de dois por dois, maximizando
resultados, sem aumentar descriminacdes. Um valor de P <0,05 foi indicativo de

significado estatistico.

Houve criancas com caracteristicas singulares nos 3 grupos e que nao
completaram as EDMG aplicadas em condices idénticas pela mesma profissional

independente.

Resultados - Apesar do esforco de homogeneizacgdo socio demogréfica, verificaram-se
ligeiras diferencas entre grupos: o sexo masculino prevaleceu no grupo B (6F/16M) e o
feminino no C [(13 feminino (F)/6 masculino (M)]. No grupo C a idade média, por

sexo, difere de forma significativa (42,5 meses no F versus 55,5 no M) sendo p < 0,04 e

19 EDMG = Escalas de Desenvolvimento de Ruth Griffiths, reconhecidas pela “Association for
Research in Infant and Child Development”. As definicGes utilizadas foram as adoptadas
internacionalmente e consignadas pelo uso.
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a percentagem de gémeos é maior no grupo A e intermédia no B. Os grupos A e B
(isolados ou associando A+B) e o grupo C, obtiveram os seguintes resultados gerais e
parcelares nas seis subescalas das EDMG . Os valores de cada subescala fornecem
dados representativos do quociente intelectual (através duma equacdo: IM x100/
IC=QI). O QI geral é obtido através da média dos 6 sub-quocientes. [Legenda —
Quociente geral (QG), Quociente intelectual (QI); VM (valor médio), L (limites), SD
(desvio padrao)].

QG do Grupo A — VM 103,4 (L 86-116) SD 5,48/ Grupo B — VM 107,5 (L 87 -118)
SD 5,57/ Grupo A+B — VM 105,76 (L 86-118) SD 5,65/ Grupo C — VM 108,7 (L 102-
122) SD 4,47

A — Locomocao/ Desenvolvimento motor: Grupo A — VM 102,63 (L 83-122) SD 6,24/
Grupo B — VM 107,40 (L 79-131) SD 7,21/ Grupo A+B — VM 105,39 (L 79-131) SD
7,21/ Grupo C — VM 113,05 (L 92-140) SD 6,93

B - Desenvolvimento pessoal — social: Grupo A — VM 111,06 (L 95-130) SD 5,92/
Grupo B - VM 112,68 (L 83-131) SD 6,93/ Grupo A+B — VM 112 (L 83-131) SD 6,93/
Grupo C — VM 114,33 (L 96-144) SD 6,93

C - Audicédo/ Linguagem: Grupo A — VM 104,75 (L 79-143) SD 8,0/ Grupo B — VM
109,09 (L 91-133) SD 6,48/ Grupo A+B — VM 107,26 (L 79-143) SD 8,0/ Grupo C —
VM 112,55 (L 74-141) SD 8,18

D - Coordenacdo olho-mé&o: Grupo A — VM 98,06 (L 73-117) SD 6,63/ Grupo B —
VM 104,90 (L 84 -122) SD 6,16/ Grupo A+B — VM 102,02 (L 73-122) SD 7,0/ Grupo
C-VM 99,83 (L 83-118) SD 5,91

E - Realizacéo (performance): Grupo A — VM 103,50 (L 90-121) SD 5,92/ Grupo B —
VM 107,50 (L 87 -125) SD 6,16/ Grupo A+B — VM 105,81 (L 87-125) SD 6,16/ Grupo
C - VM 107,05 (L 93-121) SD 5,29

F — Raciocinio Pratico: Grupo A — VM 100,80 (L 74-117) SD 6,56/ Grupo B — VM
104,81 (L 87 -119) SD 5,66/ Grupo A+B — VM 103,72 (L 74-119) SD 6,70/ Grupo C —
VM 104,94 (L 92-117) SD 5
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O SDQ - Por foi respondido pelos pais dos 3 grupos e resultou nos quocientes gerais,

parciais e percentagens que estdo expostos no quadro.

Resultados

do SDQ-Por

Grupo A

T19/A15
(78,94%)

GrupoB
T22/Al11
(50%)

Grupo
A+B

T41/A26
(63,4%)

Grupo C
T19/A14
(73,68%)

Quociente
Geral Emocéo Compor
tamento

N  10(66,6%) 11(73,3%) 9(60%)
L 2 2 2
AN 3 2 4
N 8(72,7%) 10(90,9) 7 (63,6%)
L - - 1
AN 3 1 3
N  18(69,2%) 20(76,9%) 15(57,7%)
L 2 2 3
AN 6 3 7
N  10(71,4%) 10(71,4%) 10 (71,4%)
L 3 3 1
AN 1 1 3

Hiper
atividade

12(80%)

8(72,7%)

19(73%)

10(71,4%)

Relacéo

10(66,6%)

7(63,6%)

16(61,5%)

10(71,4%)

Pro-

Social

12 (80%)

10(90,9%)

21(80,8%)

13 (92,8%)

Legenda QG = quociente geral; T = total; A = avaliados; N = normal; L = limite; AN =

Anormal;
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Discussdo e analise dos resultados - A exigente etapa de reunir amostras
estatisticamente significativas com as caracteristicas impostas pela metodologia,
permitiu a anélise de 7,3% do escasso universo index (TEC).

Relacionaram-se 0os QG de cada grupo com os antecedentes da concepg¢do. Se
fossem comparados apenas os grupos A e C, os efeitos da PMA distintos da
criopreservacao e expressos pelo grupo B, teriam ficado incognitos e seria introduzido

um importante viés.

Os 3 grupos obtiveram QMs normais em todas as subescalas das EDMGs mas, 0
QM do grupo A = 103,4 foi ligeiramente inferior ao do grupo B = 107,5 e este ao do C
= 108,7. Ha uma diferenca significativa (p < 0,03) se compararmos o0 QM do grupo C
com o dos grupos da FIV (A + B) cujo QM = 105,76 (L 86 — 118; mediana 109). O
grupo C superou sempre 0 grupo A e superou o grupo B em 5 das 6 as subescalas
embora essa diferenca s6 seja significativa entre os grupos A e C e apenas no

Desenvolvimento motor (p < 0,03) e na Linguagem (p < 0,01).

As diferencas etarias e de género ndo mostraram afectar os resultados mas, a
probabilidade de encontrar um QM abaixo de 2 SD da média dum grupo é maior nos

grupos A (p< 0,32) e B (p<0,01) comparativamente ao grupo de procriacao natural.

A superacdo da média é infrequente e idéntica nos 3 grupos. Ao contrario do grupo

A, 0s gémeos do grupo B revelaram QM superiores aos dos ndo gémeos e essa
diferenca foi significativa (p < 0,03).

Os resultados do SDQ-Por assemelharam-se nos 3 grupos. 10% das criangas

tiveram resultados ndo normais e igual percentagem teve resultados limite. Houve

menor poténcia estatistica porque s6 obtivemos 66,6% de respostas

Conclusdo — O neurodesenvolvimento meédio das criancas com FIV e TEC desta
amostra populacional e nascidas sem problemas perinatais, revelou ser normal mas néo
tdo elevado como o daquelas cuja procriagdo foi natural. Essa diferenca é
estatisticamente significativa nas areas da locomogdo e da linguagem avaliadas pelas
EDMG bem como na probabilidade de uma destas criangas ter um desenvolvimento
2SD abaixo da média do seu ou dos outros grupos sem TEC.
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Ou seja, a probabilidade de encontrar criancas com alteracdes do neurodesenvolvimento
€ menor no grupo de procriagdo natural. Os perfis emocionais ou de hiperatividade e as
atitudes pro6 sociais, medidos pelo SDQ-Por, revelam menos diferencas.

A concluséo principal deste estudo é que a PMA e sobretudo a criopreservagao
embrionaria estdo mais vezes associadas a padrbes de neurodesenvolvimento inferiores
a média, mas ndo impedem o nascimento de muitas criangcas com bom desenvolvimento

e comportamento normal.

Esperamos ter promovido o conhecimento dos possiveis efeitos da
criopreservacao sobre o neurodesenvolvimento infantil e de assim ter podido contribuir
para a defesa dos embrides concebidos in vitro e para um futuro mais seguro para todos

nos.

1.9- ABSTRACT

Introduction - The extraordinary technological innovation on assisted reproductive
technologies (referred here as ART) has created a “Brave New World(s)” (4) where
many infertile couples reached their dream of parenthood. Many ethical, social and
juridical challenges have emerged as well.

In the world of the in vitro fertilization (IVF) only a small minority survives all
the biological risks which can be even worsened by embryonic cryopreservation that
decreases 10% the number of births (5). Only 15 from 100 embryos that reach to be
transferred will born and 4 from these will born premature or shall have neonatal
problems. 2 children among the 11 born at term also will have development problems in

broad sense (Hansen, M., Kurinczuk, J., et al. — 2013).

According to Portuguese law (6), human embryo cryopreservation is limited to
a period of three years (exceptionally six ) after which all supernumerary embryos
should be destroyed or used in scientific investigation no matter how many of them
could be still viable (Daniel Serrdo — 2003) and probably for an increasing period of
time (Papis K., Lewandowski P., et al. - 2013).
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As far as 3, 5% of all pregnancies in many countries and 2, 1% of all births in
Portugal are depending today on IVF (7) and this reality is leading to the increasing
perception that a serious and deep discussion is missing. The long-term effects as well
as genetic and epigenetic consequences of the various procedures of ART, mainly of
cryopreservation, over infantile neurodevelopment are unknown (Wennerholm UB,
Soderstrom-Anttila V, Bergh C.et al. - 2009).

Even underestimating the ethical or the moral issues and giving an advantage to
the pragmatic resources which allow generating human beings in the laboratory, the
risks imposed to our ecosystem cannot be ignored. It should be done an effort to keep
scientific progress compatible with the primacy of human beings and their rights
(UN/1975).(8)

The population of our study has been limited to children born without neonatal
problems. This option for selecting and comparing only the «best cases» caused the loss
of the analysis of some risks such as the prematurity consequences associated to ART.
However, if we have chosen a different methodology, the comparison between groups

could not be valid because the population is scarce in the universe of cryopreservation.

This investigation work belonging to the field of Bioethics is supported by our
professional experience. The empiric study was made to give a contribution to a
fabulous scientific seeking but whose practice may be unsafe and disrespecting the

«Primacy of human embryo created in vivo» (9)

Objective — this study was made to compare the neurodevelopment of a cohort of
children who have undergone embryonic cryopreservation with other social and
demographically identical but lacking this antecedent. The main objective was to

promote knowledge on this field as well as the related ethic reflection.

Methodology - After having written the theoretic foundations of this thesis, we tried to
contribute with a personal empiric study based on the neurodevelopment of groups of
identical children whose sole differences were their conceptive antecedents. This has
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been an analytic and not experimental study that used descriptive, comparative and

correlative models.

The method used in socio demographic selection was the same as used in
clinical anamnesis. For screening neurocognitive development we used the Griffiths
Mental Development Scales (GMDS). For behavior and socialization screening we

have chosen the SDQ- pro (Strengths and Difficulties Questionnaires).

We selected 60 children between 20 and 96 months old, born with 36 weeks
gestational age or older, and absence of significant neonatal problems. These children
were divided into 3 groups according to their conceptive antecedents. The index group
named Group A was obtained by its convenience. All 19 children from group A have
undergone embryonic cryopreservation and were born between January 2007 and
August 2010. They belong to a small universe of only 350 individuals where 260 have
the conditions for recruitment and no more than 80 new cases are summed each year.
The difficult recruitment of samples has imposed the need of a wide net of personal and

digital contacts. The mean age group A is 51 months old (L 21 — 96).

The other two studied groups (B and C) include 41 children without cryopreservation.
The named group B has 22 children submitted to I\VF with fresh transference and born
between January of 2006 and October 2012. The mean age in group B was 56 months
(L 33-85). The named group C has 19 children from natural conception and born
between May of 2006 and March 2012. The mean age in group C was 48 months (L 20-
85).

The children of groups A and B came from Portuguese medical assisted
reproductive centers whose technology is similar. The results obtained from anamnesis
and through instruments, have been protected and collected in an Excel® sheet and
exported to the SPSS 17.0. The analysis of results included parametric and non
parametric tests and a bivariate correlation. A multivariate analysis was possible only in
few occasions. The Qui square test was used to qualitative variables. Whenever the
frequencies were low (<5) the Fischer exact test for tables 2 for 2 was used because it
allows maximizing results without increasing discrimination. A value of P < 0,05 was

considered statistically significant.
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There were a few children with particular features equally distributed by the 3
groups. Some were not able to finish the Griffiths scales which have been presented
always in the same environmental conditions and applied by the same independent

professional.

Results — Although we have made an effort to equal the groups, slight differences in
some items may be present anyway: there were more male individuals in group B
(6F/16M) and more females in group C (13F/6M). In group C the median age by sex,
differs significantly (42,5 months in F versus 55,5 in M) with the found value of P <
0,04. The percentage of twins is bigger in group A and it is intermediate in group B.

The groups A and B (alone or associating A+B) and the group C, have the
following total medium results and the partial medium results in the six subscales from
the GMDS [Legend — general quotient (GQ), MV (medium value), L (limits), SD
(standard deviation)]

GQs of: group A — MV 103,4 (L 86-116) SD 5,48/ Group B — MV 107,5 (L 87 -118)
SD 5,57/ Group A+B — MV 105,76 (L 86-118) SD 5,65/ Group C — MV 108,7 (L 102-
122) SD 4,47

A — Motor development: Group A — GQ 102,63 (L 83-122) SD 6,24/ Group B — GQ
107,40 (L 79-131) SD 7,21/ Group A+B — GQ 105,39 (L 79-131) SD 7,21/ Group C —
GV 113,05 (L 92-140) SD 6,93

B - Personal-Social: Group A — GQ 111,06 (L 95-130) SD 5,92/ Group B — GQ 112,68
(L 83-131) SD 6,93/ Group A+B — GQ 112 (L 83-131) SD 6,93/ Group C — GQ 114,33
(L 96-144) SD 6,93

C -Language: Group A — GQ 104,75 (L 79-143) SD 8,0/ Group B — GQ 109,09 (L 91-
133) SD 6,48/ Group A+B — MV 107,26 (L 79-143) SD 8,0/ Group C — GQ 112,55 (L
74-141) SD 8,18

D - Eye and hand co-ordination: Group A — GQ 98,06 (L 73-117) SD 6,63/ Group B —
GQ 104,90 (L 84 -122) SD 6,16/ Group A+B — GQ 102,02 (L 73-122) SD 7,0/ Group C
- GQ 99,83 (L 83-118) SD 5,91
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E - Performance: Group A — GQ 103,50 (L 90-121) SD 5,92/ Group B — GQ 107,50
(L 87 -125) SD 6,16/ Group A+B — GQ 105,81 (L 87-125) SD 6,16/ Group C — GQ

107,05 (L 93-121) SD 5,29

F — Practical Reasoning: Group A — GQ 100,80 (L 74-117) SD 6,56/ Group B — GQ
104,81 (L 87 -119) SD 5,66/ Group A+B — GQ 103,72 (L 74-119) SD 6,70/ Group C —

GQ 104,94 (L 92-117) SD 5

SDQ — Por: results from the 3 groups A, B and C

Results in GQ Emotion
SDQ-Por Behavior

GroupA N 10(66,6%) 11(73,3%) 9(60%)

T19/A15 L 2 2 2

(78,94%)
AN 3 2 4

GroupB N 8(72,7%) 10(90,9) 7 (63,6%)
T22/A11
(50%) L - - 1

AN 3 1 3

Group N 18(69,2%) 20(76,9%) 15(57,7%)
A+B

T41/A26
(634%) AN 6 3 7

Hiper
activity

12(80%)

8(72,7%)

19(73%)

Relation

10(66,6%)

7(63,6%)

16(61,5%)

Pro Social
behavior

12 (80%)

0

2

10(90,9%)

1

21(80,8%)

1

2
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N 10(71,4%) 10(71,4%) 10 (71,4%) 10(71,4%) 10(71,4%) 13 (92,8%)

Group C
T19/A14 L 3 3 1 1 3 1
(73,68%)

AN 1 1 3 3 1 -

Legend: General Quotient = GQ; Normal Behavior = N; Limit Behavior = L; Not
Normal Behavior = AN; T = total; Children submitted to test = A

Discussion and analysis of results - The effort to gather statistically significant and
enough sample size within the conditions of our methodology, has allowed the analysis

of 7, 3% of the scarce index universe (TEC).

We have compared the GQ (media of results) of each group according to the
antecedents of its conception. If we had compared only the groups A and C and
forgotten the effects of IVF alone (which may be distinct or less than what is caused by
the association with cryopreservation) revealed in group B elements, we would have
superimposed an important bias. The 3 groups reached a normal GQ in all scales of the
EDMG but the GQ of the group A = 103,4 was less than that of group B = 107,5 and
much less than that of C = 108,7. There is a significant difference (p < 0,03) if
comparing the GQ from group C with that of the groups A and B together (A + B)
whose GQ = 105,76 (L 86 — 118; median 109). The group C went always better than
group A and went better than group B in 5 of the 6 scales of EDMG. That difference
among groups is significant only between groups C and A and just only in the scales of
Motor Development (p < 0,03) and of the Language (p < 0,01).

Age and sex differences between groups didn’t influence results but the probability
of finding a child with a GQ 2 SD under the media of its group is bigger in the group A
(p< 0,32) and B (p<0,01) when compared with the group C of natural conception.
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To be above median is uncommon and such situation occurs identically in all
groups. The twins from group B showed higher GQ than non twins and this difference
is significant (p < 0,03) however there were not such a difference in group A.

The results from the SDQ-Por are similiar in the 3 groups but this test had lesser
statistical strength because it has been finished only by 66,6% of children. 10% of all

had abnormal results and another 10% had results in the limits of normality.

Conclusion — the GQ found in this cohort of children born without neonatal problems
but who has been submitted to I\VVF and cryopreservation, showed corresponding to a
normal neurodevelopment although not so high as that of naturally conceived children.
That difference is statistically significant in the results of the group C in GMDS scales
of motor development and language as well as in its higher probability of having a GQ
lower than 2 SD inside its own group or in the other 2 groups from this study. In other
words we can say that a naturally conceived child has a lower probability of having a
neurodevelopmental handicap. The emotional characteristics as well as the hyperactivity
and socialization profiles screened by SDQ-Por, didn’t differ significantly among

groups.

The main conclusion of this study is that children conceived with IVF and
cryopreservation may have normal neurodevelopment and behavior but the median of
their GQ is not as high as that of the naturally conceived children. They are also more

prone to differ more than 2SD from medium results of its and other groups.

We hope our work had contributed to a better knowledge of the effects of
cryopreservation over children's neurodevelopment and to promote the rights of the in

vitro conceived embryos in parallel with a safer future to humankind.

Translation of notes: (4) reference to the famous work of Aldous Huxley named
«Brave new world» where the author describes in a scaring way the technologies of
ART as well as the predictable unhuman societies of the future.(5) 112 Acta da Comissdo
Nacional da PMA, de 9 de Maio de 2008 (6) Lei n.° 32/2006- Procriacdo medicamente
assistida. (Assisted Reproductive Technologies) Artigo 9.° - Investigagdo com recurso a
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embrides ( investigation using human embryos) and Artigo 25.° Destino dos embrides
(destiny of the embryos).

(7) http://www.cnpma.org.pt/Docs/RELATORIO_ACTIVIDADE_PMAZ2011.pdf

(8) Declaration on the use of scientific and technological progress in the interest of
peace and for the benefit of mankind. UN, November 1975 — Resolution N.3384
(XXX). (9)Analogy with article N.2 of Oviedo Declaration (from The Convention on
Human Rights and Biomedicine in 1997), when defending the Primacy of the human
being by saying: “the interests and welfare of human being shall prevail over the sole
interest of society or science”. (10) GMDS licensed by the “Association for Research in
Infant and Child Development” (ARICD)

1.10 - Palavras-chave em portugués e inglés

Palavras-chave: Bioética, direitos do embrido, procriagdo medicamente
assistida (PMA), fertilizacdo in vitro (FIV), criopreservacdo embrionéria,

neurodesenvolvimento infantil

[Key Words: Bioethics, human embryo rights, assisted reproduction
technology (ART), in vitro fertilization (IVF), cryopreserved embryos, child

neurodevelopmental outcome]

1.2 - PRINCIPAIS ABREVIATURAS
ADN - Acido desoxirribonucleico

APF — Associacdo Portuguesa de Fertilidade
ARN — Acido ribonucleico

CNECV - Comissdo Nacional de Etica e Ciéncias da Vida
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CNPMA - Comissdo Nacional da Procriacdo Medicamente Assistida
EDMG - Escalas de Desenvolvimento Mental de Ruth Griffiths
ESHRE - European Society of Human Reproduction and Embryology
FIV — Fertilizag&o in-vitro

GIFT — Transferéncia intra tubaria de gametas

HFEA — Human Fertilisation and Embryology Authority

ICCP - Inventério do Comportamento da Crianca para Pais

ICSI - Iniciais do inglés para intracytoplasmic sperm injection

IMC — indice de massa corporal o qual mede a corpuléncia e determina-se
dividindo o peso, em quilogramas, pela altura em metros, elevada ao

quadrado (peso/altura®)

IMSI — Técnica de melhoria do procedimento habitual da FIVV com micromanipulacéo.
IPSCs — Induced pluripotent stem cells

OHSS - Sindrome de hiper estimulacao ovérica

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PCR - Proteina C reativa basal

PMA — Procriacdo Medicamente Assistida

RCIU - Restricdo de crescimento intra uterino

RN - recém nascido

UCIRN - Unidade de Cuidados Intensivos para recém nascidos

SPD - Por — versdo portuguesa do Questionario de Capacidades e de Dificuldades
UCP - Universidade Catolica Portuguesa

ZIFT - Transferéncia intratubaria de zigotos
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1.3 - TERMINOLOGIA BASICA

Amniocentese: recolha cirdrgica de liquido amnidtico visando a anlise de células ou
substancias nele contidas.

Bancos de esperma: espacos existentes em estabelecimentos de saude que realizam a
colheita, analise e conservacdo de sémen humano, para utilizacédo nas técnicas da PMA
Criopreservacgao: conservacgéo pelo frio, congelamento.

Diagndstico pré implantatorio: tipo de diagnostico so possivel no ambito da PMA, por
ser realizado antes da transferéncia do embrido para a cavidade uterina.

Diagnostico preé natal: diagnostico realizado durante a vida intra uterina.

Dador de gametas: pessoa que proporciona o(s) ovocito ou 0o(s) espermatozoide
necessario para realizar uma fecundacéo artificial

Doacdo de ovocitos: processo através do qual se extraem ovulos de uma mulher, 0s
quais serdo fecundados e implantados no Utero de outra.

Embrido: este termo aplica-se ao zigoto, e as fases sucessivas do seu desenvolvimento,
até o fim do 2° més de gestacdo. Altura em que passa a designar-se por feto.

Embribes excedentarios: todos aqueles que tendo sido produzidos pela PMA, nao
foram implantados.

Epigenoma: o epigenoma é formado pelos factores epigenéticos que funcionam como
uma espécie de reguladores ou genes adicionais que modulam a expressdo dos genes
propriamente ditos.

Espermatozoide: é a célula reprodutora ou gameta masculino.

Fecundacao in vitro (FIV): consiste na juncdo de 6vulos e espermatozoides, realizada
numa proveta ou placa especial, tendo como objetivo a formacdo extra corpérea de
embrides.

Fecundacao/fertilizacéo: Fusdo do 6vulo com o espermatozoide.

Gametas: sdo as células reprodutoras ou germinais (espermatozoides e ovocitos)
Gastrulacdo: processo formativo mediante o qual as trés camadas germinativas
precursoras de todos os tecidos embrionarios e a orientacao axial séo estabelecidas.

Genoma: € formado pela ADN ou cddigo genético.
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GIFT: transferéncia intratubaria de gametas. Por via laparoscopica, sdo introduzidos na
trompa, sémen e ovacitos (1 ou 2) aguardando-se que a fecundagdo ocorra. Os gametas
também podem ser depositados na cavidade uterina simulando as condi¢des naturais.
Imprinting: consiste numa diferente metilagdo dos genes, o que impede a etapa da
transcricao e s6 deixa ativo um dos alelos do par.

Inseminacdo artificial: é a fecundacdo feminina através da introducdo de sémen na
vagina ou na cavidade uterina, sem existéncia de coito.

Inseminacéo artificial homologa/heterologa: € a inseminacgéo praticada com material
genético pertencente ou ndo ao casal esteril.

Maternidade sub rogada (**'sub-rogacao™): processo em que uma mulher permite que
um ovdcito alheio fertilizado seja introduzido no seu Utero a fim de gerar o filho de
outra mulher que ndo pdde ou ndo quis assegurar a gravidez. Trata-se de substituicdo
judicial de uma pessoa ou coisa por outra ( in Dicionario Priberam da Lingua
Portuguesa http://www.priberam.pt/dlpo/sub-roga%C3%A7%C3%A30)

Nascituro: o termo nasciturus, ou embrido implantado, significa o ser destinado a
nascer.

Ovdcito: € a célula reprodutora ou gadmeta feminino produzido nos ovarios.

Prematuro ou pré termo: crian¢a nascida antes das 37 semanas de IG

Reproducdo: é a duplicacdo celular sucessiva com posterior desenvolvimento
anatomico, bioquimico e diferenciacéo neurofisiolégica.

Sémen: é o liquido oriundo do aparelho reprodutor masculino e que contem o0s
espermatozoides em suspensao.

Transferéncia de embribes: € o transporte dos embrides obtidos pela FIV desde o
laboratdrio até ao interior do Utero feminino, onde se irdo implantar.

Zigoto - é uma célula diploide, na ultima fase de fecundacéo, quando ja estdo unidos os

cromossomas provenientes do espermatozoide e do ovacito.
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1.4 — NIVEIS DE EVIDENCIA CIENTIFICA

Os estudos sobre os resultados clinicos obtidos com as varias intervengdes, nem
sempre satisfazem critérios de qualidade. Enfrentando a questdo da qualidade dos
efeitos produzidos, Austin Bradford Hill, um epidemiologista e estatistico britanico,
publicou em 1965 um conjunto de critérios destinados a avaliar a causalidade entre uma
doenca ou condigdo de salde e a exposicdo sofrida prévia ou concomitantemente pelos
individuos (Bradford-Hill, A. - 1965).

A possibilidade de avaliar os niveis de evidéncia dos estudos cientificos, deu
inicio a um movimento critico que assentou nos nove Critérios de Bradford-Hill que

se podem enunciar do seguinte modo ***%:

1. Forca da associacdo: A forca duma associacdao € medida pelo risco relativo ou
pelo odds ratio e, quanto maior este for, mais provavel é que haja causalidade.

2. Consisténcia: deve haver relacdo condizente entre os achados de um estudo e 0s
achados de estudos similares. Uma situacdo deve poder observar-se em
diferentes ocasides.

3. Especificidade: é a relacdo direta (especifica) existente entre a exposicdo e a
causa da doenca.

4. Temporalidade: a exposi¢do a causa deve preceder a consequéncia.

5. Gradiente bioldgico (efeito dose-resposta): deve ser proporcional e mensuravel
em gradiente.

6. Plausibilidade biol6gica: a associacdo deve ter uma explicacdo plausivel,
consistente, com evidéncia bioldgica e concordante com o nivel atual dos
conhecimentos.

7. Coeréncia: os achados devem seguir as evidéncias da ciéncia atual.

8. Evidéncias experimentais: se existirem mudancas na exposicao, deverdo mudar

igualmente os padrdes da doenca.

"http://www.actamedicaportuguesa.com/info/apresentacoes_simposio/14_FranciscoBatelMarqu
es.pdf

12 http://pt.wikipedia.org/wiki/Crit%C3%A9rios_de Hill
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9. Analogia: permite uma explicacdo alternativa com outras doencas ou com

outras exposigoes.

Para qualquer associagdo ha essencialmente dois tipos de evidéncia®:

e POEM - Patient Oriented Evidence that Matters
Este tipo de evidéncia analisa as situacdes do ponto de vista do doente tais
como: mortalidade, morbilidade e qualidade de vida.

e DOE - Disease Oriented Evidence

Este tipo de evidéncia analisa as situacGes do ponto de vista da etiologia da
doenca, fisiopatologia, patologia clinica e farmacologia.

Quanto mais critérios de Bradford-Hill forem preenchidos por uma determinada
realidade, maior a possibilidade de existir uma associacao de "causa e efeito".

Apos o contributo deste epidemiologista visando um maior rigor, surgiram outros
modelos quer nas avaliagdes quer nas tomadas de decisdo. Foi assim que emergiu a
denominada Medicina Baseada na Evidéncia (MBE) muito divulgada como método, e
que pode ser definida como a «aplicacdo consciente, explicita e criteriosa, da melhor
evidéncia cientifica disponivel na tomada de decisdes sobre o cuidado individual dos
doentes» (Azevedo, L.F., Costa Pereira, A. -2007)

O principal objetivo destas metodologias na avaliacdo sistematica e critica das
evidéncias cientificas, assenta em trés questdes essenciais (Azevedo L.F., Costa Pereira
A. —2008):

(1) Avaliacdo da validade ou qualidade metodoldgica das publicacGes cientificas.

(2) Avaliacao da importéncia cientifica e pratica dos resultados.

(3) Avaliacdo da aplicabilidade pratica dos resultados.

Tém sido estabelecidos e sdo muito utilizados, diversos niveis de evidéncia na
avaliacdo critica das publicagdes cientificas. Existem distintas hierarquias de evidéncia

disponiveis, mas sdo todas muito semelhantes entre si. Uma das mais conhecidas € a

B Em http://www.bvs.eportuguese.org/seminario/public/documents/BVS_cochrane-
161318.pdf
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que foi estabelecida pelo Oxford Centre for Evidence-based Medicine (OC-EBM)* que
apresentamos no quadro 1.

Uma verdadeira autoridade no levantamento do conhecimento cientifico
publicado é a «The Cochrane Collaboration» surgida em 1993 e criada pelo Professor
Archibald Leman Cochrane (1909 - 1988). A Cochrane é uma ONG internacional e
independente com mais de 28 000 colaboradores em mais de 100 paises, que se dedicam
a missdo de recolher e atualizar informacgdo sobre cuidados de salde e prontamente a
disponibilizarem para todo o mundo. E considerada lider em cuidados de sadde
baseados na evidéncia e os seus colaboradores trabalham em conjunto, produzindo
revisdes sistematicas designadas Cochrane Reviews, que depois sdo publicadas na The
Cochrane Library. E um trabalho de grande credibilidade, utilidade e mérito.

A Cochrane Collaboration possui critérios de evidéncia proprios mas idénticos
aos da Oxford Centre for Evidence Based Medicine (OC-EBM) que, por sua vez, sdo
mais conhecidos. Apesar da enorme utilidade destes sistemas de validacdo, estas
hierarquias de evidéncia ndo sdo suficientes e ha que submeter todos os resultados
considerados importantes, a um escrutinio ainda mais rigoroso. Mesmo em estudos que
utilizam metodologias aparentemente robustas, podem surgir factores de enviesamento.
Quando falamos em vieses, estamos a referirmo-nos aos erros sistematicos que
comprometem a validade dos resultados de um estudo.

Em Portugal, o Departamento da Qualidade da Direcdo Geral de Saude (DGS)
em parceria com a Ordem dos Médicos, adota como base para a emissdo de Normas
Clinicas, os Graus de Recomendacao e os Niveis de Evidéncia constantes nas Tabelas 1

e 2, sempre que outros nao sejam referidos na prépria norma.

' Disponivel em http://www.cebm.net.
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Quadro 1 - Classificagdo de Oxford Centre for Evidence-Based Medicine

Nivel de evidéncia

Tipo e qualidade do estudo

|-A
RS/Meta-analise de RCTs

1-B
RCT individual com 1C-95%
estreita

Revisdo sistematica
normalmente feita por
varios autores.

A conhecida Colaboracao
Cochrane facilita e coordena
revisoes sistematicas desde
1995

Revisao - Sintese de resultados de 2 ou
mais publicacdes sobre determinado tema

Revisao sistematica - tentativa de
sintetizar a literatura existente sobre um
tema referindo os critérios de inclusdo ou
de exclusédo dos estudos consultados

Meta-anélises - técnica estatistica que
sintetiza resultados de varios estudos e
revisoes independentes visando elaborar
uma sintese ainda mais validada

IH-A

RS de estudos de coorte
11-B

Estudo de coorte

RCT de baixa qualidade
IH-C

Out come research
Estudos ecoldgicos

Ensaios clinicos
randomizados

RCT - randomized controlled trial

RS - randomized survey

i -A

RS de estudos de caso-
controle
11 -B
Estudo
controle

individual de caso-

Ensaios clinicos nao
randomizados: coorte, série
temporal

Reporta-se & evidéncia cientifica obtida
mediante estudos ndo experimentais, bem
desenhados, tais como  estudos
comparativos, estudos de correlacdo e
relatorios de casos

1V - Série de casos
Estudos de coorte e de caso-
controle de baixa qualidade

Caso-controle, estudo de

Caso

Estudos de casos individuais ou de
conjuntos de casos individuais

V - Opinido de peritos

Opinides de especialistas,
baseado em evidéncia
clinica, estudos descritivos
ou pareceres de grupos de
especialistas

VI

Investigacdo experimental — in vitro

RCT - randomized controlled trial, RS - randomized survey
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GRAU DE DESCRITIVO

RECOMENDACAO

Grau | Existem evidéncias e/ou consenso geral de que determinado
procedimento/tratamento é benéfico, util e eficaz.

Grau Il Existem evidéncias contraditorias e/ou divergéncia de opinides sobre a
utilidade/eficécia de determinado tratamento ou procedimento.

Grau ll A Evidéncias/opinido maioritariamente a favor da utilidade/eficacia.

Grau ll B Utilidade/efic&cia pouco comprovada pelas evidéncias/opinido

Grau Il Existem evidéncias e/ou consenso geral de que determinado
procedimento/tratamento n&o é benéfico/ eficaz e podera ser em certas
situacOes prejudicial.

Tabela 1: Graus de recomendacéo (adaptado e traduzido de www.escardio.orgq)

NIVEIS DE DESCRITIVO

EVIDENCIA

A A informacéo recolhida a partir de varios ensaios clinicos
aleatorizados ou meta-anélises

B A informac&o recolhida a partir de um Unico ensaio clinico
aleatorizado ou estudos alargados néo aleatorizados.

C Opinido consensual dos especialistas e/ou pequenos estudos,

estudos retrospetivos e registos

Tabela 2: Niveis de evidéncia. Adaptado e traduzido de www.escardio.org



http://www.escardio.org/
http://www.escardio.org/
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2 - FUNDAMENTAGCAO TEORICA
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2 - FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 - INTRODUCAO

Ao iniciarmos o enquadramento tedrico desta dissertacdo, que abrange varias areas

cientificas, gostariamos de expor as etapas que percorremos no estudo exploratorio,

englobando nédo s6 a vertente clinica mas também aspectos juridicos e bioéticos. Por se

tratar de um tema complexo, para o qual a bibliografia disponivel é vasta e se encontra

dispersa, recorremos a estratégia de individualizar cinco capitulos principais de pesquisa

tedrica e que foram os seguintes:

Um primeiro capitulo dedicado a evolucdo de Medicina da Reproducéo, focado

na infertilidade e designado «Infertilidade e Medicina da reproducao».

Um segundo capitulo que incluiu uma revisdo alargada das variaveis em estudo
e designado «Contributos da procriagdo medicamente assistida para a

reproducdo humana.

Um terceiro capitulo direcionado aos aspectos da transmissdo genética e do
desenvolvimento humano sob os efeitos ambientais e bioldgicos das vérias
tecnologias e farmacos usados na PMA, designado «Importancia do meio

ambiente no desenvolvimento humano».

Um quarto capitulo com questdes legais e de reflexdo bioética sobre a PMA e a
criopreservacdo embrionaria designado «Aspectos bioéticos e juridicos da

PMA e da criopreservacdo embrionaria».

Um quinto capitulo com consideracdes sobre neurodesenvolvimento infantil e a
descricdo das caracteristicas e dos motivos de escolha dos instrumentos
psicométricos utilizados na avaliagdo neurocognitiva das criangas deste estudo e

designado «Neurodesenvolvimento infantil - consideracdes e avaliagio».

As implicagdes e a formulacdo das principais hipoteses de investigacdo s&o

abordadas na 3% parte da dissertacdo designada «Estudo comparativo do

neurodesenvolvimento de criangas cujos embrides estiveram criopreservados» e
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que constituiu 0 nosso contributo pessoal e estudo empirico deste tema.

A questdo principal centrou-se na avaliacdo comparativa do neurodesenvolvimento
de criancas anteriormente submetidas a criopreservacdo e este tema mereceu toda a

atencdo que a bibliografia disponivel e os resultados da investigagdo permitiram.

2.2 - INFERTILIDADE E MEDICINA DA REPRODUCAO

2.2.1 — Origem do conceito e definicédo de infertilidade

Embora ao longo da Histéria e até ao século XX, a infertilidade fosse
interpretada como uma circunstancia natural, foi sempre sentida como uma “maldi¢ado
ou castigo” e a procura das causas de tal desvantagem bioldgica levou a uma persistente
busca de solucdes. Uma genuina necessidade de ultrapassar a adversidade e torna-la
suportavel, contribuiu para desenvolver a Medicina da Reproducdo e manté-la na

vanguarda do conhecimento.

Hoje sabemos que «o ponto de partida, o equivalente a um big-bang pessoal, é a
fusdo dum oévulo com um espermatozoide» (Albert Jaquard -1998) mas, nas
comunidades primitivas, a mulher era entendida como a "terra" em que o homem
depositava a sua "semente" e, por analogia, a incapacidade, para gerar descendéncia,
era-lhe tradicionalmente atribuida.

Recordando duas narrativas, que tdo bem ilustram o sofrimento causado pela
esterilidade, evocamos aquelas em que Oseias, na antiga sociedade de Israel, profetizou
que o castigo de Deus incluiria “ventre estéril e seios secos” (0s.9.15) e a de Abrado
qgue permaneceu sem filhos mesmo apo6s dez anos vivendo com Sarah na Terra de
Canad. Sarah conseguiu ser mae dando a luz Isaque, mas apenas apés a serva Hagar ter
tido um filho (Ismael) de Abrado. Primitivamente, quando um casal ndo conseguia
procriar, era permitido ao marido tomar outra mulher e com ela gerar filhos que eram
depois atribuidos ao casal legitimo. No episdédio do dificil confronto com o rei

Abimeleque que fora seduzido pela linda mulher do profeta, também esta escrito que:
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«Abrado orou a Deus, e Deus sarou Abimeleque e a sua mulher e as suas servas, de

maneira que tiveram filhos» (Gn 20.17-18).

As causas do insucesso procriativo sdo muitas e frequentemente inexplicaveis
mas, é nos mitos antigos, alheios a tais conhecimentos, que assenta a etimologia de
muitos dos vocabulos que hoje utilizamos. Na Biblia Hebraica, o termo “estéril” é
designado por “agar” e ¢ muito semelhante ao que significa “infecundo, impotente,
desenraizado”. A violéncia contida na palavra ¢ tdo forte que as suas declinagdes
assumem os sentidos de arrancar, desenraizar e desjarretar, significando este ultimo
vocabulo o corte de ligamentos e tendBes, uma préatica infligida as montadas dos
inimigos durante a guerra (Schokel, L.A. — 1997). Da semelhanca dos conceitos,
sobressai a intensidade e a carga emocional da palavra (Schwarts, S.- 2004), uma vez

que a falta de descendéncia retirava poder ao individuo mesmo no meio do seu povo.

Na etimologia das palavras, também podemos encontrar questdes analogas a
eterna e curiosa «precedéncia original do ovo ou da galinha» e um exemplo sdo as
palavras testiculo e testemunha. Embora se aceite que a palavra testemunha deriva da
palavra testiculo, supostamente porque havia o habito dos homens jurarem falar verdade
sobre este segmento da sua anatomia, ha autores que defendem precisamente o contrério
porque «testis» em latim (= testiculos) ja significava testemunha®. Desta origem se
depreende que os testiculos eram vistos como "testemunhas de virilidade”, o que ¢
revelador duma intuicdo sobre o seu papel. A palavra sémen por exemplo, deriva do
vocabulo latino «semens» (semente) tal como esperma deriva do grego «spérmax»
(semente). O sémen, o liquido no qual se movem os espermatozoides (palavra que
significa «em formato de semente») ndo €, como hoje se sabe, a Unica fonte de vida mas
a semantica antecedeu muito este conhecimento e foram necessarios muitos séculos

para se conhecerem as principais causas de infertilidade.

> Origem das Palavras. Curiosidades lingiiisticas. Pesquisa e texto de Vivian Magalhdes
em http://jovemdez.no.comunidades.net/index.php? pagina=1026031840
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Os termos esterilidade e infertilidade s@o por vezes usados de forma indistinta,
mas denominam situacdes diferentes e para as quais a Ciéncia tem contribuido de forma
diversa. Enquanto a esterilidade é uma condi¢do definitiva que implica sempre
infertilidade, o contrario ndo é verdadeiro. A infertilidade pode ser transitdria. Bastara
que um elemento do casal seja estéril para que ambos sejam inférteis, mas a
infertilidade de um deles ndo implica a esterilidade de ambos. Os dois termos pertencem
ao léxico mais comum, e ambos se aplicam, as situacGes em que existe dificuldade em
procriar. Contudo, a sua definicdo clinica estad bem estabelecida e designa condicdes
concretas:

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define infertilidade como a “auséncia
de gravidez apos dois anos de rela¢oes sexuais regulares e sem uso de contracegdo”
(DGS - 2006). Alguns clinicos antecipam a investigacdo das causas e a intervencgdo
terapéutica quando, ao fim de 12 meses de vida conjugal ainda ndo aconteceu a
gravidez. Como o factor tempo aumenta o sucesso reprodutivo, hd quem, sobretudo na
Europa, designe por «subfertilidade» muitos dos casos que caberiam na definig&o estrita
de infertilidade, mais divulgada nos Estados Unidos. Também se verifica que, alargando
a 36 meses 0 prazo de espera que na definicdo oficial corresponde a dois anos, se obtém
um aumento de 50% na probabilidade de um casal «subfertil» ter conseguido gerar
descendéncia (Gnoth C, Godehardt E. et al. — 2003) e (Gnoth C, Godehardt E, Frank-
Herrmann P. et al. - 2005).

Ao longo do texto adotaremos o termo infertilidade'® para referir as situacées de
auséncia de gravidez ao fim de 12 meses de vida heterossexual ativa no periodo
considerado fértil do ciclo menstrual e sem recurso a meios anti concetivos (Evers, J.L.
—2002). Diz-se que a infertilidade € primaria quando nunca houve uma gravidez prévia
e gue é secundaria nos restantes casos, mesmo que 0s antecedentes sejam de gravidez
ectdpica ou de aborto (DGS — 2008).

® Nos Estados Unidos é mais usada a designacdo infertilidade (Gnoth, C., Godehardt, D.,
Godehardt, E. et al. — 2003)
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2.2.2 — Evolucéo da Medicina da Reproducéo

N&o sendo possivel evocar todo o percurso do conhecimento, podemos no entanto
afirmar que a associacdo das dificuldades procriativas a profundos sentimentos de

rejeicao favoreceu, e muito, o desenvolvimento da Medicina da Reproducéo.

Os egipcios ainda que limitados a consciéncia dos factos mais 6bvios, terdo sido
dos primeiros povos a divulgar segredos para predizer a esterilidade ou para
diagnosticar precocemente uma gravidez (Morice, P., Josset, P., Dubuisson, J.B. —
1995). Nos antigos hierdglifos e posteriormente nos escritos deixados por Hipocrates
(460 — 370 A.C.) que recuperou muitos conhecimentos ancestrais, encontram-se
diversas alusdes ao problema da infertilidade conjugal bem como a plantas medicinais e
até a curiosas mezinhas que se mantiveram em uso até ao século XVIII. A planta
Mandragora por exemplo, cujas raizes sugerem fetos, era conhecida como um
afrodisiaco facilitador da fertilidade feminina e um recurso empirico para a impoténcia

masculina, a que a prdpria Biblia faz alusdo (Gn 30.14-20) (12,15).

Nome cientifico Mandragora officinarum L. - ha registos do uso
medicinal de mandragoras desde a antiguidade. Esta planta possui uma raiz
muito peculiar a que sdo atribuidas a¢des calmantes e analgésicas, mas que se
sabe poder causar alucinagdes quando é ingerida em doses elevadas. Esta
planta ancestralmente classificada como macho e fémea, tornou-se conhecida
como remédio para a impoténcia sexual masculina. De acordo com o antigo
naturalista romano Plinio (“o velho”), a mandragora é macho quando as folhas
sdo largas e a raiz € preta por fora e branca por dentro. No caso da planta

fémea a raiz é toda preta e as suas raizes sao bifurcadas *'.

' http://herbologiamistica.blogspot.pt/2011/04/magia-da-mandragora.html
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Fig. 1 - Mandragora — Fotografia de duas raizes antropomérficas de Mandragora.

Fig. 2 - llustragdo do manuscrito do séc. XV "Tacuinum Sanitatis" *®

“Bhttp://bruxaria-tradicional .blogspot.pt/2011/04/bruxaria-tradicional-mandragora.html


http://bruxaria-tradicional.blogspot.pt/2011/04/bruxaria-tradicional-mandragora.html
http://3.bp.blogspot.com/-UxLNTAFfHGA/TZ9YXq-xIuI/AAAAAAAAAOE/g6mj_EyD7UU/s1600/mandragora.j
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Mandragora_Tacuinum_Sanitatis.j
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A par das persistentes tentativas de vencer a adversidade que a esterilidade
representa, sempre houve a ideia de que as mulheres eram as principais responsaveis
pelas dificuldades reprodutivas dum casal e esta conviccdo que era bem aceite,
prevaleceu até ao fim da ldade Média. De acordo com dados histéricos, a inseminacgéo
artificial podera ter sido iniciada pelos povos arabes que a praticaram em animais por
volta de 1322. Um século mais tarde, em 1420, ha noticia de que D. Joana de Portugal,
segunda mulher do rei Henrique 1V de Espanha, tera tentado dar um herdeiro ao trono,
ajudada por médicos espanhois e recorrendo a metodos artificiais (Pussi, W. A. - 2005).
Esta célebre e nobre tentativa podera ter sido a primeira inseminacdo artificial em seres
humanos, embora a esterilidade do monarca tenha impedido o éxito. Apesar dos
avancos clinicos, o total obscurantismo sobre a biologia da reproducédo manteve-se até a
invencdo do microscépio por Anton von Leeuwenhoek™ que permitiu a descoberta dos
espermatozoides em 1677. O jovem aluno Johamm Ham tera sido o primeiro a
identificar os gametas masculinos, mas foi o seu mestre Leeuwenhoek quem descreveu
a notavel observacdo e a relacionou com o enigma da procriagdo. Na mesma época
foram publicados outros estudos da sua autoria, sobre a anatomia do ovario e a nidagédo

embrionaria.

O facto da publicacdo de factos cientificos se ter generalizado na Europa e nos
Estados Unidos a partir do séc. XVIII, incentivou a experimentacdo e a procura de
novas solucbes para a infertilidade. Em 1776, o bidlogo italiano e também monge
jesuita Lazaro Spanllanzani, opositor das teorias da geracdo espontanea, foi o primeiro a
estudar as consequéncias da congelacdo de sémen e a conseguir a inseminacao artificial

de uma cadela em 1782 %,

No ano de 1785, Auguste Thouret professor da Faculdade de Medicina de Paris
conseguiu fecundar a sua mulher, com a aplica¢do intravaginal do sémen préprio,
recorrendo para tal a uma seringa de estanho. (Fernandes T.B., 2000, p. 50). Também

ficou célebre o éxito do médico escocés John Hunter?! que inseminou uma mulher com

9 Anton von Leeuwenhoek and his perception of spermatozoa. Chapter 4:4.1 Leeuwenhoek and
images of Homunculi . Adapted from an article by EG Ruestow, J. History of Biology 16: 185-
224. Em http://10e.devbio.com/article.php?ch=4&id=65

20 | gzaro Spallanzani. In Infopédia [Em linha]. Porto: Porto Editora, 2003-2014.
2 [Premiéres IAC:John Hunter : 1785-90 (patron de Jenner) Un cas de mari hypospade]
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esperma do epididimo do seu marido portador de hipospadias (deformacéo da uretra)
permitindo o nascimento dum filho de ambos em 1791%. Apesar desta evolucéo, s6 em
1827 é que se identificaram os ovocitos no tecido ovarico e, a grande descoberta de que
0 embrido provem do encontro dum espermatozoide com um ovocito, s6 ocorreu em
1843.

Ja varias publicacdes tinham divulgado casos bem-sucedidos de inseminagéo
artificial homologa, quando William Pancoast inovou a técnica com o uso de sémen de
dador. Esta possibilidade causou grande alvorogo no meio cientifico e deu origem ao
primeiro caso conhecido de gravidez por inseminacdo artificial heteréloga, em 1884%,
Em 1886, Montegazza propds a formacdo de bancos de esperma congelado e Mariom
Sims, que é considerado o pai da Ginecologia, aperfeicoou 0 método aplicando esperma
diretamente no Utero e publicando uma descri¢do detalhada da sua técnica. Em 1889,
Robert Dickison que foi presidente da Sociedade Americana de Ginecologia reportou o
que designava por «impregnacdes» e que mais ndo eram do que inseminagdes com
sémen de dador. Os relatos de tais praticas foram, ndo sé publicados, como até
promovidos, atribuindo-se-lhes vantagens eugénicas que faziam sucesso na época
(Swason, K W. — 2012). Os bancos de sémen proliferaram durante a Segunda Guerra
Mundial e foram concebidas milhares de criancas, que nasceram enquanto 0s pais
combatiam (Fernandes - 2000, p. 50). Na Alemana distinguiu-se o médico H. Schultze
pela sua investigacdo em Medicina da Reproducéo?®.

O conceito de «bebé proveta» foi ganhando consisténcia e, em 1932, foi
publicada a famosa obra de Aldous Huxley «Brave New World» (Admirdvel Mundo
Novo, na traducdo portuguesa) em que o autor descreve de forma profética, ndo sé a
tecnologia da reproducdo artificial como todos os riscos que lhe poderdo estar
subjacentes.

Em 1944, o ginecologista John Rock da Harvard Medical School e a sua

assistente Miriam Menkin conseguiram obter quatro embrides, apds inimeras tentativas

?2 (UNESCO/IUBS/Eubios Living Bioethics Dictionary version 1.3 http:/
homepage.univie.ac.at/herbert.gottweis/WiSe2005/Se_BioPolWiSe2005/EUBIOS-
Bioethics%20Dictionary.pdf)

% (http://theocatho.unistra.fr/maj/pdf/thiel%20dieu%20et%20la%20vie%20-%20chenu.pdf)

2 Cruz, A., Bioética Cristiana, Una propuesta para el tercer milenio, Introduccion al Derecho de
Familia, Pag. 287
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laboratoriais de colocacdo de ovécitos humanos em presenca de espermatozoides 2°.
Estes dois cientistas ndo ousaram introduzir os «seus» embrides na cavidade uterina e
interromperam as tentativas devido ao elevado numero de insucessos, mas o
desenvolvimento da fertilizacéo in vitro (FIV) deve muito ao seu contributo ( Papis, K.,
Lewandowski, P. et al. — 2013)

Coube a Robert G. Edwards o primeiro éxito da FIV, assinalado com o
nascimento de Louise Brown em 1978 no Reino Unido. Foi este pioneiro que
pronunciou a emblematica frase: "The most important thing in life is having a
child,(...)" (A coisa mais importante na vida é ter um filno. Nada é mais especial do
gque uma crianga) e por isso, o reconhecimento do seu mérito com a atribuicdo do
prémio Nobel da Medicina em 2010, ndo sé refor¢ou o sentimento generalizado de que
a capacidade de procriar € um dom, como veio legitimar alguma ousadia na
investigacdo e na pratica da PMA (Gallagher, J. - 2013).

A partir de 1947 comecou a ser divulgada a possibilidade de se congelarem e
posteriormente se aquecerem embrides animais, em estado pré implantatorio,
permitindo adiar o seu desenvolvimento intrauterino (Oliveira Borges, 2000, p.12); um
pouco mais tarde generalizou-se a criopreservacdo de gametas e, em 1973, foi muito
noticiado o sucesso da equipa de David, G. (David, G. — 2009), que congelou 0 sémen
dum rapaz de 13 anos com doenca de Hodgkin e 23 anos mais tarde, através de ICSI,
este jovem conseguiu a fertilizacdo de 5 ovocitos da sua jovem mulher. Foram
transferidos 3 embrides que deram origem ao nascimento de gémeos em 1997 (Le
Monde 02/09/04) ?°.

A primeira gravidez humana, obtida com a técnica de criopreservacdo
embrionaria, conduziu ao nascimento de Zoe Leyland em 1984, uma menina australiana
cujo embrido esteve congelado dois meses. No mesmo ano nasceu O primeiro ser
humano concebido com ovocitos doados e, em abril de 2004 conseguiu-se a primeira

gravidez a partir de tecido ovarico criopreservado (Wang. J., Sauer, M.V. - 2006 ).

% First Human Eggs Fertilized in a Laboratory in
http://www.pbs.org/wgbh/americanexperience/features/general-article/babies-first-eggs-
fertilized/

2 http://www.chu-besancon.fr/erebf / c/Pr_JL_Bresson.pdf.

54


http://www.chu-besancon.fr/erebf%20/%20c/Pr_JL_Bresson.pdf

Criopreservagao embriondria e neurodesenvolvimento infantil

Em janeiro de 2007 Louise Brown o verdadeiro icone contemporaneo da
Medicina da Reproducdo, foi ela propria mae (anunciado em primeira mao no Daily
Express).

Todos estes saberes que se acumularam e participaram na evolucdo da
Humanidade, foram-se transformando numa das mais bem-sucedidas e inovadoras areas
da Medicina. Embora as novas tecnologias da PMA tenham viabilizado o sonho de
muitos pais, contribuiram para novos problemas, onde se destaca 0 aparecimento de
embribes excedentarios e as questdes decorrentes do uso de gametas heterdlogos. Ha
opcdes terapéuticas muito favorecidas pela pressdo que a sociedade exerce sobre os
casais sem filhos e ja legalmente legitimadas, mas que continuam a suscitar um amplo
debate. O utilitarismo que norteia algumas situacdes de parentalidade a todo o custo,
alcancada por um verdadeiro encarnicamento reprodutivo, também gera problemas
novos e questdes ético juridicas nunca antes suspeitadas.Para além da preocupacao
bioética que emerge destas situacdes, tém chegado ao meio cientifico estudos que
desvendam problemas inexplorados mas que apontam para uma maior vulnerabilidade
das criancas artificialmente concebidas (Middelburg K.J., Heineman M.J., et al. —
2008), (Bos A.F., Hadders-Algra M. — 2008), (Hvidtjorn, D., Schieve, et al. — 2009),
(Reefhuis J, Honein MA, et al. — 2009).

2.2.3 — Principais causas de infertilidade

A infertilidade dum casal pode ser determinada por multiplos factores e nem
sempre implica disfuncdo do sistema reprodutor. As causas de infertilidade repartem-se
por factores de origem genética, bioldgica ou causas dependentes das condi¢des de vida.
Na maior parte dos paises, a infertilidade conjugal tem por base 30% a 40% de factores
masculinos e uma percentagem idéntica de causas femininas, com uma incidéncia que
aumenta com o0 avancar da idade. A investigacdo das causas deve sempre abranger 0s
dois elementos do casal porque em um terco dos casos de infertilidade as razdes s@o
partilhadas e em 10% ndo se consegue estabelecer a razdo (Whitman-Elia, G.F., Baxley,
E.G. - 2001), (NSH, Fertility — 2004).

A auséncia de descendéncia aumentou em muitos paises, devido a causas bem

identificadas como o adiamento voluntario da parentalidade, os habitos de vida pouco
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saudaveis, a obesidade, o consumo de alcool ou drogas, o aumento das infecGes de
transmissao sexual e a poluigdo entre as mais citadas (DGS — 2008. Pag.5).

Quando a origem da infertilidade é atribuivel ao elemento feminino, as causas
ginecoldgicas mais frequentes, distribuem-se da seguinte forma: endometriose?’ 5% dos
casos, patologia das trompas 15% e alteracdes da ovulacdo nos restantes 15% ou mesmo
mais casos.

H& condicdes de trabalho e circunstancias de vida dos progenitores, que afetam
de forma comprovada a sua capacidade reprodutiva (DGS — 2008. Pg.12) e exercem
efeitos nocivos sobre a descendéncia.

Tém sido encontrados pesticidas e outros produtos tdxicos, quer no sémen quer
na gordura humana, com impacto na fertilidade. Muitos estudos diretos estdo no entanto
dificultados no elemento feminino, porque os ovdcitos sdo escassos e a simples colheita
chega para alterar o seu estado metabolico. Grande parte da investigacdo, sobre efeitos
biol6gicos mediados por factores ambientais, é feita em células somaticas em que
ocorrem mitoses e ndo nos gametas em que ocorre meiose. A questdo sobre se as
alteracdes mediadas pelo meio ambiente sdo transmitidas de forma estavel (e mantidas
ao longo das divisdes celulares) ou se sdo repostas a seguir a mitose, mediante uma
fonte informativa ainda desconhecida, permanece um assunto de intenso debate, a que
voltaremos a aludir neste texto.

Paracelso, médico alemédo do século XVI e emérito fundador da Toxicologia,
dizia que «a dose faz o veneno» e, bastam pequenas doses para que alguns efeitos
nocivos se facam sentir. Muitos toxicos ambientais tais como as substancias
halogenadas, os metais pesados do tipo do bromo, fluor, iodo e cloro entre outros, sdo
capazes de alterar o funcionamento do eixo hipotalamo-hipofisario e afetar a
homeostasia hormonal de que depende a salde dos organismos vivos. Estas substancias
que funcionam como «alteradores enddcrinos e neuro enddcrinos» existem no Nosso
ambiente, ndo sdo biodegradaveis e quando se acumulam, sdo capazes de modificar ndo
sO a morfologia mas também as fungGes celulares dos organismos expostos.

Os efeitos das substancias toxicas sdo com frequéncia dose-dependentes, o que

leva a que maiores exposi¢cdes conduzam a maiores danos e possam, inclusivamente,

" Endometriose é uma condicdo em que tecido histologicamente idéntico ao do endométrio ou
seja, a mucosa que reveste a cavidade uterina, surge de forma ectopica em outras regides do
corpo fora da parede interna do Utero.
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repercutir-se nas geracoes futuras. Reza a histdria, que Amadeus Mozart sucumbiu aos
33 anos, em consequéncia duma intoxicagdo por mercurio administrado para tratamento
da sifilis, de que o génio musical padecia. A explicacdo é tanto mais verosimil se
tivermos presente uma patologia existente numa regido asiatica em que 0 peixe
consumido tem elevado teor de mercurio. O mercudrio ingerido transforma-se em
metilmercario pela agdo bacteriana e, como € lipossolivel e bastante neurotdxico, pode
lesar vérios 6rgdos ou atingir o cérebro fetal por via placentar, causando a «doenca de
Minamata» congénita. Em alturas de maior poluicdo, aumentam os casos de paralisia
cerebral com lesdes difusas caracteristicas, sendo os fetos mais afetados do que as
proprias maes (Tsuguyoshi Suzuki, et al. — 1992).

De entre as causas de reducdo da fertilidade, hd algumas melhor investigadas: o
alcool, muitos medicamentos e a generalidade das drogas ilicitas incluindo as ditas
«leves», afetam direta ou indiretamente a capacidade procriativa. Também existe uma
comprovada associacdo entre o tabagismo e a quantidade e qualidade dos gametas.

Tanto no homem como na mulher, quer a obesidade quer a caréncia nutricional,
com indices de massa corporal (IMC)?® que ultrapassem por excesso ou por defeito 0s
valores limite de 19 e 29, estdo relacionados com uma reducéo da fertilidade.

De entre as profissbes que mais expdem a factores fisicos e vivenciais
desfavoraveis, contam-se, no homem, todas as profissdes que submetam a regido do
escroto a temperaturas elevadas, (por exemplo a proximidade de fornos industriais e a
conducéo prolongada de veiculos motorizados). Para 0 homem e a mulher revelam ser
nocivos os agentes anti neoplasicos, as infecdes nosocomiais e as radiacdes ionizantes.
A exposicdo profissional a pesticidas, tintas, solventes, cd&dmio, mercurio e chumbo,
entre 0s principais minerais pesados, sdo outras situacdes muito adversas a saude
reprodutiva. Profissdes que envolvam maior tensdo psicoldgica ou esforco fisico ou

trabalho noturno por turnos, também limitam da fecundidade.

28 0 IMC mede a corpuléncia e determina-se dividindo o peso, em quilogramas,pela altura em
metros elevada ao quadrado [peso / (altura X altura)]. Em
http://www.dgs.pt/upload/membro.id/ficheiros/i008253.pdf
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Os casais ou individuos inférteis tendem a ter antecedentes clinicos de maior
gravidade, muitos deles com repercussdo na descendéncia, 0 que constitui uma
acrescida desvantagem.

A fertilidade diminui ao longo da vida em ambos 0s sexos mesmo perante o
notavel aumento da longevidade e no sexo feminino ha uma interrupcdo mais abrupta,
pelo simples facto dos ovocitos se esgotarem. Esta inexordvel redugdo é pouco afetada
pelas condicGes de vida e, por isso, a idade materna adquire grande importancia em

termos demograficos e de seguranca reprodutiva.

De acordo com dados populacionais duma recente Cochrane Review elaborada
pelo Cochrane Menstrual Disorders and Subfertility Group, a infertilidade conjugal
atinge no ocidente 1 em cada 7 casais, ou seja, 10 a 15% da populacdo em idade fértil,
razdo pela qual o recurso a PMA tem vindo a aumentar, adquirindo uma relevancia

social que gostariamos de sublinhar no enquadramento desta investigacao.

2.2.4 — Aspectos genéticos e ambientais da infertilidade

Embora ndo exista um aumento quantificado, constata-se que a infertilidade tem
vindo a aumentar em muitas regides mundiais. Entre os factores apontados como
principais responsaveis, conta-se o facil controle da natalidade e o aumento da idade dos

progenitores quando nasce o primeiro filho (Bredkjaer, H.E., Grudzinskas, J.G. — 2001).

No sexo feminino a capacidade reprodutiva declina 5 a 10 anos antes do fim dos
ciclos ovulatorios e cessa com a menopausa. No mundo dito ocidental existe uma
estreita janela de oportunidade para a procriacao, agravada pelo facto das mulheres que
necessitam recorrer aos tratamentos de infertilidade terem em média mais 5 anos do que

as que concebem espontaneamente (Skora, D., Frankfurter, D. — 2012).

Em alguns paises europeus nomeadamente em Portugal, a idade média das maes
guando nasce o primogénito, aumentou de forma tdo dramatica que ja se situa acima dos
trinta anos®®. Esta nova realidade social tem ajudado a transformar a PMA num recurso

crescente para todos aqueles que desejam procriar mas tém dificuldade em conceber um

% Em 2013 a idade nacional média das méaes & data do nascimento do primeiro filho foi de 29,7
anos segundo os dados do INE
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filho biologico. Até ao momento (2015) ja terdo nascido mais de 4 milhGes de criancas
com recurso a FIV e atualmente 1% dos americanos e 2,4% dos franceses nascem por
este meio (Jammes, H., Fauque, P., Jouannet, P. — 2010). Sdo nimeros demasiado
elevados para serem ignorados e exigem vigilancia, ndo apenas médica mas de toda a

sociedade.

Para além do adiamento da parentalidade, existem causas primarias em que 0S
factores genéticos contribuem para uma percentagem significativa de situacbes. A
infertilidade tende a ser uma &rea pouco acessivel a Genética porque as causas
hereditarias, em Ultima instancia impedem a transmissdo da molécula de ADN de uma
geracdo para outra e, tal facto, impde limites a investigacdo (Lopes, A.M., Aston, K.1.,
et al. - 2013). Na figura 3 esta representada a distribuicdo mundial da infertilidade
indexada ao elemento feminino aos 20 e aos 44 anos, identificando-se curiosas
assimetrias cujas causas sdo multifatoriais (Mascarenhas, M. N., Flaxman, S. R., et al. —
2012).

A Genética atual baseia-se em duas grandes areas que sao a Citogenética, uma
ciéncia que é mais utilizada na clinica e consiste no estudo dos cromossomas e a
Genética Molecular que estuda o ADN e é mais utilizada em investigagdo laboratorial.
Muito do que se sabe sobre a «Genética da infertilidade», resulta de factos observados
em experiéncias animais, uma vez que existem limites éticos muito restritivos para a

investigacdo em humanos.
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Fig. 3 - “Prevalence of primary infertility among women who seek a child, in 2010%.

%0 “http://journals.plos.org/plosmedicine/article?id=10.1371/journal pmed.1001356
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A passagem da informacdo genética humana pode ser veiculada pelos
autossomas>' ou pelos cromossomas sexuais, X ou Y. Esta transmissdo hereditaria
obedece a duas vias principais, mas ndo exclusivas, que séo o tipo dominante e o tipo
recessivo. Porém, além desta transmissdo Mendeliana®® dita classica, coexistem outras
vias recentemente descobertas de transmissdo de informacdo tais como a
hereditariedade mitocondrial, as muta¢es instaveis, o imprinting e as alteracdes
epigenéticas (palavra composta com dois vocébulos de origem grega que no conjunto

significam “sobre a genética”), temas estes que desenvolveremos ao longo do texto.

Muitas das situacdes de infertilidade, tém a sua origem em mutacdes definitivas
mas casuais do cddigo genético, as quais afetam pontualmente o0 ADN. Todos somos
portadores de genes mutados, mas maioritariamente recessivos, em que o efeito nocivo
é compensado pela acdo do gene normal vindo do outro progenitor. A acdo dum gene
recessivo sO se manifesta quando existe em duplicado, exceto em circunstancias muito

particulares.

Como existem milhares de genes diferentes torna-se muito reduzida a
probabilidade de dois individuos, ndo consanguineos, possuirem as mesmas alteracfes
no seu genoma. Também sé esporadicamente é que duas pessoas com as mesmas
mutacdes irdo procriar juntas. Se numa populacdo existir por exemplo, uma mutacao
que afete uma em cada mil pessoas, independentemente do sexo, a probabilidade casual
de duas pessoas afetadas se encontrarem e procriarem, é teoricamente igual ou inferior a
1/1000 multiplicado por 1/1000, ou seja, um caso por cada milhdo. Como cada um dos
membros desse hipotético casal tem 1 gene normal e 1 gene mutado e transmitira
aleatoriamente aos filhos um desses genes, em média s6 uma vez em cada 4 esse casal
heterozig6tico ird transmitir 2 vezes o gene mutado. E necessaria a simultaneidade de
transmissdo dos 2 genes mutados para que 0s descendentes exprimam a mutagdo

recessiva. Assim sendo e de acordo com a genética Mendeliana, quando uma pessoa em

3t Autossoma - cada um dos cromossomas que formam o patrimoénio genético,
a excecao dos cromossomas sexuais (do grego autds, «proprio» +séma, «corpo»). Em
Infopédia -2014.

%2 Gregor Mendel (1822-1884) — Monge augustiniano, professor de ciéncias naturais e o criador
da genética moderna para a qual contribuiu com a célebre descoberta das leis de transmissdo das
caracteristicas dos individuos a sua descendéncia.
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cada mil é portadora duma mutacao recessiva, apenas 1 pessoa em cada 4 milhdes ira
exprimir ou serd afetada pela doenca correspondente a mutacdo. Da mesma forma, em
termos estatisticos, € preciso que uma pessoa em cada 50 transporte uma determinada
mutacdo para que uma doenca ou caracteristica, herdada ao mesmo tempo de ambos os

pais, afete uma crianca em cada 10 mil.

Cada ser humano tem em média trés genes com mutacdes perigosas e esta
realidade constitui o chamado «fardo genético» da humanidade. As consequéncias
dependem do numero de genes envolvidos e por regra todas as mutagBes sdo
desfavoraveis. Os defensores de préaticas eugénicas acreditavam, poder melhorar a
genética das populacbes impedindo a reproducdo das pessoas portadoras de
deficiéncias, o que carece de fundamento. Como a maior parte das doencas s&o
recessivas, 0s genes doentes sdo transportados por pessoas normais (no exemplo
referido ha 1 pessoa afetada em cada 50, e os individuos com dois genes doentes sao
apenas 1 em 10 mil), se se impedir a reproducdo dos individuos afetados, exclui-se em
cada geracdo apenas uma fracdo minima, o que pouco altera a frequéncia média da

mutacéo na populacéo.

A humanidade atingiu ao longo da sua evolugdo, um ponto de equilibrio em que
ha equivaléncia entre as mutacdes que vao surgindo «de novo» e as que desaparecem.
Ha uma estabilidade de genes mutados e, esta selecdo natural tem conseguido que o tal
«fardo genético» ndo aumente de geracdo para geracdo. Com a globalizacdo e a
mobilidade dos povos, as doencas recessivas serdo cada vez mais raras, mas poderdo
tornar-se frequentes em zonas isoladas ou em sociedades estratificadas, que promovam

0 casamento entre membros da mesma casta.

Um risco que podera surgir € o que decorre do recurso crescente a PMA com
potencial para interferir nos sistemas primordiais de selecdo natural. Damos como
exemplo, um estudo sobre infertilidade masculina em que participaram mais de 300

homens com azoospermia® provenientes de vérios centros nacionais e onde se verificou

% Azoospermia — auséncia de espermatozdides no liquido seminal (Do grego a-, «sem»
+z8on, «animal» +spérma, «esperma» +-ia). Em Infopédia: Porto Editora, 2003-2014.
Disponivel em: http://www.infopedia.pt/lingua-portuguesa/azoospermia>.
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que tinham mais alteracGes genéticas do que os individuos com espermatogénese
normal (Lopes, A. M., Aston, K.I., et al. - 2013). A coordenadora do estudo realizado
pelo Grupo de Genética Populacional do Instituto de Patologia e Imunologia Molecular
da Universidade do Porto (IPATIMUP) em parceria com a Washington University
School of Medicine, explicou que as duplicacGes e delecdes genéticas desses homens,
foram encontradas em varios cromossomas (ndo SO nos cromossomas sexuais) e em
genes importantes para a formagdo dos gametas. Alexandra Lopes relacionou a
azoospermia dos portadores de tais mutacdes, com uma resposta encontrada pela

natureza para evitar a disseminagdo desses erros genéticos.

A hereditariedade ligada ao ADN tem uma transmissdo razoavelmente bem
conhecida mas existem outras formas de passagem da informacdo que dependem dos
chamados factores epigenéticos e estdo relacionadas com o ambiente. Repare-se que
todas as células dum mesmo organismo partilham o mesmo ADN, mas funcionam de
formas distintas. Ha modificacbes no meio celular, que podem afetar a expressao, sem
todavia alterarem a sequéncia dos nucleotidos. Foi Conrad Waddington quem primeiro
nomeou este fenomeno, criando o termo “epigenotype” em 1942 para se referir ao
conjunto de factores extrinsecos ao ADN que sdo capazes de influenciar a expressdo
genética e o fendtipo (Slack, J.M. — 2002).

Torna-se necessario um mecanismo que possibilite a diferenciacao celular entre
0s varios tecidos ja que a priori todas as células ttm o mesmo ADN. Esse processo de
reprogramacao celular depende assim dos factores epigenéticos que, em conjunto,
formam o epigenoma. Os factores epigenéticos sdao uma espécie de genes adicionais
que regulam a expressdo dos genes propriamente ditos. De forma criativa diversos
autores tém comparado o genoma (ADN ou cddigo genético) a um livro cujo texto €
sempre 0 mesmo mas que permite diversas leituras ou, numa versao mais digital, o
genoma seria 0 hardware dum computador e 0 epigenoma o seu software (Thomas

Jenuwein e Jérn Walter) ** .

3% Prof. J6rn Walter é o coordenador do projecto alemao para estudo do genoma humano (DEEP
- Deutsches Epigenom Programm) que ainda decorre (2012-2017) sendo um estudo
multicéntrico e multidisciplinar de grande envergadura. O Prof. Thomas Jenuwein é o director
do Instituto Max Planck de Imunobiologia e epigenética. Em www.deutsches-epigenom-
programm.de
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Ao contrario do ADN as caracteristicas epigenéticas sdo sensiveis ao ambiente e
mutéveis com o meio celular. Este mecanismo de interacdo permite a «plasticidade do
genoma humano» e por isso, dois individuos com a mesma base genética, podem
adquirir fenotipos diferentes. E desta forma que mesmo 0s gémeos monocorionicos e

ditos verdadeiros, nunca sdo totalmente iguais.

Uma vez que tudo o que nos rodeia é suscetivel de interferir na quimica das
nossas células, ndo podemos negligenciar os inevitaveis efeitos das tecnologias da PMA
sobre e 0 epigenoma dos gametas ou do embrido humano. Os mecanismos subjacentes a
plasticidade celular, ainda sdo pouco conhecidos mas 0s processos bioquimicos pelos

quais os fenémenos de modificacdo ocorrem, sdo essencialmente trés:

(1) Modificacdo das histonas - sdo proteinas que estdo ligadas ao ADN,
formando com ele os nucleossomas. Durante muitos anos pensou-se que estas proteinas
eram um mero suporte, mas hoje sabe-se que interferem na expresséo e regulacdo dos
genes.

(2) Metilacdo do ADN - esta acdo funciona associada a modificacdo das
histonas. Se néo ocorrer acetilacéo das histonas, em harmonia com a metilacdo do ADN,
produz-se heterocromatina. Ou seja, ADN em configuracdo fechada que impede a

transcrigéo.

(3) «Noncoding» ARN (&cido ribonucleico) **: descobertas recentes no campo
da epigenética e regulacdo genética, vieram revelar o papel regulador das moléculas de
ARN que n&o codificam nem sdo traduzidas em proteinas. Atualmente sabe-se que estes
fragmentos de ARN sdo especificos dos varios tipos celulares e também séo

modificaveis pelos factores ambientais.

Chama-se imprinting gendmico a modificacdo epigénica do genoma, que vai
permitir que se exprimam somente 0s genes dum unico alelo parental (em vez dos dois).

Mesmo com sequéncias iguais do ADN, cada tipo celular pode ter um epigenoma

% 0 é&cido ribonucleico (em portugués com a sigla ARN e em inglés, RNA) é um polimero
constituido pelos nucleétidos adenina, guanina, citosina e uracilo, responsavel pela sintese
proteica e sintetizado pelo ADN (o qual forma moléculas maiores e integra timina em vez de
uracilo)
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diferente originado pelo tipo de metilacdo ou modificacbes das histonas a que foi
submetido (Shiota, K. et al. — 2009). Repare-se que todas as celulas de um organismo
possuem 0 mesmo ADN mas especializam-se das formas mais diversas. Se
pretendermos estudar a sequéncia de ADN, podemos socorrer-nos de qualquer tipo de
celula mas, se quisermos estudar os fendmenos epigenéticos, temos de ter em conta o

grupo celular de onde provém.

Um exemplo do reino animal que é muito conhecido e facilita o entendimento
dos fendmenos de imprinting, é aquele que se observa nos equideos. Tanto o cavalo
(Equus caballus) como o jumento (Equus asinus) tém origem filogenética comum mas
que se tera separado ha milhGes de anos. As diferencas entre jumentos e cavalos ndo
impedem a sua reproducdo hibrida mas o que se passa com a descendéncia é muito
curioso: as crias sdo estéreis e possuem fenotipos muito diferentes conforme a
progenitora seja de uma espécie ou de outra. Ou seja, se a mée for uma égua, a cria tera
orelhas longas e designar-se-4 mula se for fémea e burro se for macho. Se a mée for
uma jumenta a cria sera um bardoto/a (hinny do inglés) que € um tipo de animal pouco
comum, mais pequeno que a mula ou o burro e com orelhas menores®. O processo, que
se pensa ser responsavel por estas diferencas, é o imprinting gendmico dependente dos
factores epigenéticos e do ambiente portanto diverso do processo mendeliano. As bases
moleculares destas formas de transmissdo da informacdo genética sdo desconhecidas,
mas evidéncias recentes apontam para factores difusiveis nomeadamente o ARN, cujo
papel poderd vir a revelar-se ainda mais importante do que a metilacdo do ADN e da

cromatina (Lucia, I.,Daxinger, L., Whitelaw, E. - 2012).

Atualmente ja se conhecem muitas das consequéncias da metilacdo do ADN na

espécie humana (von Kanel, T., Huber, A.R.- 2013):

(1) Regulacdo de genes especificos de forma a controlar o metabolismo celular. As
mudancas de curto prazo nos padrdes de expressdo genética sdo geralmente
causados por factores de transcricdo, enquanto a regulacdo genética de longo

prazo € obtida pela interacdo de multiplos factores.

% «Diferenca entre  jumento, mula, burro, jegue, asno e bardoto». Em

http://guiaanimal.blogspot.pt/2014/09/diferenca-entre-jumento-mula-burro.html
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(2) Imprinting genomico: refere-se, como vimos, a um subgrupo de genes que €
regulado por um mecanismo epigenético especifico, que permanece estavel
durante as divisdes celulares e que se calcula que perfaga 1% do genoma
humano. O imprinting permite a transmissdo de um ou mais genes a partir dum
unico progenitor. Os genomas maternos e paternos tém de ser complementares e
esta complementaridade é conseguida através dum mecanismo que constitui um
verdadeiro “dialogo”, que tem lugar precocemente, na fase pré zigética dos pro

nucleos.

Bioquimicamente o imprinting consiste numa diferente metilacdo dos
genes, 0 que impede a etapa da transcricdo e s6 deixa ativo um dos alelos do par.
Um exemplo bem estudado e conhecido, do resultado duma metilacdo génica
diferenciada, é o que ocorre com 0s cromossomas X de origem materna e
paterna. Na metilacdo do ADN ocorre um processo quimico em que ha adicéo de
um grupo metilo as moléculas de citosina (posi¢do Cs do anel da pirimidina) ou
de adenina (posi¢do Ng do anel purinico) e, esta alteracdo reguladora do gene vai

permitir a expressdo dum Unico dos alelos do par, seja materno ou paterno.

(3) Lionizacdo ou inativacdo do cromossoma X: a metilacdo do ADN esta envolvida
na inativacdo de um dos 2 cromossomas X presentes nos individuos do sexo
feminino, de forma a assegurar uma quantidade idéntica de genes ligados ao

cromossoma X, tanto em homens como em mulheres.

(4) Defesa do genoma: elementos parasitas do genoma, tais como retro
transpossomas, s@o inativados atraves da metilacdo da sua sequéncia de ADN.

Este processo tem um papel chave na manutencéo da integridade do genoma.

Tendo presentes 0s mecanismos enunciados, ndo nos surpreende que as
anomalias do processo de metilacdo do ADN determinem consequéncias. Se houver
falha da metilacdo, uma doenca recessiva ligada ao cromossoma X pode mesmo assim
manifestar-se num elemento feminino se o alelo saudavel for inativado.

Para 0s genes que s6 exigem uma copia ativa, o imprinting garante a inatividade

de um dos alelos, reprimindo-o. A repressdo de alguns genes é vantajosa porque, se nao
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fosse o silenciamento de 1 alelo do par, haveria genes que codificariam proteinas em
quantidade excessiva, 0 que seria prejudicial para as células e levaria ao aparecimento

de doencas especificas ou neoplasias (Ménézo, Y., Lichtblau, I., Elder, K. — 2013).

Ao longo da nossa existéncia, tudo o que consumimos, os habitos de vida, o
clima, a poluicédo, o repouso ou a fadiga, a saude e a sua falta, tudo tem influéncia no
nosso corpo e modifica a quimica das nossas células. Podemos afirmar que o resultado
das situacOes de exposi¢do, a que 0 ser humano esta sujeito ao longo da sua existéncia,
resulta do balango entre estes dois componentes fundamentais: a Genética e o ambiente
(Feil, R., - 2012). E consensual que existe uma hereditariedade ligada ao ambiente que
afeta a fertilidade e esta realidade devolve-nos a realidade da PMA, onde existe

manipulagdo de gadmetas fora do seu ambiente natural.

2.2.5 — Principais etapas da reproducdo humana

“Toda vida provém de uma vida pré-existente” (Bolzan, A.,- 1998)

Antes de prosseguirmos na exposi¢do do nosso trabalho, gostariamos de fazer
alusdo as etapas mais marcantes do inicio da vida humana, totalmente alheias ao facto
da fertilizacdo poder ocorrer ou ndo no exterior do organismo materno, ja que a grande

questdo é: «quando comecga uma nova vida, sempre Unica e irrepetivel».

Quando falamos em embrides, 0 que estd em causa ndo é o método que presidiu
a sua concepcdo, mas sim a realidade de cada nova vida, considerada sempre como um
fim em si mesma (em Serrdo, D. — 2003). Por tal razdo iremos definir os termos «zigoto
e embrido» em permanente consonancia com o que foi estabelecido pelo grupo de
trabalho que preparou o protocolo para a protecdo do embrido e do feto, anexo a

Convencéo de Oviedo de 4 de abril de 1997%’e que reforcou os seguintes conceitos:

Periodo pré concecdo - a ovogénese (apresentada em esquema na Fig.6) e a

espermatogénese, que constituem respetivamente a formacao dos gametas femininos e

%7 Convencdo para a proteccéo dos Direitos do Homem e da dignidade do ser humano relativa as
aplicacdes da Biologia e da Medicina - Convencdo dos Direitos do Homem e a Biomedicina.
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masculinos, podem ser divididos em varias etapas, que no caso feminino sdo as

seguintes:

Fase de multiplicacdo ou de proliferacéo: nesta fase as células germinativas sofrem
mitoses consecutivas, multiplicam-se e originam ovogoénias. Nos fetos humanos do sexo
feminino, esta fase proliferativa termina por volta do 3° més da gestacdo. Ao nascer,
uma crianga do sexo feminino ja possui cerca de 400 000 foliculos de Graff nos seus
ovarios. Embora pareca um ndmero elevado, € muito reduzido comparativamente aos
individuos do sexo masculino que produzirdo espermatogénias, ao longo de quase toda
a sua vida, num processo designado por espermatogénese.

Fase de crescimento: depois da sua formacdo, as ovogonias iniciam a 12 divisdo da
meiose que ird ser interrompida na préfase 1. Nesse periodo haverd um acentuado
crescimento do citoplasma a custa da acumulacdo de substancias nutritivas. O depdsito
de nutrientes é chamado vitelo, e é necessario para a nutricdo e desenvolvimento do
embrido. Terminada esta fase de crescimento, as ovogonias ddo origem aos ovocitos
primarios (também chamados ovdcitos de primeira ordem ou ovocitos de tipo 1). Nas
mulheres, esta fase mantem-se até a puberdade.

Fase de maturacdo: Dos 400 000 ovaocitos de tipo 1, s6 350 ou 400 é que se irdo
transformar em gametas maduros, ao ritmo de um a cada ciclo menstrual. A fase de
maturacao inicia-se com a menarca.

Quando um ovacito de tipo 1 completa a 12 divisdo da meiose, interrompida na
préfase 1, d& origem a 2 células. Uma delas dara o 1° glébulo (ou corpulsculo) polar que
esta destinado a sucumbir porque nao recebe citoplasma e muitas vezes ndo chega a
iniciar a 22 divisdo da meiose. A outra célula, grande e rica em nutrientes, dard um
ovacito de tipo 2 (ovécito de segunda ordem ou secundario).

Quando ocorre a 22 divisdo da meiose, forma-se um 2° corpusculo polar, que
também sucumbird em pouco tempo, e um évulo que constitui o gameta feminino que é
uma celula grande e cheia de vitelo (fig. 6).

Em condigGes naturais existe uma perfeita coordenacdo enddcrina entre o ovario,
o hipotalamo e a hipdéfise que permite o desenvolvimento do ovoécito e a preparacao do

endométrio.
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Fig.4 — Representacdo esquematica da ovogénese®.

** Em http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Citologia2/nucleo16.php
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Embriogénese - A embriogénese, seja ela natural ou secundaria a uma FIV, pode ser
descrita duma forma sequencial, recorrendo as principais etapas que vao desde a
fertilizacdo até ao inicio da vida fetal. De acordo com a descrigdo do bidlogo Alejandro
Bolzan (Bolzan, A. - 1998, p. 28-29) por no6s adaptada, podem enunciar-se as seguintes

etapas:

1°) Fertilizacdo: A gametogénese humana da origem a dois tipos de células haploides
com 23 cromossomas cada, chamadas gametas e designadas espermatozoides e ovécitos
conforme provém do organismo masculino ou feminino. O primeiro contacto do
espermatozéide com a superficie do ovdcito ocorre nas trompas de Faldpio da mulher e
esta etapa, chamada fertilizacdo, finaliza com a unido dos dois pro-ndcleos, juntando os
cromossomos de ambos 0s gametas sob uma mesma envoltura nuclear. E aqui que se
inicia uma nova vida humana. A fusdo dos pré-nucleos ocorre aproximadamente vinte
horas apds o inicio da fecundacdo e restabelece uma célula diploide com 46

cromossomas, tipica da nossa espécie.

2°) Estadio de pré-zigoto: Este € um conceito muito recente. Corresponde a um
momento em que, embora 0 espermatozoide ja tenha penetrado no évocito, o material

genético de ambos ainda nao se misturou, de acordo com os conhecimentos actuais [...]

3% Estadio de zigoto: corresponde ao Gvocito ja fertilizado. Ou seja, ja existe uma
célula dipléide com 46 cromossomas. O zigoto é a célula primordial que surge na ultima
fase de fecundacdo, ap6s a fusdo dos pré ndcleos Quando ja estdo unidos os dois
conjuntos de cromossomas, segue-se a sua condensacdo e organizagdo num codigo

genético Unico que, atraves de divisdes sucessivas, ird formar o novo individuo.

4°) Estadio de pré-embrido: No processo de diferenciacdo podera considerar-se uma
fase pré-embrionaria que vai desde a primeira clivagem ou diviséo celular (formando 2
células) até ao 14° dia apds a fecundagdo (momento em que aparece 0 primeiro esboco
do sistema nervoso = linha primitiva). [...]. A clivagem da primeira célula, diploide e
pluripotencial a que chamamaos zigoto, ao se dividir em duas, origina 2 blastomeros. Ao
fim de trés dias de sucessivas divisdes surge um agregado composto por doze ou mais
blastomeros, ainda envolvidos pela membrana peltcida do ovocito e que se designa por

morula. Por volta do 5° dia a mérula, ja na cavidade uterina, da origem ao blastocisto.
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5°) Estadio de embrido: refere-se ao novo ser em desenvolvimento, a partir do 14° dia
de vida — momento em que, segundo muitos cientistas, se atingiria a individualizagédo
bioldgica do ser humano [...] e que vai até ao 2° més de desenvolvimento. Segundo a
mencionada convencdo de Oviedo, o termo Embrido aplica-se ao zigoto e as fases

sucessivas do seu desenvolvimento.

6°) Feto: Findo o processo de implantacdo, e apds o 2° més de desenvolvimento, o
embrido passa a ser designado por feto, o qual vai prosseguir um amadurecimento

funcional dos 6rgdos, até ao nascimento.

O termo concepto (do latim conceptus) também ¢ bastante usado, sobretudo em
textos de cariz juridico-legislativo e significa “o ser que se inicia no momento da
concepcao e que continua maturando com o mesmo carater ontologico” (Oselka R. -
2005). Ao optar pelo termo concepto, atribui-se caracter humano ao ser resultante da

fecundacéo do 6vulo.

O termo nascituro (do latim nasciturus) refere-se ao ser cujo nascimento é

previsivel ou seja, o ser destinado a nascer (Oselka, G.W. - 2005).

2.3 - CONTRIBUTOS DA PMA PARA A REPRODUCAO HUMANA

2.3.1 — Introducéo

Sempre que um segmento das ciéncias médicas tem uma fase de maior
progresso, tal como ocorreu na sequenciacdo do genoma humano ou na utilizacdo
alargada das células estaminais, surge uma evolucdo em cadeia das tecnologias que lhe
estdo associadas. A Medicina da Reproducdo sendo paradigmatica deste fendmeno,
«interpenetra e recebe influéncias de diversas areas» (Griffith, L.G., Grodzinsky, A.J.-
2001) levando a que as solugbes criadas pela PMA, se tenham transformado num
verdadeiro fendmeno dos «media» que suscita um compreensivel interesse e impulsiona

0 conhecimento cientifico.

74



Criopreservagao embriondria e neurodesenvolvimento infantil

A viabilizacdo do nascimento dum recém-nascido saudavel através da PMA,
impde sofisticados recursos médicos. A manipulagdo de gametas e embrides fora do
organismo, bem como as terapéuticas que estimulam a ovulagcdo ou permitem obter e
preservar esperma e ovocitos para posterior fertilizacao, requerem um vasto conjunto de
técnicas. Sendo o principal objetivo deste estudo investigar os efeitos das tecnologias da
PMA sobre o neurodesenvolvimento infantil, sentimos que se impunha uma referéncia
ao atual «estado da arte» e a sua repercussao sobre o sistema reprodutor e efeitos
conhecidos sobre o embrido humano. Neste pressuposto, recorremos ao contributo
duma abrangente reviséao, oriunda dos Estados Unidos da Ameérica e publicada em livro
(Myers, E.R., McCrory, D.C., et al. - 2008) com texto integral disponivel «on-line»®.
Esta revisdo de revisfes, baseada numa «Cochrane Collaboration» visou escrutinar as
técnicas da PMA (ART na sigla em lingua inglesa) bem como a seguranca das
intervencdes de inducdo da ovulacdo. A equipa de investigadores também fez um
extenso levantamento das publicacdes em inglés surgidas na Medline® entre Janeiro de
2000 e Janeiro de 2008 a que associou revisdes publicadas pelo Cochrane Menstrual

Disorders and Subfertility Review Group e baseou-se em 3 aspectos essenciais:

e Avaliar os resultados gerais da PMA
¢ Avaliar os resultados particulares de cada uma das técnicas e

e Avaliar resultados tardios, relativos ndo s6 & mde mas também ao feto e a

crianca.

Os autores desta obra cujo contributo para o nosso trabalho salientamos, referem
um sentimento que é comum a numerosos investigadores, e que consiste na dificuldade
em selecionar tanta informacéo disponivel. Foram suas (Myers, E.R., McCrory, D.C., et

al. — 2008), mas poderiam ter sido nossas, passe a imodéstia, as seguintes palavras:

«.... Given the large volume of the literature, the methodological complexities
involved in interpreting the literature (in particular, the results of non-

randomized studies of outcomes in subgroups and diagnostic tests), and the

% Effectiveness of Assisted Reproductive Technology em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK38540/
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recent publication of several large relevant trials, the timeline for producing this

draft report was extended (...). »

Apesar da equipa americana ter conseguido identificar 5294 publicagdes
relevantes no &mbito da PMA e rever 1210 artigos completos e 478 abstracts, reportou
um numero reduzido de ensaios aleatorios (randomizados) em que a maioria fornecia
dados insuficientes sobre as taxas de gravidez, ou ndo fazia referéncia a evolucao das

gestacdes, ou a percentagem de nascimentos.

Juntando aquela importante revisdo a analise que fizemos de documentos mais
recentes, sobre as técnicas utilizadas e variantes associadas e reconhecidas pela
European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE - no seu altimo
relatério de junho de 2009), sentimo-nos préximos da saturagdo tedrica em alguns
temas, a0 mesmo tempo que nos depardmos com lacunas de informagcdo em outras
areas. Nao incluindo no nosso trabalho a descricdo do longo percurso diagndstico, e a
dificil tomada de decisdo inerente aos tratamentos de infertilidade, podemos no entanto
dizer que os procedimentos a que os casais inférteis se submetem, se baseiam
essencialmente nas etapas da PMA, a que aludiremos no texto e que a seguir

sumarizamos:
1. Meétodos de preparacdo de gametas e tecidos germinativos
2. Maturacdo in vitro de ovocitos
3. FIV com e sem micromanipulagdo
4. Criopreservacao de gametas e de tecidos germinativos
5. Criopreservacéo de zigotos e de embrides.

6. Transferéncia embrionaria para a cavidade uterina

Sempre que abordamos o0s custos inerentes aos tratamentos de infertilidade,
sobressai 0 contraste entre 0s exorbitantes recursos que sdo necessarios para ultrapassar
as dificuldades reprodutivas e a notavel eficacia e sincronismo da natureza. Para além

dos custos materiais e humanos teme-se que esta interferéncia nos mecanismos naturais,
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possa ter consequéncias nas criangas assim concebidas, bem como nos seus
progenitores e no ecossistema em que vivemos, razfes estas mais do que suficientes

para as legitimas preocupacgdes que estiveram na génese do nosso trabalho!

2.3.2 — Terminologia e principais procedimentos da PMA

No ambito da PMA todo o trabalho silencioso e altamente eficaz que deveria ser
realizado pela natureza, passa a ser mimetizado, ou suportado, pela pandplia de recursos
ja disponiveis. A intervencdo terapéutica, sobretudo na vertente feminina, pode ocorrer
muito antes da indispensavel juncdo dos gametas. Segundo a Human Fertilisation and
Embryology Authority (HFEA)* o que marca o inicio dum tratamento de FIV com
transferéncia a fresco, € 0 momento em que sédo administradas drogas para estimulacédo
ovaérica a futura mae. Se ndo forem utilizadas drogas, o inicio é marcado pela primeira

tentativa de puncéo para recolha de ovdcitos.

O que define a PMA é a manipulacdo de gametas fora do organismo e, este
conjunto de procedimentos engloba numerosas tecnologias satélite, que interferem a
varios niveis do ciclo reprodutor humano. Sendo assim, cabe-nos referir as principais

etapas do processo de reproducdo em que pode existir intervencao terapéutica:

Pré concecdo - nesta fase e sobretudo no que a futura mae diz respeito, ha toda uma
série de abordagens terapéuticas, maioritariamente hormonais, das quais depende o

éxito da PMA e que serdo discutidas ao longo do texto.

Transferéncia intratubaria de ovoécitos (GIFT) (do inglés Gamete Intrafallopian
Transfer — transferéncia intratubéaria de gametas): E uma técnica em que os ovdcitos
maduros, recolhidos cirurgicamente do organismo feminino, séo introduzidos com a
ajuda de um cateter na trompa de Faldpio, onde devera ocorrer a fertilizagdo. Por via

laparoscopica, introduz-se o sémen e 0s ovocitos (em numero de 1 ou 2, sejam

0 A «Human Fertilisation and Embryology Authority» é a entidade independente do Reino
Unido que supervisionao uso de gametas e de embrides no ambito dos tratamentos de
infertilidade e de investigagdo. A HFEA licencia as clinicas de fertilidade que realizam FIV,
outros procedimentos de PMA e ainda a investigagdo com embrifes humanos. In
http://www.hfea.gov.uk/


http://www.hfea.gov.uk/25.html
http://www.hfea.gov.uk/
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homologos ou ndo) no local desejado. Os gametas também podem ser depositados na
cavidade uterina simulando as condi¢des naturais.

Os ovocitos excedentes poderdo ser utilizados numa fecundagéo in vitro e o0s
embrides dai resultantes também poderdo ser conservados para utilizacdo posterior. Em
1988, nasceu a primeira crianca portuguesa em que houve recurso a esta técnica
(SEMER - 2011*%).

FIV e embriogénese inicial - Quando € realizada uma FIV, a sequéncia do
desenvolvimento é, em tudo semelhante ao que acontece em condi¢des naturais, se bem
que perturbada pelas interferéncias iniciais (fig. 7). Nesta técnica tanto a fecundacéo

como o desenvolvimento inicial passam a ocorrer in vitro:

Dia 1 — Apds a inseminacdo ou ap6s uma micro injecdo de sémen no ovécito [técnica
de injecdo intracitoplasmatica de sémen ou ICSI (abreviatura vinda do inglés
intracytoplasmic sperm injection, a qual serd abordada ao longo do texto)] deve ocorrer
a fecundacdo e o estadio de pro nucleos. Ao fim de 12 a 18 horas 0s pro nucleos unem-
se dando origem a um embrido constituido por 1 célula diploide, o designado zigoto.
Desde o inicio da fecundacdo e até a fusdo dos 2 pro nucleos, ha uma fase de pré-
zigoto que dura cerca de vinte horas e que corresponde ao periodo em que o
espermatozoide ja penetrou no ovdcito, mas o material genético de ambos 0s gametas
ainda ndo se misturou. O conhecimento desta fase designada de pro nucleos € recente, e
tem permitido algumas especulacgdes sobre 0 preciso momento em que comeca a vida de

um novo Ser.

Aproximadamente 30 horas apdés a fecundacdo, o zigoto sofre a primeira

clivagem, dando origem a duas células designadas blastémeros.

Dia 2 - existem 2 a 4 blastomeros que se irdo replicar. Entre a fertilizacéo e o estadio de

4 blastdbmeros ocorrem aproximadamente 45 horas.

Dia 3 - ja hd 6 a 12 blastébmeros.

* SEMER — Sector de estudos de Medicina da Reproducdo Humana, actualmente designada de
Servi¢o de Genética Médica e Reproducdo Humana dos Hospitais da Universidade de Coimbra
(HUC)
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Dia 4 - contam-se 64 blastomeros que adquirem o aspeto de uma amora, razdo pela qual

esta fase se designa por morula (do latim morus = amora).
Dia 5 - ha 250 células e o embrido designa-se por blastocisto.

Dia 6 - surge o blastocisto eclodido.

Blastula in endoderm
Blastula Cross Section Gastrula

Fig. 5 — Processo de segmentacdo embrionaria®

Maturacéo in vitro (MIV) — O zigoto ¢ deixado crescer até a fase de embrido de seis a
oito células (48 a 72 horas apds a fecundacdo) antes de ser transferido. Os diferentes
intervalos de tempo a que é feita a transferéncia sdo importantes e fazem variar os
indices de sucesso.

Apbs a fase de incubacdo que é muito limitada no tempo, segue-se a de

transferéncia para a cavidade uterina, onde o embrido prosseguira a divisdo celular.

Gerar mais embrifes e sobretudo conseguir preserva-los para evitar 0s
repetidos e indesejaveis ciclos de estimulacdo ovarica, € um dos objetivos da PMA. No

caso dum tratamento com criopreservacao embrionaria, a HFEA assinala o inicio do

42 http://www.infoescola.com/wp-content/uploads/2009/08/segmentacaol.jpg



Criopreservagao embriondria e neurodesenvolvimento infantil

ciclo com a retirada do embrido criopreservado da cuba de congelamento, para ser
incubado e transferido (HFEA - The Patients’ Guide to IVF Clinics Provisional Data
2002).

Tanto nos processos naturais como apos uma FIV com transferéncia a fresco ou
apos criopreservacdo, a implantacdo do embrido multicelular no endométrio ocorre por
volta do 7° dia apos a fertilizacdo e, no caso do embrido humano, conclui-se por volta
do 14° dia. O processo de reproducdo humana que inclui o desenvolvimento da placenta

e a diferenciacdo do novo ser, completa-se em 40 semanas e culmina com o nascimento.

ICSI (do inglés intracytoplasmic sperm injection) — a ICSI consiste na micro injecdo
dum espermatozoide diretamente no ovocito, o que possibilita a fecundagéo (fig.6). O
desenvolvimento desta técnica surgida pela primeira vez em 1993, constituiu uma
verdadeira revolucdo para os casos de subfertilidade masculina e vai sendo cada vez
mais utilizada pelos bons resultados que proporciona.

Os espermatozoides que podem ter menor mobilidade, sdo selecionados pela
morfologia e, esta técnica de ICSI cléssica, digamos assim, tem evoluido. A ICSI passa
a ser designada por IMSI quando se recorre a ajuda da microscopia de alta resolucdo. A
IMSI (que significa entdo injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides selecionados
pela morfologia de alta resolucdo) requer um microscépio de micro injecdo com uma
capacidade de resolucdo muito elevada ou seja, com um poder de ampliacdo até 16 mil
vezes, em detrimento dos aparelhos tradicionais que aumentam até 400 vezes em média.
E escolhido um Unico espermatozoide de preferéncia o que parece mais apto, o qual é
depois colocado dentro do dvulo, ou na zona pelicida do gameta feminino, com a ajuda
duma micropipeta.

Em novembro de 2010 nasceram em Portugal duas criangas concebidas pela
técnica de IMSI, em que foi utilizado um microscopio invertido para microinjecdo de

espermatozoides e que preenchia estes critérios.
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= |

Fig. 6 - Técnica de ICSI (intracitoplasmatic sperm injection) **

A seguir a ICSI e vencidas as dificuldades atribuiveis ao componente
masculino, seguem-se o0s passos de uma FIV classica e o embrido é transferido para o
Utero, entre trés a seis dias como habitualmente. Os espermatozoides podem ser
recolhidos diretamente do sémen ejaculado ou através da aspiracdo dos tubos
seminiferos ou do epididimo.

Nos casos em que ndo existe infertilidade masculina, ndo existe evidéncia de
qualquer beneficio atribuivel a ICSI (comparativamente a FIV cléssica), mas tem havido
um aumento sensivel do recurso a esta técnica, mesmo na auséncia dum acréscimo
equivalente das situac@es de infertilidade por fator masculino. De acordo com a mesma
fonte (ESHRE - 2009), a FIV e a ICSI contribuiram respetivamente para 36,7% e
63,3% dos ciclos de PMA analisados (com grandes variacfes entre paises) e foram
utilizados embriGes congelados em 24,6% dos casos. A comunidade cientifica
interroga-se sobre se, este excessivo recurso a ICSI ndo ira contribuir para a

disseminacéo da infertilidade por fator masculino nas gerac@es vindouras.

Doacdo de gametas: ovdcitos (DO) ou espermatozoides (DE) - A PMA estabelece
diferencas com o processo natural, e uma das que levanta maiores questdes éticas,
decorre da circunstancia de se poder utilizar gametas heterélogos a um casal. Em alguns
casos de esterilidade, pode recorrer-se a doacéo de ovocitos ou de esperma ou mesmo a
adocdo de embrides e realizar toda a fase inicial da concegdo em meio laboratorial.
(NICE Clinical Guidelines —2004)

> Em http://fertileweb.com/reproductive-medicine/icsi/
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A doacdo de ovocitos ou de sémen pode ser uma opg¢do para dadores férteis, ou
pacientes de PMA em condicGes de o fazer. Em contraponto & doacdo de sémen, que é
facilitada pela natureza, a colheita de ovécitos requer quase sempre uma indugédo
hormonal da maturacdo folicular e da ovulacdo, seguida de aspiracdo por meios
cirargicos. Os ovocitos obtidos ap6s estimulacdo ovéarica sdo colhidos apoés
amadurecimento e podem ser submetidos a um tratamento que permite a sua
conservacao. Em 2002, em Portugal, a SEMER além da criopreservacdo de gametas,
iniciou a congelacao de ovdcitos fecundados no estadio de dois pronucleos.

A decisdo sobre o numero de ovdcitos a inseminar, interfere no éxito dos
tratamentos de infertilidade e é motivo de imenso debate porque condiciona o nimero
de embribes suscetiveis de transferéncia. (Pandian, Z. et al. Cochrane Database Syst
Rev. - 2013).

Intervencéo farmacolégica - S&o frequentes os casos em que um dos progenitores nao
tem qualquer problema, mas é submetido aos tratamentos da PMA, para que a FIV
possa ser realizada. No cenario meramente teorico, 0s procedimentos sdo tecnicamente
acessiveis. Em relagdo ao elemento feminino os protocolos terapéuticos sdo mais
complexos mas em relacdo ao elemento masculino 0s procedimentos Sdo pouco

invasivos e raramente passam por abordagens farmacoldgicas.

Acontece que promover numa estimulacdo hormonal que provoca a maturagédo
dum elevado numero de ovacitos, os quais depois de fertilizados in vitro podem dar
origem a formacdo de numerosos embriGes, ndo é um procedimento isento de riscos.
Embora a estimulagdo ovarica aumente a probabilidade de se conseguir o tdo desejado
filho, também eleva os riscos obstétricos e levanta importantes questdes bioéticas
relativas a criacdo e manutencdo de embrides excedentarios que séo todos aqueles que

tendo sido concebidos, nunca foram implantados (Daniel Serrdo — 2003) (Schenker, J.G. —
2011).
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2.3.3 - Recursos actuais da PMA

2.3.3.1 — Introducéo

Tem havido uma enorme evolugdo quer das abordagens farmacoldgicas quer dos

processos de manipulagéo e de preservacao de gametas e embrides.

Os indices de sucesso na PMA sdo muito inferiores aos que decorrem dos
processos naturais, embora as causas ndo se devam apenas as tecnologias utilizadas. De
acordo com dados publicados pela «Associagdo Portuguesa de Fertilidade» (APF) ** as
taxas médias de maturidade oocitaria, de fertilizacdo e de desenvolvimento embrionario
pré-implantacdo dependem mais de factores pessoais e aleatérios (qualidade dos
ovacitos e dos espermatozoides) do que das técnicas utilizadas.

Neste trabalho descreveremos algumas das intervencgdes farmacoldgicas a que as
mulheres com problemas de fertilidade ou desejo de engravidar séo submetidas, porque
consideramos que tais técnicas da PMA terdo que dar origem a inevitaveis alteracdes
epigenéticas no organismo feminino, nos seus gametas e consequentemente na sua

descendéncia.

2.3.3.2 - Intervencéo terapéutica no ciclo reprodutor feminino

A intervencdo terapéutica da PMA, para quem deseja ser mde num contexto
reprodutivo desfavoravel, impde numerosos procedimentos e etapas que interagem entre
si e tentam reproduzir as condi¢bes naturais. Esse percurso imple duas etapas

fundamentais:

1 - Estimulacdo artificial do ovério para que surjam mais foliculos, capazes de

fornecerem ovacitos que uma vez fertilizados, possam dar origem a embrides.

2 — Sincronizagdo entre 0 momento da transferéncia, as condi¢des do endométrio e os

niveis hormonais que mais favorecam a evolucédo da gravidez.

O processo é exigente e ha condi¢bes naturais que nao é possivel reproduzir mesmo

com tecnologia sofisticada. Recuando a fase mais inicial do ciclo reprodutor feminino,

* http://www.apfertilidade.org/web/tecnicas-de-reproducao/134-fecundacao-in-vitro-fiv
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recordamos que 0s ovOcitos se mantém num estado haploide e ndo metilado até a
puberdade, altura em que a menarca (1* menstruagdo) marca o inicio dum novo ciclo.
Sob o ponto de vista hormonal o ciclo ovarico depende da secre¢do alternada de quatro
hormonas: o estrogénio e a progesterona, secretados principalmente pelos ovarios, e as

hormonas luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH) produzidas pela hipofise.

No inicio de cada ciclo menstrual, a hipdfise liberta pequenas quantidades de FSH e
de LH que estimulam o crescimento dos foliculos ovaricos. O amadurecimento dos
foliculos condiciona um aumento da produgdo de estrogenios, que favorece a
proliferacdo do endométrio. O nivel méximo da producdo estrogénica é atingido a meio

do ciclo e atua duma forma conjugada.

Neste processo verificam-se dois fendmenos: uma concentragdo inicialmente alta de
estrogénio que reduz os pulsos de LH e FSH hipofisarios mas, logo de seguida, causa
um subito aumento hormonal pré-ovulatério que estimula a rutura do foliculo e a
libertacdo do ovocito (ovulacdo). Os elementos residuais, do foliculo rompido na
ovulacdo, ddo origem ao corpo luteo o qual, por sua vez, ird libertar estrogénio e
progesterona. Caso tenha havido fertilizagdo a progesterona permanece elevada, de

forma a manter a gestacdo, até que a placenta assuma essa funcao.

Em mulheres amenorreicas, com disfuncdo hormonal ligeira, pode constituir
tratamento suficiente, a administracdo da hormona hipotalamica libertadora de
gonadotrofina (GnRh) em pulsos (que induzem a libertacdo apropriada das hormonas
gonadotroficas hipofisarias FSH e LH) ou um tratamento com gonadotrofinas. Existem

outras opgdes terapéuticas que incluem:

e Antagonistas orais dos estrogénios
e Puncéo ovarica com diatermia®

e Gonadotrofinas injetaveis.

* es0es superficiais do ovario capazes de alterar a producdo enddcrina e favorecer a ovulagio
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Descreveremos em tracos gerais os protocolos farmacologicos mais usados nas
varias etapas do ciclo ovarico (ESHRE, Hum Reprod. - 2009) recordando que apds a
reativacdo hormonal do primeiro estddio da meiose, é feita uma pungdo do ovario em

ambiente cirurgico, e sdo colhidos os ovacitos para serem fecundados no exterior.

(1) Supressdo da secrecdo enddgena de gonadotrofina hipofiséria

A fim de se obterem mais foliculos amadurecidos, tenta-se atrasar o pico normal
de LH, com a chamada «pituitary down-regulation». A supressdo hipofisaria obtém-se,
administrando agonistas da GnRH, 2 ou 3 semanas antes do ciclo previsto para a FIV.
Em alternativa, pode recorrer-se aos antagonistas diretos do recetor GnRH, que ndo

exigem tratamento prévio com anticoncetivos orais.

(2) Estimulacao ovarica com agentes exdgenos

Logo que ocorre a baixa das gonadotrofinas endogenas, administram-se
gonadotrofinas exdgenas provocando uma hiper estimulacdo ovarica controlada.
Utiliza-se a gonadotrofina coriénica humana (hCG), que tem uma atividade biolégica
idéntica a da LH e também induz a desejada maturacdo que deve anteceder a colheita
dos ovdcitos.

Hé& varias modalidades para inducdo da ovulagcdo mas nem todas as mulheres,
mesmo hormonalmente normais, respondem a terapéutica estimulante com uma
producdo aumentada de foliculos (definido como trés ou mais) sendo comuns

respostas mais fracas.

(3) Inducdo da maturacdo folicular e ovulagédo

Num ciclo espontaneo, a ovulacéo é estimulada pela subida de LH. O aumento da
progesterona causa a luteinizagdo indispensavel para a preparacdo do endométrio, a
implantacdo do embrido e a placentacéo inicial. A situacdo ideal exige sincronizacao
porque, se a ovulagéo ocorrer cedo demais, todo o ciclo FIV pode ficar inviabilizado.
A estimulagdo ovarica, controlada, obedece a regras precisas. A maturacdo dos
foliculos (idealmente 3 foliculos com pelo menos 17 mm) é monitorizada
ecograficamente porque, a libertacéo e a colheita dos ovdcitos na altura ideal, tem de

ser programada.
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(4) Colheita de ovdcitos (Puncao)

A colheita de ovdcitos € feita através de puncdo folicular, sob analgesia e
monitorizada ecograficamente. Os ovdcitos mais promissores podem ser logo
incubados com os espermatozoides. Ocorrida a fecundacgéo, o embrido € mantido num
ambiente de estufa até a transferéncia ou até a criopreservacao.

Os métodos de analgesia utilizados ndo parecem interferir com as taxas de
gravidez alcangadas (Kwan, 1. et al., Cochrane Review — 2005).

(5) Métodos de preparacdo do endométrio para a transferéncia
Nas transferéncias de embriGes congelados, ndo é feita estimulacdo ovarica prévia
nem é indispensavel a preparacao do endométrio. Alguns centros preferem otimizar as

condicdes uterinas na altura da transferéncia, defendendoa sua vantagem.

(6) Transferéncia intra tubaria de gametas (GIFT)

Em cada ciclo liberta-se em regra um Unico ovocito proveniente do foliculo
melhor desenvolvido. Segue-se a “captagdo” desse ovocito pela trompa de Falopio,
que ¢ o local habitual da fertilizacdo. No procedimento conhecido por GIFT, o 6vulo e
0 espermatozoide sdo introduzidos numa das trompas por laparoscopia, aguardando-se

que a fecundacéo ocorra naturalmente.

(7) Terapéuticas facilitadoras, suporte luteinico e novas abordagens

O efeito secundario mais reportado na estimulacdo hormonal do ovério, é o

chamado «sindrome de hiper estimulacdo ovéarica» (OHSS), que é lesivo da salde

materna e favorece gravidezes multiplas e de alto risco (ESHRE - Hum Reprod. 2009).

A supressdo da GnRH e a aspiracdo das células foliculares durante a colheita
de ovécitos podem inibir a luteinizacdo e a producdo da progesterona. Nos
tratamentos com FIV é aconselhavel dar um suporte luteinico porque favorece a
evolucdo da gravidez. Varios centros tém associado outros adjuvantes tais como,
drogas vaso ativas (nitroglicerina por exemplo), corticosteroides, aspirina ou mesmo
outros anti inflamatdrios ndo esteroides. O anti inflamatdrio piroxicam, dado na
vespera da transferéncia embrionaria, foi o Unico que revelou aumentar de forma
significativa os indices de gravidez, quando comparado com um placebo (Moon, H.S.,

Park, S.H., et al. - 2004). Algumas mulheres, acima dos 40 anos responderam
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positivamente a administracdo de corticosteroides ou de hormona de crescimento e
algumas portadoras de sindrome do ovario poliquistico beneficiaram da adicdo da
metformina (antidiabético oral) (Harper, K. et al., Cochrane Reviews 2003), (Poustie,
V.J., etal. —2007) e (Boomsma, C.M., et al. — 2007).

Uma preocupacdo mantida é a relacdo entre a PMA e o risco aumentado de
neoplasias, tanto na mulher infértil que se submete aos tratamentos como na sua
descendéncia. Alguns estudos apontam para um risco de carcinoma do ovario até trés
vezes superior, nas mulheres que fizeram hiper estimulacdo ovarica, mas o0s casos s&o
de qualguer maneira muito raros (Potashnik, G. et al. — 1999). Uma meta analise de
2004 concluiu que as mulheres inférteis ttm um risco aumentado de cancro do ovario,
relativamente as mulheres férteis independentemente dos tratamentos de infertilidade
(Kashyap, S. et al — 2004).

Num contexto diverso das questbes que enuncidmos, estdo as atuais
possibilidades de criopreservacdo de tecido ovarico, em doentes jovens com neoplasias

e estas técnicas muito promissoras ja sdo realizadas em Portugal desde 2007.

2.2.3.3 — Intervencao terapéutica no ciclo reprodutor masculino

A reproducdo natural, na vertente masculina, integra as seguintes etapas:

e Producdo de esperma em quantidade adequada e com espermatozoides com
mobilidade e vitalidade suficientes que permitam a longa viagem até a trompa de

Faldpio.

o Uma interacdo quimica complexa entre o espermatozoide e o ovocito de forma a

permitir a fertilizag&o.

As situacfes que afetam estas duas etapas, reduzem as possibilidades de
fertilizacdo e podem manifestar-se de forma transitoria ou definitiva. Uma redugéo
ligeira ou moderada do nimero de espermatozoides, conhecida por oligospermia, pode
permitir uma inseminacéo intra uterina ou uma FIV mas, a azoospermia [auséncia total

(ou quase) de espermatozoides] impde uma ICSI ou constitui uma impossibilidade
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procriativa. Passa-se 0 mesmo com as situacfes de astenospermia (falta de vitalidade)
ou teratospermia (morte dos espermatozoides).

E possivel proceder a uma estimulagdo hormonal masculina, com o objetivo de
melhorar a producdo espermatica mas 0 seu uso nao estd generalizado. Os homens com
hipogonadismo hipogonadotréfico de instalagdo pés-pubertaria mas sem criptorquidia®,
quando submetidos a tratamento com gonadotrofinas podem, tal como as mulheres,
reagir com aumento da produgdo de gametas, melhorando significativamente a
fertilidade (evidéncia de nivel 3)*'.

A intervencao da PMA no organismo masculino € muito menor do que no feminino

e habitualmente faz-se sentir apenas a dois niveis (NICE Clinical Guidelines, No. 11):

a) Colheita de esperma — pode ser feita de forma direta, ou através de
procedimentos cirdrgicos de que é exemplo a puncéo do epididimo, realizada em
homens vasectomizados, ou em situacbes em que sO se encontram

espermatozoides inviaveis no sémen.

Em casos de ejaculacdo perturbada ou retrograda e patologia neuroldgica por
exemplo, pode recorrer-se a métodos de vibracdo ou electroestimulacdo para conseguir
a emissdo duma amostra de sémen, que pode ser recolhida da urina. Ndo existem
estudos aleatorizados, relacionando os efeitos destes procedimentos com o éxito da

PMA ou com a evolucao do embrido.

b) Preparacdo do esperma para a fertilizacdo - A ICSI é o método de eleicao
na abordagem da infertilidade masculina mas ndo esta preconizada na auséncia
de patologia. Tem sido relatado um recurso excessivo a esta técnica embora
ndo esteja provado que os resultados sejam superiores aos dos métodos mais
classicos da FIV (Verhulst, S.M., et al. Cochrane Reviews — 2006), (Van
Rumste, M.E, et al. Cochrane Reviews — 2003).

46 Criptorquidia ou Criptorquia (de Cripto que significa caverna e orquis que significa testiculo)
designa a condi¢do em que o testiculo ndo desceu completamente desde a cavidade abdominal
até ao escroto. O testiculo ectdpico também permanece na cavidade abdominal mas em posicao
anomala fora do trajecto habitual.

" Evidéncia de nivel 3 de acordo com o Oxford Centre for Evidence-based Medicine Levels of
Evidence (Maio 2001). Ver também pég 31.
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Na anorquia (auséncia de testiculos) ou perante a falta total de células
germinais, a unica hipotese para uma gravidez, reside na doacao heter6loga de sémen.
O ultimo relatério da ESHRE inova os anteriores porque inclui dados sobre a origem
aut6loga ou heterdloga do sémen utilizado na fertilizacdo. E uma questdo sensivel e
nem todos os paises fornecem este tipo de informacdo, mesmo que os dados se

tenham tornado publicos e estejam anonimizados em relagdo ao casal progenitor.

2.2.3.4 - Fertilizagdo assistida e crescimento embrionario.

Na FIV ou inseminacdo artificial a juncdo de ovdcitos e espermatozoides é feita em
meio laboratorial. Numa placa de cultura, colocam-se os gametas (fracdo swim-up)
numa concentracdo aproximada de 50.000 espermatozoides por foliculo ou por ml e
espera-se que a juncdo das células ocorra espontaneamente. Esta unido pode ser

facilitada pelas técnicas de ICSI e IMSI.

No seu inicio, 0 embrido humano possui uma grande plasticidade e desenvolve-se
numa variedade de meios de cultura embora os requisitos nutricionais da fase pré
implantatoria difiram dos da fase de blastocisto. A descoberta deste facto levou ao
desenvolvimento de meios sequenciais de crescimento, mantendo rigorosas
caracteristicas fisicas e microbiolégicas (Gardner, D.K, Lane, M., 2012). No passado
chegou a usar-se soro humano da futura mae, ou mesmo sangue de corddo umbilical,
mas tais praticas foram descontinuadas. Atualmente todos os meios séo enriquecidos em
glucose, aminoacidos, macromoléculas (maioritariamente albumina recombinada),
EDTA e calcio. Apesar deste enriquecimento nutricional elaborado por equipas
multidisciplinares, nunca até hoje se consegiu garantir, o desenvolvimento extrauterino
dum embrido para além de seis ou sete dias.

H& meios de cultura que proporcionam maior estabilidade (Ben-Yosef, D., Amit, A.,
et al. — 2004), (Quinn P, Cooke S., - 2004) e alguns estudos animais ja demonstraram
que as varias composic¢es comerciais (Vitrolife, Cook® medical e FIV online medium
entre outros) tém diferentes repercussdes, a longo prazo, nomeadamente sobre o0 peso ao

nascer.
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Ha& poucos estudos que relacionem os meios de cultura com a evolugdo embrionéria
mas os efeitos desta interacdo precoce justificam estudos mais aprofundados, devido a
sua importancia atual (Ménézo, Y. — 2013). Recentemente a equipa de Carlijn G.
Vergouw (Vergouw, G.C., et al. — 2012) veio reafirmar o facto de existirem poucos
estudos comparativos, e sublinhou as preocupacOes existentes acerca dos efeitos
colaterais dos meios de cultura sobre aspectos mais subtis do desenvolvimento futuro

das criangas assim concebidas.

2.2.3.5 - Composicao dos meios de cultura

Nunca foi possivel recriar uma evolugdo dindmica dos meios de cultura,
semelhante ao que a natureza faz in vivo. A melhor alternativa s&o 0s meios sequenciais
e esta area do conhecimento estd em permanente evolucdo. Apds a escolha do meio
entre varias opcOes, € necessario otimizar as formulas, trabalho esse que € feito por
equipas multidisciplinares. Todos os aspectos bioquimicos e biofisicos sdo importantes
e, tanto a temperatura como o Ph dentro das camaras de incubagéo, exigem limites

muito estreitos.

Ph e gases - O Ph enddgeno do organismo humano é regulado por um tampdo de
bicarbonato, equilibrado in vivo através da anidrase carbonica e da concentracdo de
CO2 circulante. O Ph in vitro é mantido pela atmosfera de CO2 associada a
concentracéo de bicarbonato do meio de cultura.

A percentagem de gases utilizados e dissolvidos nas solucdes artificiais, difere
de espécie para espécie e por isso, a sua otimizacdo ndo é favorecida pela
experimentacdo animal. Sabe-se, por exemplo, que uma baixa de 5% na concentracdo
de oxigénio, produz blastocistos com mais células do que 0s que seriam produzidos em
meios com concentracdo de oxigénio proxima dos 20% (Gardner, D.K. - 2012, pag.
209) ou que a adicdo de acido hialurénico ao meio de cultura, versus o uso de meios
padrdo, mostra alcancar, em alguns estudos, melhores indices de gravidez (Friedler, S. —
2007).

A concentragdo de O; in vivo difere da que é usada in vitro: os fluidos das

trompas contém 7 % de O,, enquanto os embrides sdo cultivados em meios artificiais
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com até 18% de O2 (5% CO, no ar). Ha quem defenda a cultura embrionaria em
atmosferas com 5% de O, mas tal assunto ainda é controverso. Verifica-se que ha
sempre libertagdo de radicais livres mesmo na presenca de baixos niveis de O2 e de
substancias redutoras, circunstancias estas que nao serao isentas de efeitos.

As bases nucleares séo outras componentes fundamentais dos meios de cultura,
porque sdo precursoras dos &cidos nucleicos cuja sintese esta muito ativa na fase de
ativacdo do genoma. O embrido em fase pré implantatdria é capaz de sintetizar bases
puricas e pirimidicas, que sdo precursoras de ADN e de ARN, utilizando o CO2 do
bicarbonato, num processo que exige elevado dispéndio de energia.

O CO; € necessario para a sintese das bases pirimidicas (timina, citosina e
uracilo) e ha etapas de transcricdo e de reparacdo do genoma que envolvem remocdo de
fragmentos de ADN tanto do espermatozoide como do ovdcito. Coexistem sistemas
enzimaticos eficazes na reparacdo e na degradacdo dos produtos do catabolismo, para
que estes ndo voltem a ser integrados no genoma. O meio tera portanto que fornecer os

nutrientes indispensaveis.

No que respeita a osmolaridade esta é mantida entre 280 e 290 miliosmol por
Kg e sabe-se que qualquer variacdo interfere no transporte de agua através das
membranas celulares. Tentando imitar as condi¢fes naturais, a osmolaridade de alguns
meios artificiais € estabilizada em cerca de 260 miliosmois, com o objetivo de reduzir
alguns efeitos nocivos dos aminoécidos. O equilibrio € dificil de obter porque
diminuindo a osmolaridade, também baixam as concentracfes de alguns aminoacidos

essenciais aos processos de imprinting.

As secrecdes do trato genital materno contém todos os aminoacidos necessarios
a sintese proteica que é realizada nos 3 primeiros dias de vida e que, por sua vez,
depende da traducdo das moléculas de ARN mensageiro poliadenilado armazenado no
ovocito. A falta dos aminoacidos essenciais impede a sintese proteica e acelera os
processos de morte celular. A propor¢cdo entre 0s varios aminodcidos € ainda mais
importante do que a quantidade, e as secre¢des das trompas das varias espécies animais

sdo semelhantes relativamente a este aspeto.

Ha importantes interacdes entre o0 metabolismo dos hidratos de carbono e o dos
aminoéacidos sobretudo ao nivel do ciclo de Krebs. A glutamina é o aminoécido chave

na sintese das purinas e das pirimidinas porque fornece atomos de carbono para a
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sintese de novo. A glutamina é estavel nos meios de cultura sob condic¢des ligeiramente

alcalinas, em que a sua degradacao € reduzida e se produz menos amonia.

A glicina é o0 aminoacido mais abundante nas secre¢des tubarias e uterinas e tem
um papel importante na regulacdo da osmolaridade enddgena do embrido. A glicina
além de ser um importante osmolito, pode quelar o zinco (quatro moléculas de glicina
para uma de Zn™") ficando disponivel para ser transportado para o interior das células. O
turnover da glicina é um dos marcadores da qualidade proporcionada aos embrifes

humanos criados in vitro.

Os aminodcidos cistina e a metionina contém enxofre e desempenham um
papel importante na metilacdo e no imprinting. O imprinting ocorre a seguir a
fertilizacdo e, se esta fase for desorganizada, pode prejudicar o desenvolvimento pré e
pos implantacdo. Nos modelos animais, os alelos silenciosos sdo exprimidos com erros
e sdo pouco metilados se crescerem em meios de cultura pobres em aminoacidos. A
metionina, € classificada como um ‘“aminoacido essencial” e é o maior efetor da
metilacdo pela via da S-acetil-metionina (SAM). A metionina ndo pode ser excessiva e
tem de estar em equilibrio com os restantes aminoacidos porque a sua afinidade para as
moléculas de transporte celular é tdo elevada, que reduz a captacdo dos outros
aminoacidos. A metionina também entra na composi¢do como percursor das poliaminas
designadas espermina e espermidina. Estas proteinas ligam-se ao ADN, neutralizam as
cargas acidofilas e desempenham um papel importante na divisdo celular. A SAM e
outros agentes que efetivam a metilagdo, tais como as vitaminas do grupo B, séo
reguladores epigenéticos importantes, capazes de afetar a estabilidade do ADN, a

metilacdo das histonas e o imprinting.

Outro aminoédcido crucial para a divisdo celular € a homocisteina, reciclada nos
processos celulares e reguladora da metilagcdo. As vitaminas do grupo B e 0 zinco séo
indispensaveis para a reciclagem da homocisteina, que acaba por ser causa e
consequéncia do stress oxidativo, e representa um elo entre este e as etapas do

imprinting.
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Para além dos componentes dos meios de cultura, o volume de incubacéo é outro
aspeto determinante. Os embrides de mamifero, em fase pré implantatoria, produzem
factores de crescimento que promovem o seu préprio desenvolvimento e até o de outros
embrides incubados na proximidade. No meio natural os fluidos sdo escassos, e nos
meios de cultura artificiais tendem a ser elevados, criando riscos de diluicdo de factores

autocrinos produzidos pelo embrido em desenvolvimento.

A temperatura também € um aspeto crucial para os aminoécidos que tém grande
labilidade térmica, podendo degradar-se e libertar amoénia, o0 que impede o

desenvolvimento embrionario (Gardner, D.K. - 2012).

Nos meios de cultura iniciais, os ides de ferro (Fe**) e de cobre (Cu® sio capazes
de reduzir o crescimento embrionario, sendo benéfica a utilizacdo de substancias tais
como a penicilinamida ou o0 EDTA (Ethileno di-amino- tetra- acido acético), que sdo

agentes quelantes dos catides toxicos bivalentes que se formam.

O Zinco é um oligoelemento essencial ao desenvolvimento dos mamiferos e atua
como cofator para cerca de 200 enzimas, incluindo a anidrase carbdnica (gerando
HCO3). O zinco estd envolvido na regulacdo dos processos de metilacdo e na reducédo
do stress oxidativo. E o segundo oligoelemento mais frequente, a seguir ao ferro, e
previne a toxicidade causada pelo ferro e pelo cobre, embora nem sempre seja
adicionado aos meios de cultura. O zinco tem pouca bio disponibilidade exceto no

estado quelante.

A via metabdlica da pentose fosfato gera as moléculas de ribose-5-P e de NADPH?:
uma mole de glucose-6- P origina 1 mol de ribose-5-fosfatase mais 2 moles de NADPH.
O NADPH ¢ necessario para a maioria das reac6es anabdlicas incluindo a sintese de
lipidos e de acidos nucleicos, e também para a regeneracdo do glutatido, a célula

universal de protecdo contra os radicais livres. O glutatido dos ovocitos € indispensavel

* NADPH é a forma reduzida da NADP ou seja da coenzima nicotinamida adenina

dinucledtido fosfato ou fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NADP) Esta
molécula recebe electrdes nas reacfes da via das pentoses-fosfato e na transformacdo de malato
em piruvato, havendo reducdo de NADP* para NADPH. E importante na sintese dos acidos
gordos e do glicerol. Em http://medical-dictionary.thefreedictionary.com/NADPH
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para as transformacdes do espermatozoide apos a fertilizacdo. O NADPH medeia a
reciclagem da metionina a partir da homocisteina que como vimos, interfere na
metilacdo. Por esta via 0 NADPH também interfere nos processos de imprinting. Em
conclusdo, as hexoses sao indispensaveis na fase de desenvolvimento pré implantatorio,
mas o equilibrio entre os hidratos de carbono e os restantes metabolitos € de superior

importancia.

O metabolismo lipidico do embrido tende a ser menos valorizado porque a
solubilidade dos lipidos in vitro ndo e facil de obter e a sua analise é complexa,
sobretudo a dos acidos gordos. Contudo, a beta oxidacao dos lipidos é indispenséavel ao
metabolismo dos ovdcitos na fase pos fertilizacdo e, em termos energéticos o0s acidos
gordos (palmitato) fornecem trés vezes mais energia (ATP) do que as moléculas de

glucose.

Os triglicéridos sdo os principais lipidos dos embrides. Logo a seguir a fertilizacéo,
0s embrides conseguem sintetizar fosfolipidos e colesterol. As mitocéndrias participam
no metabolismo dos lipidos usando a carnitina como molécula catalisadora. In vitro
porém, a situacdo é complexa porque devido a falta de algumas enzimas, a adicdo de
lipidos requer a adicdo suplementar de carnitina. Quando a carnitina é adicionada aos

meios de cultura embrionaria, ha aumento da formacéo de blastocistos.

O papel das vitaminas, nas fases precoces do desenvolvimento ndo é muito claro.
As vitaminas lipo solGveis, tais como a A e a E, sdo anti oxidantes importantes, mas sdo
pouco sollveis nos meios de cultura. A vitamina C que é hidrossoltvel e o anti oxidante
natural do fluido folicular pode, em meio de cultura, tornar-se pro-oxidante e contribuir
para a desnaturacdo das proteinas. As vitaminas do grupo B sobretudo a B2, a B6, a B9
e a B12 sdo indispensaveis na reciclagem da homocisteina assim como o acido félico. O
ovécito humano também tem elevada densidade de recetores e de moléculas

transportadoras de folato o que revela o papel importante desta vitamina.

Macromoléculas — a albumina sérica € uma macromolécula que contem 610
aminoéacidos e, juntamente com a transferrina, é a proteina mais abundante e que possui

acOes anti oxidantes associadas. A albumina devido a sua facil ligacéo aos lipidos,
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exerce uma acdo detergente e é capaz de reduzir a adesividade dos embrides aos
instrumentos utilizados nas teécnicas da PMA. A albumina consegue penetrar
diretamente no embrido, levando consigo muitas pequenas moléculas tais como

catecolaminas, aminoacidos e péptidos com papel importante na nutricdo embrionaria.

A adicdo de factores de crescimento aos meios de cultura é outro assunto
controverso. Muitos factores de crescimento e interleucinas estdo presentes no trato
genital feminino e existem recetores para estas moléculas na superficie das células
embrionarias. As células em cultura conjunta também secretam interleucinas e factores
de crescimento, mas a sua concentracdo tem de estar em equilibrio, para ser eficaz. A
juncdo de um Unico fator de crescimento € muito questionavel porque, se for capaz de
reduzir a apoptose, pode igualmente impedir os mecanismos reguladores, que Sao

indispensaveis para a destruicdo das células com defeitos cromossémicos.

Conclusdo: na PMA, a percentagem de sucesso entre a colheita dos ovocitos e o
nascimento é da ordem dos 5% e podemos afirmar que, este elevadissimo teor de perdas
ainda pode ser agravado pela insuficiente qualidade dos meios de cultura. De facto,
podemos afirmar que nunca chegaremos a substituir a natureza e estamos muito longe
de conhecer as funcBes de todos os nutrientes e factores de crescimento, para 0s

podermos dosear e misturar com total seguranca!

2.2.3.6 — Processos de transferéncia embrionéaria

A seguir ao numero e robustez dos embrides disponiveis, a decisdo sobre o
momento da sua transferéncia é de crucial importancia. Tanto as manipulacdes a que o
embrido é submetido, como 0 momento em que as mesmas ocorrem, influenciam o seu
desenvolvimento e as taxas de gravidez. Sendo impossivel reproduzir as condicdes
naturais, tem-se procurado reduzir a permanéncia embrionaria nos meios de cultura,

evitando a acumulagdo de danos bioldgicos.

Durante mais de 20 anos, a transferéncia embrionéria era feita entre 0 1°e 0 3°
dia. Com os meios de cultura atualmente disponiveis ja € possivel diferir a

transferéncia para a fase de blastocisto que ocorre no 5° dia de desenvolvimento.
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Permanece no entanto a ddvida sobre se serd melhor uma transferéncia precoce
ou uma mais tardia. A consciéncia destes factos favoreceu o aparecimento crescente
de bibliografia sobre os riscos a que o embrido esta sujeito in vitro e a proposta de
inimeros protocolos (Ménézo, Y. —2013).

Atualmente tem-se vindo a optar pela criopreservacdo ou pela transferéncia
precoce logo nas primeiras fases de clivagem mas, se a transferéncia for muito precoce,
nos estadios de 2 a 8 células, ainda ndo é possivel identificar os embrides mais viaveis.
A transferéncia tardia na fase de blastocisto (dias 5 e 6) enfrenta a reducdo do numero
de embriGes disponiveis e aumenta os casos de gemelaridade monocoriénica (Glujovsky
D. et al. — 2013); contudo, um atraso programado, pode trazer outras vantagens porque
terdo sobrevivido menos embrifes mas 0s sobreviventes poderdo ser mais resistentes ou

portadores de qualquer vantagem adaptativa (Schwarze J.E., et al. — 2012).

Uma transferéncia intratubaria de zigotos (ZIFT) pode constituir uma
alternativa, mas protelar a transferéncia embrionaria, tal como referimos, afeta sempre
os resultados. Outra questdo é a necessidade de sincronizar o estadio embrionario com o
meio materno uma vez que um organismo feminino demasiado estimulado também nao

é vantajoso.

25% dos ovocitos sdo aneuploides e esta percentagem aumenta com a idade
materna. S80 portanto muito numerosos os embrides que ndo evoluem devido a
alteragBes cromossoémicas Quando as transferéncias sdo feitas tardiamente, muitos
embribes deficientes ja sucumbiram e h& menor risco de anomalias e futuras perdas
precoces, causadas pelo aumento da contractilidade uterina. Pelas razbes apontadas,
uma implantacdo mais tardia costuma ser melhor sucedida (Cochrane review. Brown
J.A. et al. — 2007) e o papel do profissional envolvido nas etapas de decisdo e selegéo
tambem é crucial importancia.

A par da selecéo e incubagdo dos embriGes a transferir, h& que decidir ndo s6 o
nimero mas também o momento mais adequado do ciclo ovéarico da futura mée. A
sincronizacdo entre a fase biologicamente mais adequada para o inicio da gravidez, e
a realizacdo da transferéncia, bem como a escolha de quais e quantos embrides
deverdo ser transferidos, pode determinar todo o éxito ou insucesso de um percurso

que, ndo raro, exigiu anos de empenhado investimento.
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Um estudo oriundo do conhecido centro de PMA de Nottingham e publicado
na “Reprodutive Medicine on-line” (Campbell A., et al. 2013) descreve uma nova
técnica, baseada no registo de imagens de embrides em desenvolvimento
(fotografados com zoom de alta resolugdo). Os autores destas novas tecnologias de
imagem, aplicadas a PMA, pensam poder revolucionar a selecdo e quase triplicar o
namero de embrides saudéveis que sdo transferidos. A possibilidade de analisar 0s
embrides em fase de pro ndcleos, permite escolher os mais promissores.

Chegado o momento oportuno, a transferéncia do embrido pode ser feita
com embriBes colhidos a fresco ou criopreservados que sdo introduzidos na cavidade
endomeétrica através do colo uterino, com a ajuda dum fino cateter. Alguns autores
identificaram vantagens em proporcionar um periodo de incubacdo antes da
transferéncia, traduzido por uma maior percentagem de nascimentos.

Segundo a revisdo Cochrane de 2007 (Brown J.A. et al. — 2007) o controle
ecografico, durante a transferéncia, aumenta significativamente os indices de sucesso
(fig. 7). Também se preconiza uma irrigacdo prévia da cavidade uterina com solutos
especificos ou antibioticos, visando reduzir a contaminagdo bacteriana, mas ainda ha

pouca evidéncia da vantagem destes métodos.

Fig. 7 — Esquema da técnica de transferéncia de embries com controle ecografico *°

*9 http://procriacaomedicamenteassistida.blogspot.pt/2012/01/fases-da-fertilizacao-in-vitro.html
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Num estudo sobre resultados da PMA em funcdo da idade do embrido no
momento da transferéncia (Schwarze JE et al — 2012), os autores recorreram a
criopreservacdo na fase de blastocisto, como estratégia para melhorar os resultados e
reduzir o nimero de embrifes excedentarios. Verificaram que esta opcdo reduz
drasticamente o numero de embrides disponiveis para criopreservacao, mas garante até
40% de gestacBes, o que é um «bom resultado» no ambito da PMA e pode ser

compensador.

Os resultados da transferéncia na fase de zigoto sdo idénticos aos que decorrem
da transferéncia ao 3° dia. Os blastocistos permitem um melhor descongelamento mas
os embrides em fase inicial de clivagem sdo 0s que proporcionam mais sucesso na
transferéncia. Como ja tinhamos referido, ha varios aspectos a considerar mas a
transferéncia de um embrido de 5 dias (blastocisto) conduz a mais nascimentos do que a
transferéncia precoce realizada ao 3° dia, sobretudo nas situacdes de previsivel melhor
prognostico.

Nas situacdes de doacdo de ovocitos, a transferéncia de blastocistos é a forma de
abordagem mais eficaz (Myers, E.R. et al. — 2008)*°. As dadoras costumam ser
mulheres jovens e férteis, e 0s ovdcitos doados sdo com frequéncia de qualidade
elevada.

Relativamente ao numero de embrifes ha cada vez mais tendéncia para
transferir no maximo dois. Segundo o relatério internacional de 2009 da ESHRE, e com
grandes variacdes entre paises, em 20% dos ciclos de PMA foi feita a transferéncia dum
unico embrido, dois embrides em 56,1%, trés embrides em 21,5% e quatro em apenas
2,3% dos casos. Foram utilizados embriGes congelados em 24,6% das situacdes. A
transferéncia de dois embrides é a opcdo preferida e, em alguns paises, ndo sao
autorizadas transferéncias de maior nimero, para evitar o ja elevado risco de gravidez
maultipla. A légica da quantidade, que sancionou alguns dos exageros cometidos, e que
imperou até ha poucos anos, levou a muitas situacbes que hoje seriam consideradas

como ma préatica médica.

%0 Effectiveness of Assisted Reproductive Technology, pag. 215. Em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 38540/
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2.2.3.7 - Diagnéstico pré-implantatorio

O diagnostico pré-implantatério consiste numa bidpsia do embrido, realizada até
48 horas apdés a fecundacdo. Este tipo particular de diagnostico genético foi
desenvolvido em Inglaterra a partir de 1990 e, no relatorio da ESHRE de 2009 as etapas
de «Screening» (rastreio) e de diagnostico pré-implantatério ja estavam incluidas nos
procedimentos da PMA.

Nos estadios iniciais todas as células sdo pluripotenciais e, se se retirarem uma
ou 2 das oito células (blastbmeros) dum embrido em fase inicial de crescimento, as
restantes garantem o seu desenvolvimento.

Existem essencialmente dois métodos para realizar a andlise genética dos
embrides: o FISH (fluorescente “in situ” hibridization) e o método da PCR (polymerase
chain reaction). O método FISH é usado para detetar alteracbes do numero de
cromossomas ou translocacdes e o método da PCR € utilizado para rastrear doencas
monogénicas. A analise do material bioldgico obtido, permite o rastreio de algumas
doencas hereditarias que, caso se confirmem, irdo condicionar a transferéncia para o
utero. Os embrides conseguem sobreviver a estes procedimentos mas nao se pode
garantir que ndo ocorra qualquer tipo de dano.

As técnicas de diagndstico genético pré-implantatério tém limitacdes e, sob o
ponto de vista bioético levantam numerosas questdes (Basille C et al. -2009),
(Bredenoord A. et al. — 2009). A titulo de exemplo, evocamos uma série tornada publica
em que cerca de 25% dos embrides biopsados exibiam anomalias e em que se verificou
que a realizacdo de tais testes de diagndstico causou uma reducdo sensivel, quer do
namero de gravidezes quer do de nascimentos (Staessen C. et al. — 2004), (Mastenbroek
S. etal —2007).

De acordo com os principios éticos praticados na generalidade dos paises, é
legalmente proibida qualquer selecdo de embrides, que ndo seja justificada por razbes
estritamente médicas, estando interdita a sele¢cdo com base no sexo ou em caracteristicas

étnicas °.

*! Lei n.2 32/2006 de 26 de Julho - Procriacdo medicamente assistida
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Em Portugal ja é tecnicamente possivel desde 2002, a congelacdo de ovocitos
fecundados no estadio de dois prondcleos. Alguns profissionais (SEMER — 2011)°
dizem-se mais tranquilos com a possibilidade de investigagdo na fase de pronucleos,
«na medida em que, nesta fase, os nucleos dos dois gametas ainda ndo se encontram
fundidos i.e., na sua interpretacdo trata-se de um ovdcito fecundado e ndo de um
embrido» e encaram a criopreservagdo de ovécitos fecundados como «...a solugdo para
os dilemas éticos da congelagdo de embrides».

As potencialidades destas novas tecnologias vieram alterar de tal forma o que
parecia definitivo e imutavel, e sdo tdo suscetiveis de originar dilemas ético-juridicos,
que conduziram a que muitas sociedades se defendessem impondo sérias restri¢ces a

mais avangos nesta controversa mateéria.

2.3.3.8 - Criopreservacao biologica
2.3.3.8.1 — Aspectos gerais

Apesar das técnicas basicas de criopreservacdo serem conhecidas hd muitos
anos, a Criobiologia®™ é uma ciéncia nova que estuda a preservacdo de material
biolégico a muito baixa temperatura. A criopreservacdo aplicada a Medicina da
Reproducdo ganhou consisténcia a partir de 1947, altura em que se conseguiu congelar e
posteriormente descongelar embriGes de mamiferos em estado pré-implantatério, sem
que tal procedimento impedisse a sua transferéncia e futuro desenvolvimento uterino
(Oliveira D.C.A. — 2000).

As taxas de integridade embriondria apdés o0s procedimentos de
congelamento/descongelamento mantiveram-se muito baixas até 1983 mas, a partir
dessa altura, conseguiu-se uma melhoria significativa dos indices de implantacdo dos
criopreservados. Entre os raros éxitos das tentativas pioneiras e 0s resultados muito

positivos da atualidade, mediou uma longa evolucao.

%2 Aniversario do SEMER: ha 25 anos a investigar e a aplicar na area da PMA. Women’s
practice n° 14 janeiro/fevereiro 2011, p. 30-31

>3 A palavra crio provem do grego kryos, que significa frio.
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Os embrides obtidos em cada ciclo de FIV/ICSI, sdo com frequéncia, em
namero superior aos que podem ou é aconselhdvel transferir. A escassez de
componentes epigénicos nos meios de cultura, ndo permite, como vimos, que 0s
embrides sobrevivam para além de 6 ou 7 dias fora do Utero e, todos estes factos

favoreceram o desenvolvimento das técnicas de preservacao.

Muitos dos riscos imputados a PMA decorrem dos indices elevados de
gemelaridade e de prematuridade mas, com a tendéncia crescente para a transferéncia
dum Unico embrido e a criopreservacdo dos restantes, reduziram-se os problemas e
aumentaram-se as hipdteses de éxito. Quando ndo surge gravidez, mas existem
embribes preservados duma FIV anterior (s6 em cerca de 20% dos casos surgira tal
oportunidade)>* pode repetir-se facilmente a transferéncia.

Recorrer a embrides criopreservados evita uma nova estimulacdo hormonal da
mulher (Bankowski B.J., et al. - 2005) o que ja € um ganho significativo aléem de
viabilizar vidas humanas, 0 que legitima muitos dos procedimentos inerentes. Havera
sempre riscos mas é um facto que tem havido uma grande evolucdo (Carvalho, A.A.,
Faustino, L.R. et al., - 2012). O recurso a estas tecnologias tem sido crescente ndo s6 no
ambito da PMA humana mas igualmente na reproducdo animal, onde se junta a
importante recuperacdo de espécies ameacadas e a conservacdo de células estaminais
pluripotenciais.

Tanto a criopreservacéo tradicional como a inovadora técnica de vitrificagdo>
que se baseia num arrefecimento muito rapido e intenso, recorrem ao azoto liquido que
permite alcancar temperaturas da ordem dos 160 a 196 graus Celsius negativos. Estas
temperaturas extremas sdo capazes de suspender a atividade bioldgica de muitos
organismos Vvivos (embrionarios ou outros) o que permite armazena-los por tempo
indeterminado (Perry, S.F. —1998).

>4 http://www.pro-criar.com.br/tratamentos/congelamento-de-embrioes

% Cryobiology. (ip+ja) unesco/iubs/eubios living bioethics dictionary version 1.3, pag 115
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2.3.3.8.2 — Micromanipulacgéo e congelamento de gametas e embrides

A descoberta da possibilidade de congelamento por tempo indeterminado, de
gametas e embribes em fase pré-implantatdria, veio permitir a sua utilizacdo futura
contribuindo para a viabilizacdo de muitas vidas. Através do congelamento, € mantido o
potencial de desenvolvimento, o qual pode ser retomado apdés um aquecimento
controlado.

Apesar da crescente segurancga das técnicas de criopreservacao é necessario um
controle rigoroso da velocidade e do grau a que o arrefecimento e o aquecimento se

processam.

Os embrides destinados a criopreservacdo, na sua maioria de 1 a 3 dias, sdo
revestidos previamente com uma substancia crio protetora. O glicerol é um dos crio
protetores mais usados antes da imersdo no azoto liquido e, tem como fungdo permitir
uma dessecacdo celular controlada (extracdo da humidade), impedindo as lesbes fatais
que ocorreriam, se houvesse formacdo de cristais de gelo. Apds esta etapa, segue-se a
desidratacdo e 0o armazenamento a muito baixa temperatura. Alguns hidratos de carbono
promovem a liofilizacdo e podem ser associados aos crio protetores, ja que umas

substancias preservam mais 0 meio intracelular e outras o meio extracelular.

O descongelamento também tem de ser muito rapido, de forma a prevenir a
recristalizacdo, e diminuir o tempo de contacto das estruturas celulares com os nocivos
cristais de gelo. Mesmo com os meios mais sofisticados pode ocorrer recristalizacdo (a
partir de 120° C negativos) e surgirem lesdes de descongelamento (thawing damage).
Quando a criopreservacdo é realizada com temperaturas mais altas, o periodo de
sobrevivéncia celular também é mais curto.

Tanto o sémen como 0s ovocitos criopreservados conseguem ser fecundados
numa percentagem elevada de casos e atualmente mais de 70% dos embrides
congelados sobrevivem apds aquecimento controlado, porque as novas técnicas
reduzem a ocorréncia de danos celulares.

Com o inovador recurso a vitrificagdo, iniciou-se uma nova era da FIV, ainda
causadora de alguma apreensdo mas que se revela promissora. A técnica de vitrificagdo
de embrides € semelhante a que é utilizada para os gametas, mas os resultados séo

menos garantidos.
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A generalidade dos autores®™ indica um periodo de 15 a 20 anos para a
sobrevivéncia, tanto dos ovdcitos como dos embrides criopreservados mas estes
periodos sdo meros indicadores. Nos paises que ndo interditam estas técnicas, provou-se
que a atividade metabdlica e o potencial de desenvolvimento podem ser suspensos por
um periodo de tempo muito mais alargado do que o que referimos. Nos paises cuja
legislacdo ndo permite a criopreservagdo embrionaria, como por exemplo a Alemanha, a
vitrificacdo de ovocitos, tem sido a alternativa encontrada para evitar a repeticdo de todo
o ciclo de fertilizacdo, e os custos humanos e materiais que Ihe sdo inerentes.

Com a evolucdo constante deste segmento da Medicina, tem surgido legislacdo
atualizada e tendencialmente restritiva na maior parte dos paises. Portugal é desde 1997,
um dos 30 paises subscritores dos relatorios periddicos publicados pela ESHRE que
visam regulamentar muita da atividade existente. Alguns aspectos que tinham ficado
definidos no relatério ESHRE de 2009 s6 foram reconhecidos em Franca no fim de
2010, altura em que "I'Agence de Biomédecine" que é o organismo regulador francés,
autorizou a vitrificagdo dos embrides, em alternativa ao processo de arrefecimento
lento. Esta legislacdo francesa que citamos a titulo de exemplo, foi revista em junho de

2012 e introduziu mais atualizagdes em novembro de 2013 .

Fig. 8 - Criopreservacdo de embrides. Os tanques de criopreservacdo sdo coletivos e

existem sistemas mais seguros do que outros®®

% http://inseminacaoefertilizacao.blogspot.pt/2009_08_01_archive.html

>’ http://www.agence-biomedecine.fr/Procedes-et-techniques-d-AMP?lang=fr
% Em http://jus.com.br/revista/texto/22778/a-personalidade-juridica-dos-embrioes-
excedentarios-e-a-dignidade-da-pessoa-humana
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Tanto as técnicas de criopreservacdo como as de micromanipulacdo evoluiram
bastante nos anos mais recentes, o que motivou uma significativa melhoria dos
procedimentos tradicionais da FIV. Referimo-nos concretamente a um conjunto de

novas técnicas em que se destacam:

e IMSI (técnica de melhoria do procedimento habitual da FIV com
micromanipulacéo).

e Ecloséo assistida no ambito da FIV, com micromanipulagéo.

e Cultura embrionéria prolongada em meio definido, com ou sem
micromanipulacéo.

e Selecdo de espermatozoides vivos antes da FIV.

e Vitrificacdo dos gametas (técnica que como vimos pode suplantar os métodos de
congelacao previamente utilizados).

¢ Vitrificacdo de zigotos e embrides.

o Remocdo do glébulo polar® (técnica que visa melhorar os resultados da FIV com
ou sem micromanipulacdo e cuja permissdo, nomeadamente em Francga sé teve
lugar em novembro de 2013)%°

Numa recente publicacdo (Sifer, C., et al. - 2012), os autores relatam o primeiro
nascimento ocorrido em Franca apoés vitrificacdo embrionaria. Neste relato sdo descritos
dados relativos a evolucdo bioldgica e clinica, partindo dum estudo observacional e
prospetivo, em que embrides de boa qualidade, em fase inicial de clivagem, foram
vitrificados e depois aquecidos. Ao serem comparados estes resultados com os de outras
séries, em que os embrides tinham sido submetidos a arrefecimento lento, concluiu-se
que a sobrevivéncia dos embribes vitrificados foi superior e também houve melhores
taxas de gravidez. Por razbes desconhecidas, os indices de gravidez obtidos com a
fertilizacdo de ovdcitos previamente vitrificados € inferior aos valores obtidos a partir

duma transferéncia de embribes congelados.

% Na divisdo meiética da gametogénese feminina o citoplasma das 2 células-filhas é repartido
de forma desigual. Forma-se um 6vulo cheio de nutrientes e um globulo polar que é uma célula
pequena destinada a sucumbir. Na maioria das fémeas de mamiferos, a 22 divisdo da meiose sO
ocorre quando o gameta é fecundado. Sendo assim, o verdadeiro gameta é o ovocito de tipo 2,
pois é ele que se ir4 fundir com o gameta masculino.

% http://www.agence-biomedecine.fr/Procedes-et-techniques-d-AMP?lang=fr
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Existem riscos potenciais e desconhecidos decorrentes das técnicas e dos
crioprotetores utilizados na vitrificagdo. As concentragdes e associacOes utilizadas séo
diferentes das que tém sido usadas nas técnicas de arrefecimento lento e que se tém
revelado seguras. O facto de ser necessario recorrer a produtos diferentes e em doses
menos testadas, constitui outro motivo de preocupacao (U.B. Wennerholm U.B. et al. -
2009). O dimetilsulféxido (DMSO) que é muito utilizado como agente anti
congelamento no caso dos embriGes, pode segundo alguns autores e a titulo de exemplo,
exercer efeitos toxicos.

Os avancos e os resultados da PMA s&o inquestionaveis mas levantam inimeras
questBes ja que ddo origem a novos seres que podem ser tragicamente excedentarios e
excluidos dum projeto parental ou favorecem procedimentos cuja seguranca é

questionavel.

2.3.3.9 - Recursos e resultados nacionais da PMA

Existem em Portugal 28 centros que realizam ciclos de PMA, e 27 de entre eles
possuem recursos para realizarem FIV classica e ICSI. De acordo com o Conselho
Nacional de Procriagcdo Medicamente Assistida® (CNPMA) a Medicina da Reproducéo
em Portugal esta atualizada e dispde da totalidade das técnicas conhecidas e descritas no

texto °%:
a) Inseminacdo artificial intra uterina e fertilizacdo in vitro (FIV).
b) Injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI/IMSI).
c) Transferéncia de embrides, gametas ou zigotos.

d) Diagndstico genético pré-implantacéo.

%10 Conselho Nacional de Procriagdo Medicamente Assistida (CNPMA) foi criado pela Lei n.°
32/2006, de 26 de Julho e € a entidade reguladora da prética da PMA, competindo-lhe
pronunciar-se sobre as questes éticas, sociais e legais que envolvem a aplicagdo destas
técnicas.

% http://www.cnpma.org.pt/Docs/RELATORIO _ACTIVIDADE_PMA2011.pdf
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e) Outras técnicas laboratoriais de manipulacdo ou criopreservacao gamética ou

embrionaria, equivalentes ou subsidiérias.

Cerca de 80% dos ovocitos aspirados tém maturidade para permitirem a FIV,
mas as taxas de fecundacdo sdo baixas e um nimero tdo elevado como 70 a 80% dos
embrides humanos artificialmente concebidos, possuem anomalias genéticas.
Paralelamente, as taxas de gravidez também sdo muito inferiores aos indices de

fertilizacdo e variam com as caracteristicas do proprio embrido.

A percentagem de gestacdes conseguidas apds transferéncia intrauterina de

embrides humanos, avaliada em mulheres com menos de 39 anos de idade, é a seguinte:

e Embribes de D1: ovdcitos fecundados, embrido de 1 célula ou zigoto — 6%.
e Embrides de D2 — 19%.
e Embrides de D3 — 27%.
e Embrides de D4 — 35%.
e Embrides de D5 — 42%.

Muitas das gestacOes iniciadas ndo progridem e depois dos 39 anos de idade
materna, segundo a analise que foi feita®®, h4 uma reducéo de 10-15% sobre os valores
acima indicados. Os indices de sucesso medidos ndo somente pelas taxas de gravidez,
mas também pelo nimero de gestacGes que prosseguem, ndo dependem apenas das
condicbes maternas: o potencial evolutivo dos embribes também varia

consideravelmente de acordo com a altura em que é feita a transferéncia.

O numero de dias de incubacdo e o estadio de desenvolvimento dos embriGes

também fazem oscilar as ja reduzidas taxas de éxito da PMA:

e Embrido 12-18h pos-inseminacao ou apos ICSI, estadio de prondcleos ou zigoto
com 1 unica célula em D1, da origem a 70% de embrides com bom potencial

evolutivo.

e EmbriGes com 2 - 4 blastomeros (em D2) mostram que 60% tém bom potencial

evolutivo.

% 1dem
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e EmbriGes com 6 -12 blastomeros (em D3) 50% tém bom potencial evolutivo.

e Embribes com 64 blastomeros ou morula (em D4) 40% tém bom potencial

evolutivo.

e Embribes com 250 células ou blastocisto (em D5) 30% tém bom potencial

evolutivo.

e Embrides em fase de blastocisto eclodido (em D6) 25% tém bom potencial

evolutivo.

A partir do final da 1% semana e com 0s recursos atualmente disponiveis, cessa

a possibilidade de evolucdo ou duma transferéncia bem-sucedida.

Relativamente a realidade portuguesa houve uma significativa evolucdo mas,
segundo os dados do Centro de Genética da Reproducdo da Faculdade de Medicina da
Universidade do Porto, entre 1997 e 2003, dum total de 3000 ciclos ovulatérios, s6 196
(7%) conduziram & crio preservacdo de embrides (382 embrides) e, em 63% desses
ciclos, os embrides foram reutilizados no 1° ano e os restantes até 3 anos®. O
responsavel Alberto Barros®™® lembra que a taxa de gravidez, obtida apds crio
preservacdo, é 10-15% inferior & obtida com a transferéncia a fresco mas esta
desvantagem é compensada porque, “do ponto de vista cientifico ndo ha limites de

prazo maximo para a congelacao de embrides (sic.)”.

O registo nacional da atividade da PMA consolidou-se a partir de fevereiro de
2011 e o que existe de mais atual € o relatério de 2013, proveniente da analise e do

esforco concertado dos varios centros portugueses.

Na VI Reunido Anual da CNPMA com a Sociedade Portuguesa de Medicina da
Reproducdo (SPMR) ocorrida em Maio de 2013, foram apresentados os dados nacionais
e «em termos gerais a percentagem global de gestacéo clinica por ciclo iniciado de FIV

%0 registo dos dados portugueses € da responsabilidade de Prof. Dr. Carlos Calhaz-Jorge do
Servico de Ginecologia e Obstetricia do Hospital de Santa Maria.

%% Especialista, Membro do CNPMA e dono de uma clinica de PMA no Porto.
Divulgado no Jornal Publico, a 25 de Margo de 2008 e referente a 112 Acta da CNPMA
de 9 de Maio de 2008
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foi de 29,7% e de ICSI foi de 25,6% e a percentagem de parto por ciclo iniciado de FIV
foi 24,0% e de ICSI foi 18,1%».

No ano de 2011, houve 1288 partos de criangas artificialmente concebidas.
Nesse ano, houve 16,1% de transferéncias TEC bem-sucedidas que contribuiram para
11,49% do total dos partos da PMA. Em relacdo aos anos mais recentes, verificou-se
um aumento do numero de transferéncias de embrides criopreservados (TEC) tendo
havido 661 ciclos em 2009, 777 ciclos em 2010 e 921 em 2011.

Embora com desvantagem significativa relativamente a procria¢éo natural, houve
um acréscimo de 22% dos nascimentos da PMA entre 2009 e 2010, o que se atribui ao
aumento da capacidade dos centros publicos. Em 2011, voltou a haver uma reducéo
com menos 241 nascimentos do que em 2010, o que pode ser explicado por um menor
namero de ciclos iniciados ou por piores resultados. Contudo, em 2010 a percentagem
de criangas nascidas com recurso a PMA correspondeu a 1,5% do total de nascimentos
nacionais e em 2011 correspondeu a 2,1%, aumento este que pode ser considerado
muito significativo (1757 criancas a que se somam 250 nascidas apos transferéncia intra

uterina de espermatozoides).

Voltando ao ano de 2013 em que se iniciou uma nova era de informacdo com a
publicacdo do relatdrio relativo a 2011, verificou-se que os resultados conseguidos apds
transferéncia de embrides criopreservados foram os seguintes: 918 embriGes deram

origem a 148 partos (16,1%) e a pelo menos 174 nascimentos.

Em obstetricia «parto» e «nascimento» ndo sao a mesma coisa porque um parto
pode dar origem a um ou mais nascimentos. Daqueles 148 partos, 123 foram simples,

24 foram gemelares, 1 foi triplo e pelo menos dois perderam-se para o follow-up.

Muitas das criangas integradas no estudo que realizdmos, nasceram em 2011.
Naquele ano a percentagem de partos apos FIV/ICSI com transferéncia a fresco foi de
25,9%°.

No ambito da PMA em Portugal tem havido um aumento dos partos gemelares

que rondam 20-25% e ultrapassam as recomendacdes internacionais que indicam

% http://www.cnpma.org.pt/cnpma_documentacao.aspx#
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valores desejaveis abaixo dos 20%. A gemelaridade pode ser reduzida se se transferir
preferencialmente 1 Unico blastocisto ou entdo 1 a 2 embrides de D2 ou de D3 no
maximo. A maior parte dos centros transfere apenas 1 ou 2 embriGes e é raro serem
transferidos 3. Em 2011 houve uma unica transferéncia de 4 embrides, o que é bastante
desaconselhavel.

Em Portugal, 25,7% dos nascimentos dos embrides criopreservados ocorreu
antes das 37 semanas de IG que marca o inicio da fase de termo da gravidez (quadro 2):

Total de partos | Idade gestacional (semanas)

20-27 28-33 33-36 37-41 =>42 Desc.
Unicos 123 1 1 15 102 0 4
Gemelares | 24 0 2 13 8 0 1
>/=Triplos | 1 0 0 1 0 0 0
Total 148 1 3 29 110 0 5

Quadro 2 — Resultados nacionais relativos a IG em que ocorreram 0s partos apos transferéncia
de embrides criopreservados (TECs provenientes de FIV/ICSI — ano de 2011). Notar que o
actual limite de viabilidade para a vida extra uterina situa-se nas 24 semanas de IG.

Os protocolos mais atuais preconizam, que 0 sucesso da PMA se meca pelo
namero de gravidezes bem-sucedidas (Christopher, A. J, Christensen, A.L, et al., -
2011). A percentagem de nascimentos é sempre muito inferior ao nimero de ciclos,

apesar dos indices de gemelaridade na PMA serem superiores aos da procriagdo natural.

Existem algoritmos para que os candidatos a futuros pais possam calcular as
suas hipdteses de sucesso e avaliem os riscos incluindo a gemelaridade, uma vez que os
custos sé@o elevados e sdo necessarias em media cinco tentativas, até se conseguir uma
gravidez. Face ao caracter invasivo dos procedimentos, as elevadas percentagens de
insucesso e aos custos materiais e humanos, é exigido que os candidatos a pais deem o

seu consentimento, de forma expressa e por escrito, antes de iniciarem os tratamentos.
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O seguinte exerto foi retirado da atual legislacdo: «(...) apds terem sido
devidamente informados sobre os beneficios e riscos conhecidos resultantes da
utilizacdo destas técnicas, bem como das suas implicagdes éticas, sociais e legais
(artigo 14.° da Lei n.° 32/2006, de 26 de julho) (...) ».

Dando resposta a esta necessidade, a CNPMA aprovou novos modelos de

consentimento informado em maio de 2012, que ja contemplam as atuais exigéncias®’.

Apesar de se manterem reduzidos indices de sucesso, e de existir uma
generalizada escassez de embrifes com boas condi¢bes de transferéncia, ndo estdo
esgotadas as questBes sobre a conservacgdo e o destino a dar aos excedentarios, a que se
juntam as crescentes duvidas sobre os efeitos biologicos exercidos por toda esta

tecnologia.

No quadro 3 apresentamos 0 numero de embrides criopreservados e

acumulados, s6 em Portugal, entre 2009 a 2013,

ANO 2009 2010 2011 2012 2013
TOTAL

de embriGes 11251 11440 16781 16358 19406
criopreservados

Embrides 45 26 19 13 32
doados a casais

Doados para 0 0 0 0 0
investigacao

Embrides 510 315 189 79 398
descongelados

e eliminados

Quadro 3 —n° de embrides criopreservados e acumulados em Portugal entre 2009 a 2013

*7 http://www.cnpma.org.pt/cnpma_documentacao.aspx#
% idem
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2.4 -IMPORTANCIA DO MEIO AMBIENTE NO DESENVOLVIMENTO
HUMANO

2.4.1 — Origem genética e meio ambiente

Citando Anténio Coutinho ®°

«...todos os seres vivos neste planeta, apesar da sua extraordindria
diversidade, sdo feitos exatamente dos mesmos datomos ... A vida é feita de
atomos vulgarissimos no planeta, mesmo se alguns nos chegaram vindos do
infinito distante: a todos nos corre nas veias pedagos de estrelas, .... até hd
pouco tempo, pensavamos que um homem era feito de moléculas “de homem” e
um sapo de moléculas “de sapo”, mas hoje sabemos que as moléculas que

fazem homens e sapos sdo praticamente as mesmas...»

Podemos afirmar que, ao nascer, ja um longo passado condicionou as nossas
células e determinou o nosso futuro. Apdés a fertilizacdo ha um ciclo celular em que o
genoma do zigoto é ativado e este periodo € extremamente critico e vulneravel aos
factores ambientais.

Na fase mais precoce do desenvolvimento embrionario, as exigéncias
metabdlicas sdo garantidas pelas reservas maternas. Os metabolitos necessarios para as
primeiras divisdes celulares provém do ovdcito mas, em pouco tempo, esgotam-se as
reservas de ARN transcrito e poli adenilado, dando lugar a moléculas de ARN
mensageiro ja processadas pelo embrido. Durante estas primeiras etapas de clivagem,
ocorre uma divisdo celular sem crescimento, em que a transcricdo do ARN é minima,
mas a replicacdo do ADN é intensa. E um ciclo longo em que ocorrem perto de 2
milhGes de episodios de reparacdo do codigo genético (ADN) sendo possivel a

ocorréncia de um ou outro erro.

% In «a célula patriménio da vida», CNECV, Ciéncia e Etica — Da célula ao embrio, pag 16-

17, Lisboa 2001
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Qualquer atraso no periodo fundamental que tem lugar na fase entre 4 e 8 células
no caso humano, pode provocar uma reducdo critica do nivel de ARN mensageiro e 0

embrido pode deixar de se desenvolver (fig. 12).

PHOTO BY C. WONG

Fig. 9 — Blastocisto de 4 células (fotografia de C. Wong)

Vérios estudos, envolvendo factores preditivos, tém revelado que o ambiente em
gue crescemos, percorre e marca a nossa existéncia, e pode ser responsavel por doencas
surgidas longos periodos apds uma exposicao. Este passado refere-se a abundancia ou a
escassez na vida dos nossos pais, ao bem-estar existente no Utero materno, acarinhado
ou perturbado pela eficacia da placenta que serviu de interface entre mée e filho, e a
todas as agressdes ambientais ocorridas.

Aspectos como a subnutricdo, ocorridos em periodos criticos do
desenvolvimento fetal, podem causar alteragfes permanentes da estrutura e da fungéo
do organismo humano, aumentando os indices de morbilidade em fases mais tardias da
vida. Um conhecido estudo holandés que mantem o acompanhamento de individuos
nascidos de gravidez Unica e de termo, ocorrida numa época marcada pela fome,
durante a segunda guerra mundial («The Dutch Famine Birth Cohort») ja vai na 3*
geragdo e tem sido usado como referéncia de estudo sobre os efeitos ambientais e a

genética das populacgdes (de Rooij SR, Roseboom TJ, - 2013). A populacgdo deste estudo
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é constituida por 2414 homens e mulheres, e tem ajudado a por em evidéncia algumas
relagbes causais entre as condi¢cdes do desenvolvimento mais precoce e a evolucdo
posterior e senescéncia.

A nutricdo e as condi¢fes ambientais durante o desenvolvimento intrauterino,
podem manifestar-se no proprio, numa parte da descendéncia ou ser transportadas pelos
gametas, que as perpetuam. Uma subamostra de 150 individuos daquela populacéo
holandesa, foi avaliada aos 68 anos de idade altura em que foi medido o declinio
cognitivo, a ocorréncia de alteracfes da substancia branca cerebral, a presenca de micro
hemorragias (através de estudos com ressonancia magnética), a incidéncia de fracturas,
a forca e o desempenho motor, a acuidade visual e a ocorréncia de cirurgia as cataratas
entre outras patologias. Partindo da mesma amostra, os autores do estudo, propuseram-
se avaliar o comprimento dos telémeros’™, o stress oxidativo e o estado inflamatdrio,
como possiveis indicadores de mecanismos subjacentes. A hipotese levantada pelos
investigadores, era se a subnutricdo no inicio da gestacdo estaria a influenciar os
processos tardios de envelhecimento, mediante uma reducdo da capacidade funcional,
duma reparacdo somatica perturbada e de sistemas de anti oxidacdo vulneraveis com
processos anti inflamatdrios cronicos. Verificaram que o comprimento dos telémeros se
relacionou com a regulacdo do envelhecimento celular, bem como com a esperanga
média de vida.

Experiéncias animais também demonstraram que a restricdo proteica em
gestantes, origina uma descendéncia cujos telomeros sdo mais curtos no tecido renal, na
artéria aorta e nos ilhéus pancreaticos, o que em parte explica a menor esperanca de vida
destes individuos.

As pessoas que Sd80 mais pequenas ao nascer (ndo por nascerem
prematuramente) apresentam maior risco de ma progressdo de peso durante a infancia,
doenca coronéria e enfarte do miocéardio. Estas correlagdes sdo independentes dos
factores resultantes do estilo de vida, os quais se "somam" aos efeitos da vida
intrauterina (Barker D.J.P. — 1997). Tais individuos primordialmente subnutridos

também possuem menor massa muscular em idades avangadas.

® Os telémeros sdo sequéncias repetidas de ADN existentes na extremidade dos cromossomas.
Perdem um comprimento previsivel, a cada divisdo celular mas também perdem dimensdo
quando submetidos a stress oxidativo. Quando o tamanho dos telomeros se torna criticamente
pequeno, a célula perde capacidade de se replicar e entra em senescéncia.
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Num modelo de estudo em que foi medido o stress oxidativo (Desai, M., Gayle,
D.A,, et al. - 2009) com o bio marcador urinario F2- IssoP * e se avaliou a lesdo do
ADN celular (a nivel dos leucdcitos), verificou-se que uma restricdo da ordem dos 50%
nas necessidades nutricionais da gravida, leva a um estado inflamatorio basal, mas com
uma reduzida capacidade de resposta a inflamacdo por parte da descendéncia.

Quando ha um desequilibrio entre a producdo de substancias capazes de reagir
com o oxigénio [reactive oxygen species (ROS)]’* e a habilidade do organismo para
neutralizar essas substancias, ocorre stress oxidativo que causa lesdo oxidativa de
células, tecidos ou 6rgdos e também pode causar um encurtamento dos telémeros,
independentemente do ndmero de divisdes celulares. O stress oxidativo tem sido
associado, a numerosas doencas relacionadas com a idade tais como o cancro, a diabetes
e as doencas cardiovasculares ou neuro degenerativas.

Restri¢cbes importantes do crescimento intrauterino também tém sido associadas
com niveis aumentados de proteina C reativa basal (PCR)". Num estudo populacional
verificou-se que a diminuicdo de 1 Kg de peso médio ao nascer, estava associada a um
aumento médio da PCR sérica da ordem dos 11%, avaliada entre os 30 e os 59 anos
(Sattar, N., et al. 2004). Noutro caso avaliado e que envolveu 5000 pessoas (Canoy, D.,
- 2009) a contagem total de leucdcitos avaliada aos 31 anos, mostrou ser superior nos
individuos nascidos com menor peso. Tanto a medi¢do da PCR como a contagem total
de leucdcitos sdo importantes indicadores de inflamacéo.

Alguns destes estudos ainda decorrem, mas ja permitem afirmar que factores
ambientais, como a subnutricdo em periodos criticos do desenvolvimento fetal, podem
causar alteracbes permanentes da estrutura e da fungdo do organismo humano, e
consequentemente aumentarem os indices de morbilidade em fases mais tardias da vida.

O conjunto de conclusdes sobre a forma como as circunstancias intra uterinas
determinam a suscetibilidade as doencas ao longo da vida, é conhecido como «Teoria
da programacdo intra uterina» ou «Hipdtese de Barker» porque teve em David Barker
(1994) o seu investigador original (Barker, D.J.P. —1998), (Bateson, P., et al. — 2004).

To F2-Isoprostano (F2-1soP) é um biomarcador para o stress oxidativo comum a todo o
organismo que pode ser produzido pelas membranas fetais na presenca de determinados
estimulos. E um prostandide derivado do &cido araquidénico e é especialmente Gtil como
marcador in vivo da peroxidacdo dos lipidos.

2 ROS - s&o subprodutos naturais do organismo resultantes do metabolismo normal do oxigénio
" Proteina C reactiva basal (PCR) é um factor inflamatdrio major na idade adulta.
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As evidéncias propostas por Baker, tém vindo a aumentar com estudos de outras
areas. Ou seja, as agressdes do passado poder-se-do repercutir no futuro do individuo e
no da sua descendéncia, originando alteracdes transgeracionais.

Estudos mais recentes, inspirados na «Hipdtese de Barker», sugerem que as
condicdes de desenvolvimento intrauterino tém um papel importante na origem de
muitas das principais doengas, tais como hipertensdo, diabetes e o proprio
envelhecimento. Determinadas caréncias prévias ou concomitantes a gravidez,
nomeadamente em oligoelementos, também tém sido relacionadas com alteracdes do
neurodesenvolvimento fetal.

O exemplo mais conhecido da influéncia dos factores ambientais e da
programacéo epigenética, foi aquele que David Barker (Barker D.J.P. — 2004) divulgou,
ao constatar que fetos privados de suplemento nutritivo, tendiam a tornar-se
hiperabsorventes quando dispunham de teores alimentares adequados e,
consequentemente, a tornarem-se obesos ou portadores de sindrome metabdlico. Varios
estudos inovadores da década de 60 (Dorner, G., Staudt, J. - 1969) tambeém se
debrucaram sobre a influéncia do meio hormonal precoce, tentando relaciona-lo com a
orientacdo sexual tardia dos individuos submetidos a situacfes de stress e, embora ndo
se possam considerar conclusivos relativamente aos objetivos, alargaram horizontes
para a investigacdo da influéncia do meio sobre o desenvolvimento.

Ernst Haeckel (1834-1929) definiu o conceito de ecologia’ ao estabelecer que
“0 conhecimento biolégico nunca é completo quando o organismo é estudado
isoladamente” contudo, este médico e bidlogo alemdo estava longe de imaginar os
riscos decorrentes da privagdo das condi¢Ges naturais. No ambito da PMA a somar aos
factores pessoais dos progenitores e as causas da infertilidade, hd um conjunto de
interferéncias sobre a evolucdo da vida humana.

Esta ja provado, que as caracteristicas da dieta de que as maes beneficiaram na
sua propria infancia, a exposicdo quimica a certos agentes (alteradores endocrinos ou

medicamentos como citostaticos ou o antiepilético valproato de sédio por exemplo)™,

" Ecologia - palavra composta pelos vocabulos gregos oikos que significa «o lugar onde se
habita» e logos que significa «estudo»

> Na espécie humana foi relatado um aumento de malformacdes congénitas (que incluem,
defeitos do tubo neural, hipospadias, dismorfia facial, malformacgdes cardiovasculares e dos
membros entre outras) nos filhos de gravidas epiléticas medicadas com valproato de sédio, em
comparagdo com outros antiepiléticos.

In http://www.infarmed.pt/infomed/download_ficheiro.php?med_id=9663&tipo_doc=fi
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0s traumas psicoldgicos (ex. stress pos traumatico e depressdo), as doencas alérgicas, a
diabetes, o tabagismo ou a propria constituicdo fisica e idade materna, sdo tudo factores
que terdo influéncia no novo ser.

Os habitos de vida dum individuo podem alterar a sua biologia, marcar a sua
existéncia e afetar o seu futuro, confirmando a importancia dos factores externos ou
artificiais na expressdo genética. O nosso epigenoma € constantemente dependente, quer
do ambiente atual quer do ambiente precoce, porque ha efeitos que se revelam

irreversiveis e podem exercer o efeito transgeracional, de que ja falamos.

2.4.2. — Factores epigenéticos e ciclo vital

Quanto mais jovens forem o0s organismos, mais vulneraveis sdo as acles
ambientais e a fase embrionaria é o paradigma dessa vulnerabilidade. Embora a reserva
oocitéria seja muito importante para o desenvolvimento do embrido, sdo as condic¢Ges de

cultura que, como vimos, viabilizam ou comprometem a evolugéo subsequente.

Nos ecossistemas primitivos e artificialmente criados pela PMA existe uma
sinecologia® entre todos os elementos vivos e ndo vivos, e de todos entre si. Os
embribes constituem os componentes bidticos enquanto os factores fisico-quimicos dos
meios de cultura sdo os componentes abidticos (luz, composicdo do meio de cultura,
temperatura, oxigénio, etc.). Admite-se como dissemos, que a permanéncia de varios
embrides colocados em conjunto podera imprimir diferencas, ainda desconhecidas,

relativamente as situacdes em que existe um unico embrido.

Apobs a fertilizacdo, a reprogramacdo epigenética comeca com 0 apagamento
alargado dos locais de metilacdo do ADN paterno, contido nos espermatozoides, ao
mesmo tempo que se atenuam as condicBes de imprinting proprias dos progenitores.
Algumas tecnologias da PMA usadas em etapas precoces do desenvolvimento podem

alterar os mecanismos reguladores do imprinting (Skora D. - 2012). Convém recordar

® Area da ecologia que estuda as relacdes entre as comunidades de organismos vivos e 0
ambiente. In Infopédia: Porto Editora, 2003-2014. Disponivel em www: <URL:
http://www.infopedia.pt/lingua-portuguesa-aao/sinecologia>.
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que os efeitos das varias tecnologias se fazem sentir, ndo s6 ao nivel dos loci de
imprinting gendémico mas também nos loci que lhe sdo externos, o que poderé explicar
alguns dos efeitos mais subtis que tém sido presumidos em modelos animais. Estes
modelos tém uma crescente importancia na analise dos mecanismos de reprogramacao
epigenética, mas a sua investigacdo em humanos encontra-se muito limitada por razdes

éticas.

Durante a embriogénese o0s padrGes epigenéticos modificam-se de forma
dindmica, conferindo aos embrides uma enorme capacidade de diferenciacdo. As
interacOes entre células vizinhas promovem a utilizacdo de certos genes do genoma,
deixando outros inativos, e todas as alteracdes ocorridas propagam-se através da divisdo
celular, podendo persistir mesmo quando o agente modificador é removido.

As mutacGes do ADN ficam definitivas no inicio da embriogénese e, embora
permanecam possiveis, sdo raras depois da formacdo do zigoto, ao contrario das
mudangas epigenéticas que sdo permanentes (Mark A. —2009) (fig.10).

Ao longo do desenvolvimento tudo se revela interligado: genoma, epigenoma e
até o microbioma que nos habita e funciona quase como um genoma acessorio,
indispensavel a nossa sobrevivéncia. A ontogénese progride dando origem a 6rgaos e
aparelhos, que se irdo desenvolver sob os efeitos da dieta, dos tdxicos ambientais e até
da propria realidade psico social.

O epigenoma ira manter-se dindmico e dependente tanto do ambiente passado
como do atual, permitindo que se exercam efeitos transgeracionais. As geragoes
vindouras terdo os seus proprios epigendtipos, partindo da sua prépria heranca genética
que depois sera modificada pela realidade circundante, nas varias fases do ciclo vital.

O conhecido adagio de que «somos aquilo que comemos» revela-se verdadeiro e
sugere como ¢é dificil, ou mesmo impossivel, anular ou compensar as faltas sofridas ou
0s erros cometidos no passado. A ma nutricdo numa crianca altera a neuro transmissao e
afeta 0o desempenho cognitivo. Se houver correcdo precoce e dentro do periodo critico,
poderd manter-se um fendtipo saudavel porém, mesmo que uma normalizagdo ulterior
possa compensar parcialmente a privacdo nunca podera reverter a totalidade, porque
ocorreu numa fase irrepetivel do desenvolvimento.

Na diabetes por exemplo, mesmo ap6s o controle da glicémia, os efeitos

adversos sobre o endotélio vascular mantém-se por muitos anos.
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gene regulation. to be activated.

Fig 10 — Mecanismos epigenéticos (Powledge, T.M. Bioscience; 61:588-592. 2011)

A este fendbmeno chama-se memdria metabdlica e, estudos animais levam a
suspeitar que a causa é uma alteragdo epigénica nas células endoteliais dos vasos.
(Siebel et al. — 2010).

Existem areas recentes de investigacdo focadas nos mecanismos ambientais
capazes de desencadear mudancas da biologia molecular que por sua vez modificam o
funcionamento das células cerebrais. Ou seja, factores ambientais podem ser
determinantes do comportamento (Behavioral epigenetics) e no conceito de ambiente
engloba-se tudo aquilo a que a célula pode estar sujeita desde a nutri¢do, as hormonas, a
exposicao a toxicos ou as proprias experiéncias sociais que ocorrem tanto na vida pré-
natal como po6s natal e tardia. Na génese da aprendizagem e da memoria, e
consequentemente do comportamento geral do individuo, estdo envolvidos muitos

destes mecanismos epigenéticos.
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A nocéo de epigenética dos cuidados parentais emergiu ha cerca de duas décadas
quando se demonstrou (Meaney, M. - 2001) que a qualidade dos cuidados maternos
precoces era capaz de influenciar a resposta dos ratos adultos ao stress, devido aos

efeitos sobre recetores de glucocorticoides no hipocampo.

Experiéncias em ratos revelaram que bloqueando a acetilacdo das histonas, se
interferia na génese de algumas memarias nomeadamente memorias de medo induzidas
experimentalmente. Um exemplo conhecido é o disruptor endocrino bisfenol A, que
altera a metilacdo do ADN e promove alteragdes significativas em animais sobretudo ao
nivel da memodria, da aprendizagem e do comportamento. Sob a acdo desta substancia,
as crias tornam-se mais ansiosas e receosas de novas experiéncias e as suas maes
revelam-se piores cuidadoras. Quando os machos eram submetidos ao Bisfenol A bem
como a outras toxinas, também surgiam alteracbes comportamentais na descendéncia
mesmo que a exposicao tivesse sido anterior ao acasalamento. A exposi¢cdo dos ratos
machos ao alcool por exemplo, gera descendentes com menor orientacdo espacial, mais
agressivos e mais ansiosos do que os descendentes de animais sem tal exposi¢cdo. Ratos
expostos a cocaina tém filhos com cérebros mais pequenos, défices de atengdo e menor
memoria de trabalho. Os machos que foram expostos a tdxicos durante o seu proprio
desenvolvimento embriondrio, transmitem defeitos associados as mudancas

epigenéticas sobretudo relacionados com a metilacdo do ADN.

Alguns investigadores, nomeadamente do laboratério de Frances Champagne na
Universidade de Columbia em Nova lorque, demonstraram que as experiéncias sociais
podem induzir mudancas epigenéticas. A descendéncia das maes melhor cuidadoras
revelou menos distarbios de ansiedade em varios estudos e, num dos artigos consultados
sobre este tema, a autora diz com sentido de humor e muito a proposito do nosso
trabalho que: «If research on epigenetics is in its infancy, research on behavioral
epigenetics is in embryo» (Powledge, T.M. —2011).

Concluimos reforcando que as experiéncias precoces podem modelar o
comportamento animal e até a vulnerabilidade as doencas na idade adulta e esta relacéo
poderd ser devida as mudangas geénicas induzidas pelos mecanismos epigenéticos
(Curley, J.P, Jensen, C.L. — 2011). O recurso crescente a PMA pode vir a alterar
irreversivelmente caracteristicas humanas, porque os seres vivos e 0 ambiente interagem

entre si. Tal facto, legitima e valoriza a nossa preocupagdo e investigagdo sobre 0s
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riscos a que sdo submetidas as criancas artificialmente concebidas. O conhecimento de
alguns factores que hoje nos parecem negligencidveis, poderd vir a revelar-se crucial
com o avanco da Ciéncia e permitird antever e alterar algumas condi¢des futuras. (Saul,
R.A. —2013).

Tal como a circunstancia de 0os homens nascerem iguais, nos parece meramente
filosofica, também sentimos que a hipdtese de se poderem vir a conhecer e controlar
todos os factores epigenéticos decorrentes das tecnologias da PMA é muito pouco

promissoral

2.4.3 — PMA e desenvolvimento infantil — conhecimentos actuais

2.4.3.1 - Introducéo

Quando numa FIV se consegue a indispensavel juncdo dos gametas, ja houve um
longo percurso e indmeras interferéncias nos mecanismos naturais que podem
influenciar os resultados. Os embriGes humanos, em fase pré implantatéria, sdo muito
vulneraveis as condigdes artificiais a que estdo submetidos (ERSHE - 2009) e das quais
realgamos: a idade e os tratamentos hormonais a que a mée foi submetida, 0os meios de
cultura utilizados, ter havido ou nédo criopreservacao, o tipo de aquecimento e de micro
pipetas utilizadas entre muitos outros factores (Rato M.L., et al.- 2012). Os efeitos das
diversas condicfes laboratoriais sobre o metabolismo embrionario, mereceriam mais

investigacdo mas ha razdes técnicas e até bioéticas que dificultam tal abordagem:

e Ha poucos embribes disponiveis para investigacao.

e Nao existem modelos in vivo que sejam equiparaveis, porque 0s modelos
animais, embora semelhantes, ndo permitem extrapolar conclusdes porque
simplesmente ndo séo humanos.

e Cada embrido é muito diminuto, possuindo apenas 55 — 60 nano grama de

substancia seca, o que impde dificuldades técnicas.
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Embora saibamos que irdo ser necessarias varias geracdes para se conhecerem 0s
efeitos tardios da PMA no organismo humano, pode antecipar-se que no curto prazo e
para todos os pardmetros avaliados, h4 um aumento da morbilidade e da mortalidade
comparativamente aos individuos concebidos naturalmente. No que respeita aos efeitos
tardios e tendo presente a teoria da origem precoce das doencas adultas, ja
anteriormente citada como hipétese de Barker (Barker, D.J., - 2007), (Calkins, K.,
Devaskar, S.U. — 2011), impBe-se uma estreita vigilancia e prudéncia relativamente as

novas tecnologias.

Na demanda bibliografica em que nos envolvemos, chamou-nos especialmente a
atencdo, um ambicioso projeto de investigacdo de origem norte americana (The
National Children's Study Research Plan: A Review)’” pelo seu caracter prospetivo
planeado para as proximas décadas. O grupo multidisciplinar que projetou o estudo,
propbs-se analisar as interacGes entre genes e ambiente, numa amostra de grandes
dimensGes. Como metodologia, o grupo de trabalho pretende acompanhar a salde e o
desenvolvimento de cerca de 100 mil criangas norte americanas de diversas origens,
desde a concecdo até aos 21 anos, tentando identificar factores ambientais, fisicos,
étnicos, biologicos, culturais e psico sociais que possam ser preditivos da saude e

desenvolvimento futuros.

Os autores do projeto estdo a prever avaliar o impacto das condicdes pré
concecionais, acompanhando futuras mées e prosseguindo com a analise dos seus filhos.
Entre os factores de impacto relacionados com a gravidez e designados «pregnancy
outcomes», incluiram as tecnologias da PMA. O grupo de trabalho valorizou o
contributo da Medicina da Reproducéo e previu analisar a sua relacdo com os indices de
prematuridade, com a restricdo de crescimento intrauterino e com as alteracdes do
desenvolvimento, revelando a atengdo que estes aspectos suscitam. Os autores
justificam o seu interesse, com o facto de a PMA ser responsavel pelo nascimento de 1 a
5 por cento dos individuos na populagdo que vao estudar, e poder vir a contribuir para
evolucBes desfavoraveis, de grupos populacionais especificos.

Nos Estados Unidos, & semelhanca da generalidade dos paises (incluindo

Portugal), também se tem verificado um registo insuficiente dos dados clinicos, de

7 The National Children's Study Research Plan: A Review,
in http://www.nap.edu/catalog/12211.html)
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acordo com a opinido do grupo de investigadores. Sdo exemplos desse facto as
seguintes lacunas informativas:

e Auséncia duma referéncia sistematica as perdas fetais ou ao nimero de
embrides implantados, o que permitiria calcular o indice de sucesso das
técnicas de PMA utilizadas num determinado caso.

e A convicgdo de que ndo ird ser possivel avaliar o impacto das drogas
promotoras da fertilidade, porque o seu uso muitas vezes néo é revelado.

e A escassez de dados relativos as caracteristicas das instituicbes e dos
profissionais envolvidos, bem como dos factores individuais.

Entre os temas desta investigacdo, existirdA uma area referente a hipdtese,
bibliograficamente bem suportada, de que uma exposi¢do adversa, em periodos criticos
da gravidez ou da primeira infancia, pode interagir com o gendétipo, causando ou
modulando problemas de comportamento na infancia (Exposures to adverse
psychological, chemical, and physical environments and other stressors during
vulnerable periods of pregnancy and early childhood can interact with genotype to
cause or modulate behavioral problems in childhood...).

Os autores daquele ambicioso estudo reconheceram, que estabelecer metodologias
que relacionem os efeitos das técnicas da PMA com o neurodesenvolvimento infantil,
requer uma avaliacdo abrangente e por vezes dificil de quantificar. Ha uma
multiplicidade de factores envolvidos no desenvolvimento infantil, aos quais s6 é
possivel aceder de forma parcial e, desse facto, também tivemos profunda no¢do no

decorrer da investigacdo que realizamos.

2.4.3.2 - Efeitos da PMA na embriogénese

A PMA estabelece importantes diferengas relativamente a fecundacdo natural, e
este processo terapéutico tem inicio muito antes da concretizacdo da FIV. A
subfertilidade parental esta identificada como fator de pior prognostico em todos 0s
estudos (Pinborg A. — 2009) e acresce que aqueles que recorrem a Medicina da
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Reproducdo também diferem da média da populacdo, sobretudo no que respeita a idade,
0 que necessariamente afeta os resultados.

Sendo a hereditariedade um fator de risco independente para o crescimento
embrionario, acredita-se que a elevada percentagem de insucesso da PMA derive mais
dos tratamentos do que dos factores hereditarios. Tal distingdo € no entanto dificil de
estabelecer e os resultados tanto poderdo refletir a qualidade dos gametas de pais sub
férteis, como serem resultado das técnicas usadas ou do somatorio destes factores.

A somar as diferencas impostas pelos tratamentos, ha etapas importantes da
concecdo natural que sdo ultrapassadas e que estabelecem diferencas a ter em conta. No
caso feminino ha sempre uma estimulagdo hormonal prévia, a que se segue uma colheita
cirtrgica que expde os ovocitos a luz visivel, as flutuacbes de temperatura, bem como as
micromanipulac6es e aos componentes dos meios de cultura artificial.

Com frequéncia os ovdcitos também sdo submetidos a ICSI o que constitui nova
e importante agressdo mas, a0 mesmo tempo, elimina algumas dificuldades que a
natureza impde aos gametas e que poderiam ter um papel importante na selecdo dos
mais aptos. A FIV por exemplo, priva 0s espermatozoides da travessia do trato genital
feminino, e da competicdo pela entrada no ovocito, que sdo etapas determinantes no
meio natural. (Cortessis K.V. et al. — 2012).

Uma elevada percentagem de anomalias congénitas ocorre nas gestaces que
ndo evoluem e, questiona-se, se algumas patologias aparentemente aumentadas no
ambito da PMA, ndo serdo somente atribuiveis as caracteristicas genéticas dos
progenitores. A analise sobre se a PMA aumenta de facto o risco de malformacdes,
podera levar o tempo de uma ou duas geragfes e nunca menos de 25 anos (Hansen et
al., 2005), (Rimm et al., 2012) porque 0 que se estd a avaliar € o aumento dum risco
que, na origem, € pequeno.

Foi publicada uma revisdo oriunda da Universidade de Kyoto, no Jap&o (Shiota,
K., Yamada, S., - 2009), onde foram comparados estudos animais e humanos sobre a
evolugdo de gestagcOes artificialmente concebidas e se discutiram o0s riscos de
«imprinting» genético ocorridos em fases muito precoces. A manifestacdo de certas
patologias depende, como sabemos, do estado de metilacdo dos cromossomas e a
infertilidade e as tecnologias de fertilizacdo ja tinham sido associadas a uma maior
incidéncia de doengas raras de imprinting genético devidas as altera¢cbes do ADN por si

induzidas (Amor e Halliday — 2008). Para algumas situacGes até ja existem testes de
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rotina e um dos exemplos mais citados é o das delecGes, que estdo na origem tanto do
Sindrome de Prader-Willi como do Sindrome de Angelman, as quais sdo distintas mas
envolvem multiplos genes do cromossoma 15.

O Sindrome de Prader-Willi tem origem paterna e ocorre quando existe uma
delecdo na regido de imprinting herdada do pai mas a regido materna correspondente,
beneficiou dum imprinting normal, isto é, foi silenciada. O Sindrome de Angelman
ocorre quando ha uma delegdo da regido de imprinting do cromossoma materno e, na
regido homologa herdada do pai houve imprinting normal.

Outra doenca rara causada por este tipo de mecanismos e mais frequente na
descendéncia de casais que recorreram a PMA, é o Sindrome de Beckwith-Wiedemann.
Nesta doenca, hd uma falha no imprinting do gene que codifica o fator de crescimento
2, idéntico a insulina, que ndo é suprimido nem metilado. Surge uma desregulacdo que
permite que os alelos maternos e paternos se exprimam em simultaneo, originando um
crescimento excessivo (macrossomia) no portador da anomalia. Além destas trés
doengas tém sido identificadas outras, que igualmente se revelam mais frequentes na
descendéncia de progenitores submetidos a técnicas de fertilizacao.

De entre as patologias mais conhecidas relacionadas com mecanismos
epigenéticos e anomalias de imprinting, e consequentemente mais vezes encontradas na
descendéncia de progenitores submetidos a PMA, incluem-se: o Sindrome de X fragil,
algumas situacdes do espectro do autismo, a associagdo CHARGE, a duplicacdo 15q11-
13 de origem materna, a sindrome metabdlico, o sindrome de Rett, o sindrome de Silver
Russel, o sindrome de Turner, o coloboma, algumas doencas cardiacas congénitas,
situagbes que decorrem com atresia das coanas, anomalias genitais, malformagdes do
pavilhdo auricular e de perda auditiva ou outras com atraso mental e estaturo ponderal.
Por razbes ainda mal conhecidas, muitos dos genes implicados nestas anomalias,
codificam proteinas que regulam quer o crescimento, quer 0 comportamento humano.
Em ratos ja foram identificados mais de 1300 destes genes e suspeita-se que o0 seu papel
seja ainda mais determinante do que aquilo que atualmente conseguimos comprovar
(Dulac, C. — 2010). Em humanos conhecem-se cerca de 100 genes ligados ao imprinting
e muitos deles possuem uma expressdo fundamental no funcionamento cerebral. Um

exemplo dramatico destes efeitos sobre o crescimento, o metabolismo e o
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armazenamento de gordura fetal, foi publicado em janeiro de 2011 quando foi
identificado o «growth factor receptor-bound protein 10 (Grb10)"».

Provou-se que se o alelo materno do Grb10 estivesse silenciado, as crias seriam
maiores e mais pesadas. A questdo sobre se estas alteracdes epigénicas sdo transmitidas
de forma estavel (e mantidas ao longo das divisdes celulares) ou se sdo repostas a seguir
a mitose, mediante outra fonte informativa ainda desconhecida, permanece um assunto

de intenso debate.

’8 Gene ID: 2887 - codifica um factor de crescimento gue interage com os receptors da insulina
e das moléculas insulina-like. Se houver producédo excessiva ha inibi¢do da tirosina quinase e
supressao do crescimento. Este gene sofre imprinting tecidular e possui varias isoformas. No
tecido cerebral as proteinas sdo exprimidas a partir do alelo paterno mas ao nivel da placenta
prevalece o alelo materno, existindo outras variantes em diferentes tecidos. Em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2887
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Fig. 11 - O sindrome de Prader-Willi (SPW) é determinado pelo pai e o0 Sindrome de Angelman
(SA) tem origem materna. Clinicamente as diferengas sdo enormes: os doentes com SPW s&o
obesos e hipotonicos e os doentes com SA tendem a ser magros, hiperativos com grave atraso
mental e auséncia de linguagem. A alteragdo do ADN ocorre na mesma regido do cromossoma
15 mas h& um contraste, conforme a origem do gene mutado é materna ou paterna, sendo que 0

SA ¢é bastante mais grave .

® Em http://dhsgenetics.wikispaces.com/Sex
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A comparacdo entre gémeos constitui um bom modelo de investigacdo porque 0s
gémeos monozigoticos partilham a partida um geno6tipo igual. Como a gemelaridade, s6
por si, ndo se associa a anomalias de imprinting genético, o estudo destes casos permite
isolar muitos dos factores ambientais. Ha situacdes aparentemente inexplicaveis, de
gémeos univitelinos (monozigdticos) com mutacdo para doengas autossomicas
dominantes ou recessivas, com penetrancia completa, que mostram fendtipos diferentes.
Sabe-se hoje que o0s casos de gémeos monozig6ticos fenotipicamente divergentes, sdo o
resultado do meio envolvente sobre os factores epigenéticos, que afetam a expressao do
gendtipo (Ollikainen, M., Craig, J.M. — 2011), (Loke, Y.J., Novakovic, B., Ollikainen,
M., et al. — 2013). Uma situacdo idéntica é a que ocorre com a metilacdo em alguns
genes supressores de diversos tumores, em que ha uma expressdo fenotipica alterada,

em células cujo genotipo era inicialmente igual.

Apbs a fertilizacdo, os embries sdo mantidos em meios artificiais e
hipoteticamente vantajosos, onde prosseguem um breve desenvolvimento. A
incorporagdo celular duma molécula exige menos dispéndio de energia do que a sua
sintese mas, mesmo em condi¢bes pretensamente otimizadas, o metabolismo
embrionario in vitro fica reduzido e surge uma aceleracdo do turnover proteico e uma
diminuicdo da funcéo das mitocondrias. Por mais que se tente equilibrar e enriquecer os
meios de cultura, seja em acglcares, aminoacidos, lipidos ou outros nutrientes, nunca se
consegue igualar a composicdo ou a qualidade dos meios de transporte naturais.
Sabendo que o0s meios de crescimento, sejam eles naturais ou artificiais tém acao direta
sobre a transcricdo e a traducdo do ADN, podem inferir-se as consequéncias destas
alteracOes do equilibrio natural.

Apds um periodo de crescimento in vitro, os embriGes que sugerem possuir
vantagens bioldgicas sdo selecionados para a transferéncia, estabelecendo-se deste
modo um processo de selecdo que e totalmente artificial. Sendo as condicdes da FIV tdo
facilitadoras, seriam de esperar melhores resultados mas a verdade é que 0 sucesso é

reduzido quando comparado com a reproducéo natural (Jones, C.A. — 2011).

H& poucas publicacbes sobre os efeitos dos meios laboratoriais no
desenvolvimento embrionario, mas ha factos muito curiosos. A determinagéo do sexo

por exemplo, ndo € igual em todas as espécies e, em alguns répteis, a temperatura a que
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0s ovos sdo incubados, determina o sexo dos descendentes. Alguns peixes também
mudam e revertem de género, conforme as condigdes ambientais mas na espécie

humana o sexo € determinado geneticamente.

O ratio macho/fémea é de 100 fémeas para 107 machos ao nascer (48,3% versus
51,7%)%° com valores praticamente constantes em todo o mundo. No artigo de Maalouf
W.E., et al. publicado no «Journal of Fertility and Sterility» em 2014 e reportando
dados da anélise de 100 mil criancas nascidas no Reino Unido com PMA, entre 2000 e
2010, verificou-se que na FIV classica, a proporcao de machos € de 52,1%, enquanto na
ICSI o valor desce para 49,3%. Mais surpreendente € que 0 momento da transferéncia
também afecta estes valores e, se a mesma for feita no estadio de blastocito, tanto na
ICSI como na FIV, o nimero de machos aumenta 6%. Estas diferencas poderdo ter
impacto a longo prazo (Glujovsky D., - 2014) porque, existe e tem sido bem
documentada, uma desvantagem do sexo masculino, em relacdo a sobrevivéncia e a
morbilidade perinatal. Ndo se conhecem os mecanismos bioldgicos da desvantagem
masculina ou da vantagem feminina. Esta selecdo natural pode funcionar contra o sexo
masculino ou a favor do sexo feminino (o segmento populacional mais importante para
a procriacdo e manutencdo da geracdo seguinte) e, a verdade é que a natureza parece
compensar 0s nascimentos masculinos com uma vantagem numérica (Cunningham,
F.G., MacDonald, P.C., et al., - 1997).

Relativamente a influéncia de factores precoces sobre outros aspectos da
evolucdo, um estudo holandés (Dumoulin, J., et al. 2010) veio confirmar que pelo
menos nos fetos Unicos, a composicdo dos meios de cultura afeta, entre outras
caracteristicas, 0 peso ao nascer. Os autores verificaram que o peso médio dum grupo
incubado num determinado meio de cultura, superou em 250 gramas 0 peso de outro
grupo, em que se usou um meio diferente, sendo esta diferenca estatisticamente

significativa.

Na busca de mais respostas para as davidas existentes, tém surgido importantes
estudos em publicacBes de grande impacto cientifico, Em janeiro de 2013 foi publicada
uma meta analise de origem australiana (Hansen, M., Kurinczuk, J., - 2013) que avaliou

45 estudos selecionados e de coorte, provenientes de varios paises e oriundos de bases

8 De acordo com o Banco Mundial
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de dados reconhecidas, em que os autores também concluiram que as malformacdes
congénitas sdo significativamente mais frequentes quando ha PMA. De acordo com
estes estudos, a incidéncia de malformagfes superou em 32% a das criangas
naturalmente concebidas e o risco é maior nos fetos Unicos em que chega a atingir 36%.

E importante salientar que a verdadeira incidéncia de alteraces é impossivel de
quantificar, porque muitos embrides transferidos ndo evoluem e a gemelaridade
monozig6tica também é frequente, quando a transferéncia é precoce. O que se tem
observado é que na PMA existe um aumento das doencas ligadas aos processos de
imprinting, tanto de origem materna como paterna, embora ainda ndo se saiba se 0s
defeitos moleculares encontrados sdo maioritariamente de origem genética ou
epigenética.

Aos efeitos dos tratamentos, junta-se a heranca genética e a patologia subjacente
dos progenitores, o que favorece a duvida sobre se serdo determinados fenétipos que
causam alteracOes especificas, ou se serdo determinados factores ambientais que causam
alteracOes epigenéticas, que depois originam diferentes fendtipos. Uma excecédo a esta
dificuldade de estabelecer causalidade, relaciona-se com a passagem comprovada de
factores epigenéticos dos espermatozoides para as células somaticas da placenta e do

embrido no Sindrome de Prader-Willi ligado a dissomia paterna.

Além das perdas embrionarias precoces, ha um aumento dos problemas
gestacionais e das malformacdes fetais, ainda que a maioria das criangas concebidas
artificialmente seja aparentemente saudavel, e ndo se tenha provado que todas as
alteracdes encontradas sejam consequéncia das tecnologias da PMA (Skora, D. - 2012).
Terdo de ser feitos mais estudos focados ndo apenas no imprinting gendémico mas
também nos erros induzidos em loci ndo imprinted, para que se possam avaliar alguns

efeitos do ecossistema.

S&0 necessarios mais estudos que permitam isolar a relagdo entre a PMA e 0s
problemas encontrados nas criangas assim concebidas e compara-los com as
caracteristicas e o estado epigenético dos que foram concebidos naturalmente, e também

possuem as mesmas alteragdes. (Lee et al. - 2012).
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2.4.3.3 - Implantacéo natural do embrido

A implantacdo € o processo pelo qual o zigoto adere ao endométrio e é
independente da intervencdo médica (fig.12). No caso do embrido humano, esta fase
tem inicio no 7° dia apds a fertilizacdo e conclui-se por volta do 14° dia. Se houver
transferéncia ao 3° dia, os embrifes desenvolver-se-&o na cavidade uterina até ao 8° dia,
altura em que irdo penetrar na espessura do endométrio e prosseguir 0 seu
desenvolvimento (APF)®.

Num estudo em que se investigou a influéncia dos meios de incubagéo apds o
aquecimento, na sobrevivéncia dos blastocistos criopreservados, verificou-se que
periodos mais curtos de incubacdo estavam associados a maiores indices de

implantacéo.

&5

Fig. 12 — Embrido de 5 dias ou blastocisto (em fase pos transferéncia e pré

implantacéo) &

8 http://www.apfertilidade.org/web/tecnicas-de-reproducao/134-fecundacao-in-vitro-fiv
8 http://procriacaomedicamenteassistida.blogspot.pt/2012/01/fases-da-fertilizacao-in-
vitro.html
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Comparando as exigéncias técnicas da PMA com a magnifica simplicidade da
natureza, ndo podemos deixar de nos interrogar sobre se toda esta perturbacdo dos
mecanismos naturais ndo ira afectar a integridade dos seres humanos assim concebidos,
bem como os seus futuros descendentes acabando deste modo, por ter custos futuros

que envolverao toda a sociedade.

2.4.3.4 - Efeitos da PMA na nidagéo, placentacéo e crescimento fetal

Sabe-se que as maiores complicagdes ocorrem no inicio da gravidez e o nimero
de perdas chega a atingir 25 a 30% em todas as gestacOes (Gray RH, Wu L.Y., - 2000),
(Schieve LA, Tatham L., - 2003) ainda que muitos destes problemas ndo cheguem
sequer a ser diagnosticadas. Depois da presenca de anomalias cromossomicas, a
implantacdo do embrido é um dos passos mais criticos na evolugdo da gravidez porque
0s riscos relacionados com a nidacéo e a placentagéo, séo determinantes (Edwards RG —
2006), (Vitiello D, Patrizio P. — 2007).

N&o existe uma relacdo bem estabelecida entre os procedimentos da PMA e
determinadas complicacdes, deixando que muitas hipOteses permanecam em aberto.
Sabe-se porém que as mulheres submetidas a tratamentos de infertilidade desenvolvem
mais complicaces relacionadas com a implantacdo embrionéria, tais como a pré
eclampsia, a placenta prévia, o descolamento de placenta ou um deficiente crescimento
fetal. Mesmo que sejam feitos ajustes dos célculos para a idade materna e paridade,
surgem mais problemas nas gravidas em que houve recurso a PMA bem como um
maior nimero de malformacdes e de encefalopatia nos seus filhos (Helmerhorst et al., -
2004), (Jackson et al., - 2004), (McGovern et al., - 2004), (Mcdonald et al., - 2009),
(Kallen et al., - 2010 a, b, c¢), (Sazonova et al., 2011 a). Também se verificou que a
estimulacdo ovérica cautelosa e as transferéncias mais seletivas (feitas de preferéncia
com embrides unicos) conduzem a melhores resultados, embora as desvantagens em

relacdo a gravidez esponténea se mantenham (Finnstrom et al., - 2011).

Tal como acontece na procriacdo natural, entre as criancas concebidas
artificialmente também se estabelecem assimetrias e, para melhor sistematizacéo,

podemos dividir os efeitos adversos da PMA em 2 grandes grupos:
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o Defeitos congénitos ocorridos durante a fertilizagdo e fase pré implantatoria.

e Alteragdes da nidacdo, placentacdo, crescimento intrauterino e eventos

perinatais.

Na FIV cléssica e com fetos Unicos had mais prematuridade do que com ICSI
(criopreservados ou nédo) e os resultados foram estatisticamente significativos em pelo
menos um estudo (Ombelet et al. — 2005). O trabalho de Wang et al. — 2005, também
revelou melhor evolucdo na descendéncia de casais com infertilidade de origem
masculina tratados com ICSI, comparativamente aqueles com infertilidade de origem
feminina tratados com FIV cléssica, demonstrando que a salde reprodutiva do elemento
feminino é determinante para os resultados. Note-se que, nos casos de ICSI, as maes sao

guase sempre saudaveis.

Partindo do pressuposto de que tanto as causas da infertilidade, como o periodo
de tempo decorrido até ser conseguida uma gravidez parecem afetar a evolucdo pré e
pos natal (Basso e Olsen — 2005), (Zhu et al., - 2006), (Zhu et al., - 2009), foi realizada
uma comparagao entre irméos, em que um deles tinha sido naturalmente concebido e o
outro ndo. Este estudo isolou os factores de prognostico e evidenciou que ha
desvantagens para as criangas artificialmente concebidas, nomeadamente em relacdo ao

risco de prematuridade (Aaris Henningsen et al., - 2011).

Na recente meta analise tdo aguardada pela comunidade cientifica e realizada
por Anja Pinborg e pela sua equipa nérdica (Pinborg A., et al. de 2013), as principais
etapas da PMA foram analisadas e relacionadas entre si sendo os resultados comparados
com os da procriacdo natural. Além da avaliacdo do impacto dos meios de cultura sobre
as caracteristicas embrionarias, foi estabelecida a relacdo dos resultados gerais com o

dia da transferéncia intrauterina e o nimero de embrides transferidos.

Através duma meta analise foram comparados fetos unicos de FIV/ICSI
transferidos na fase de blastocisto (dia 5) versus fetos Unicos de FIV/ICSI transferidos
na fase de clivagem (dia 2) tendo-se comparado varios subgrupos da PMA com a

populacéo geral de acordo com 0s seguintes principios:
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1) Resultados gerais de fetos unicos de FIV/ICSI (de ciclos a fresco ou criopreservados)

versus fetos Unicos da populagéo geral.
2) Efeitos da subfertilidade e do tempo de espera pela gravidez em diversas situagoes:

a) fetos Unicos com tempo de espera superior a um ano, versus fetos de gestacdo

espontanea de mées férteis com tempo de espera igual ou inferior a 1 ano.

b) fetos de FIV/ICSI, versus fetos de gestacdo espontanea de maes sub férteis com
tempo de espera superior a 1 ano.

c) pares de fetos sucessivos, em que um nasceu com PMA e outro de forma

espontanea.

3) Efeitos da estimulacdo ovarica controlada sobre os fetos unicos, mediante a

comparacdo de:

a) fetos nascidos apds estimulacdo ovarica e/ou inseminacdo intrauterina ou FIV/
ICSI versus fetos de gestacdo espontanea de maes férteis, com tempo de espera

igual ou inferior a 1 ano.

b) fetos nascidos ap6s estimulacéo ovérica ligeira (estimulagdo ovarica controlada)
ou ciclo natural modificado, versus fetos Unicos de gestacdo espontanea de maes

sub férteis, com tempo de espera superior a 1 ano.

Os autores deste importante trabalho de andlise referiram, entre varias outras
questdes, que existem poucos estudos que associem a evolucdo perinatal, com a dose de
gonadotrofinas usadas na estimulacdo ovarica ou com o0 ndmero de ovocitos assim
obtidos. Um dos estudos integrado na revisdao americana, avaliou fetos Unicos e gémeos
e encontrou uma associacgdo desfavoravel entre a hiperestimulacdo ovérica e a evolugdo
perinatal (avaliada pelos indices de prematuridade e de baixo peso) mesmo apods ajuste
dos factores de enviesamento. Porém, o sindrome de hiperestimulagdo ovarica nao se
associou a pior evolucdo de forma estatisticamente significativa, no caso dos fetos

Unicos.

Um estudo integrado nesta meta analise e proveniente da Australia, mostrou ter

encontrado mais defeitos congénitos major originados durante a blastogénese, e com
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uma incidéncia que variava conforme tivesse havido ou ndo criopreservacdo (Halliday
et al., 2010). A preocupacdo sobre se os meios de cultura utilizados e a duracdo da
criopreservacao estardo a ter impacto negativo nas criangas assim concebidas mantem-
se, mas nas situacdes em que houve apenas indugdo farmacologica da ovulacao, também

houve um aumento de prematuridade, o que levanta renovadas questdes.

A estimulacdo ovarica da origem a mais do que um corpo luteo e, esse facto, tem
implicagbes enddcrinas porque interfere nas etapas precoces da implantacdo e da
placentacdo. As transferéncias de embrides criopreservados oferecem maior semelhanga
com os ciclos naturais, ao contrario do que acontece nas transferéncias a fresco, em que
é feita estimulacdo ovarica. Agquele menor risco deriva do facto de ocorrer uma fase
lutea que se assemelha ao ciclo natural, e a qual vai exercer efeitos favoraveis quer

sobre o endométrio quer sobre a fase precoce de implantagao.

Relativamente a prematuridade ndo existem evidéncias suficientes sobre se as
caracteristicas do meio ou o tempo de cultura influenciam a sua ocorréncia. Em estudos
multicéntricos alargados, as transferéncias feitas na fase de blastocisto pareceram
acarretar maiores indices de prematuridade e de baixo peso quando comparadas com 0s

resultados obtidos ap6s as transferéncias em fase de clivagem (Kalra S.K., - 2012).

A relacdo entre o nimero de embrides transferidos e os resultados da PMA,

foi avaliada do seguinte modo:

e Fetos Unicos de transferéncia seletiva dum (nico embrido, versus fetos
Unicos em que houve transferéncia de dois embrides (transferidos a fresco
ou criopreservados) versus fetos Gnicos da populacdo em geral. Permaneceu
a duvida sobre um aumento de prematuridade nos fetos Unicos em que
houve transferéncia dum Gnico embrido relativamente a populacdo em geral
e do risco aumentado de prematuridade nos fetos unicos em que houve

transferéncia de dois embrides.

e Fetos unicos resultantes da morte de um gemeo (vanishing co-twin) versus
fetos Unicos desde inicio. Todos os estudos reportam piores resultados

guando ha morte de um dos gémeos (evidéncia A).
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Nas paginas seguintes e ainda com base nesta meta analise de 2013, fazemos
uma sumula dos conhecimentos atuais, sobre alguns efeitos da PMA na embriogénese e
desenvolvimento infantil. Estudos ainda mais recentes de origem dinamarquesa sobre a
evolucdo da Medicina da Reproducédo ao longo dos ultimos 20 anos (CoNARTaS group
— 2015), reafirmaram uma melhoria progressiva dos resultados, traduzida por uma
menor incidéncia de prematuridade e de gemelaridade monozigdtica, apesar de

permanecerem as desvantagens relativas a procriacdo natural.

2.4.3.5 — Efeitos conhecidos da criopreservagdo embrionaria

A partir de 1984 conseguiram-se 0s primeiros casos bem-sucedidos de
criopreservacdao embriondria humana e a possibilidade de manter por tempo
indeterminado embrides gerados mas ndo utilizados. A par das enormes vantagens,
verifica-se contudo, que tanto a criopreservacdo como o descongelamento podem
induzir importantes alteracGes celulares. Numerosos estudos com embriGes de
mamiferos evidenciaram riscos objetivaveis ainda que muitos s6 se manifestem
tardiamente (Dulioust et al., 1995).

Nos estudos pioneiros de Wennerholm U.S. et al. (1997) e Aytoz et al. (1999)
ndo se identificaram diferencas relativamente aos indices de prematuridade, restricdo de
crescimento ou morte intrauterina, entre criancas cuja fecundacdo ocorreu naturalmente
ou em que houve FIV com transferéncia a fresco ou criopreservacdo. Estudos
posteriores, muitas vezes envolvendo os mesmos grupos de investigacdo, mas alargando
as amostras e os periodos estudados, identificaram diferencas de resultados. Na
Dinamarca (Pinborg A., - 2009) pais com grande experiéncia e onde a PMA ¢é
responsavel por 3,5% do total de nascimentos, realizou-se um estudo que avaliou o
neurodesenvolvimento pediatrico a partir dos registos nacionais de saude infantil.
Foram incluidas 957 criangas nascidas de gravidez Unica, entre 1995 e 2006 e cujos
embrides estiveram criopreservados. A andlise limitou-se as taxas de prematuridade e
baixo peso, malformagfes congénitas, morbilidade major e mortalidade. O resultado
mais relevante e inesperado, decorreu do facto dos individuos cujos embrides estiveram

criopreservados (na amostra analisada) terem tido melhor evolugéo (relativamente aos
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parametros estudados) do que aqueles cujos embrides foram transferidos a fresco,

embora fosse inferior aos resultados das criangas concebidas naturalmente.

Num conhecido estudo multicéntrico realizado na Bélgica (Belva et al. — 2008)
foram comparadas criangas nascidas com recurso a ICSl e a FIV, em que umas foram
submetidas a criopreservacao e outras ndo. A anélise retrospetiva de registos clinicos
envolveu 937 criancas anteriormente submetidos a criopreservacéo e divididas em dois
grupos sendo um relativo a ICSI (entre 1993 e 2006) e outro a FIV classica (entre 1986
e 2006). Os resultados foram depois comparados com os de 2889 criangas cujos
embrides foram transferidos a fresco ap6s ICSI (1991-1999) e com os de 2995 criancas
apos FIV classica (1983-1999) recrutadas a partir de estudos similares (Bonduelle e tal.,
2002a,b). Repare-se no espaco de tempo abrangido neste estudo e na sua enorme
dimensdo. O periodo de tempo alargado pode ter conduzido a comparagdes entre
realidades distintas. Os autores compararam 0s resultados referentes a evolucdo
neonatal das criancas nascidas por ICSI e por FIV cléssica, versus outras de
transferéncia a fresco. Ou seja Belva et al. compararam os resultados e a evolucao,
incluindo a analise dos cariotipos de ambos 0s grupos. Nestas populac@es estudadas,
ultrapassado o risco de aborto do primeiro trimestre, verificaram-se 0s seguintes

diferengas:

e A criopreservacdo associou-se a menos partos a pior evolucdo geral, o
que podera refletir efeitos negativos da técnica ou menor selecdo dos
embrides (relativamente a selecdo feita nas técnicas a fresco) mas a
evolucdo dos fetos unicos com criopreservacdo nao foi inferior a dos
fetos cujos embrides foram transferidos a fresco.

e Nos gémeos do grupo da ICSI e criopreservados houve menos casos de
baixo peso e de prematuridade do que nos nascidos apos FIV classica.

e Os recém-nascidos de embrifes transferidos a fresco tiveram valores
antropomeétricos inferiores aos dos grupos crio-ICSI e crio-FIV que
foram comparéveis entre si. Esta diferenca pode ser explicada por haver
mais gémeos nas transferéncias a fresco (0s gémeos sdao em média mais

leves e mais pequenos do que os fetos Unicos).
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e Foi encontrado um ndmero de malformag6es major duas vezes superior
no grupo crio-1CSI, quando comparado com o grupo crio-FIV ou com o
grupo ICSI de transferéncia a fresco. Ou seja, a evolugdo ap6s uma ICSI
foi idéntica a ocorrida ap6s uma FIV, exceto por se ter encontrado um
numero superior de malformacg6es no grupo crio-ICSI.

e Houve mais anomalias cromossémicas de novo noOS Qrupos
criopreservados, tanto ICSI como FIV, mas sobretudo na ICSI embora
essa diferenca ndo fosse estatisticamente significativa.

e Pode concluir-se que os grupos criopreservados evoluiram pior o que

contrariou estudos publicados anteriormente.

Os autores belgas fizeram analises bibliograficas exaustivas neste estudo de
dimensdo consideravel e recorreram a amostras homogéneas o que lhe conferiu
robustez. Porém, dispuseram duma relativa escassez de dados, porque a maior parte dos
estudos ndo vai além do registo das malformagdes, e dos aspectos mais gerais da salde
infantil até aos 6 meses. Verificamos assim que mesmo em estudos desta envergadura,
se registam insuficiéncias metodoldgicas tais como a andlise indistinta dos gémeos e
ndo gémeos e uma avaliacdo superficial do desenvolvimento infantil, indo pouco além
dos aspectos gerais e das “sequelas neurologicas” inespecificas. Os autores justificaram
e concluiram, a semelhanca de muitos outros, que é necessario aprofundar a
investigacdo e manter a vigilancia sobre as consequéncias tardias das técnicas de

criopreservacao e descongelamento.

Em revisdes mais recentes e focadas nos resultados da PMA, também prevalece
a escassez de dados relativos a evolugdo (outcomes) e tal facto constitui uma
preocupacdo muito real. A revisdo de Wennerholm, U.B. et al. - 2009 citada
anteriormente e que constituiu um notavel trabalho de andlise de centenas de artigos
registados na PubMed, Cochrane e Embase entre 1984 e 2008, foi reveladora das
dificuldades existentes na avaliacdo dos resultados sobre desenvolvimento infantil. Os
autores desta revisao, selecionaram estudos com resultados de criopreservagdo oocitaria
ou embrionéaria. Os estudos sobre criopreservacdo em fases de clivagem, sé eram
incluidos se fossem feitos com grupos controle. No entanto, casos clinicos ou estudos

publicados em inglés sobre criopreservacdo de blastocistos ou vitrificacdo de ovdcitos e
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respetivos embrides em fases de clivagem, foram todos incluidos, o que se justifica pela
escassez de publicagbes sobre vitrificagdo. Dos 437 artigos selecionados sobre
criopreservacao na fase inicial da clivagem, sé 21 é que possuiam os critérios minimos
de inclusdo. Dos 990 artigos com casuistica de criopreservacdo de blastocistos ou
ovocitos s6 se encontraram 12 com critérios suficientes para integrarem a revisdo. A
maioria dos estudos rejeitados tinha falhas no seguimento infantil (follow-up), ou
possuia dados partilhados por outras revisdes, 0 que podia enviesar os resultados.
Wennerholm, U.B. et al. concluiram que «To date (2009), there are no follow-up
studies of the growth and long-term health of children born after slow
freezing/vitrification of blastocysts and oocytes».

Tentando facilitar a comparacdo dos principais resultados citados, elaboramos
um quadro remissivo (quadro 4) com os 12 principais estudos incluidos nesta reviséo,
dada a importancia de que também se revestiram para a nossa investigacdo. Nas paginas
seguintes apresentamos entdo os principais estudos incluidos na revisdo de Wennerholm
U.B. et al. — 2009, publicados entre 1984 e setembro de 2008 e registados na PubMed,

Cochrane e Embase.
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Ref. Design do Critérios Areas avaliadas e | Comentario
Bibliog. estudo e data resultados
N° de partos
Criopreservados :
SART (7 Estudos a 1719 (% unicos: Defeitos Sem referéncia
publicacGes | partir de entre 73 e 79) FIV congénitos em aos métodos de
de 1993 a registos fresco: 7353 (% maior nimero criopreservacao
2000), USA | populacionais | unicos: entre 60 e 70) utilizados
1991-97 ICSI fresco: (1995-
97) 4949 (63%
anicos)
Inclui
185 crio unicos, 86 Parto pré termo, transferéncia de
Estudo crio gémeos, 12 crio | baixo peso, mortes | blastocistos e
Wada et al. | retrospetivo - | trigémeos, 592 FIV fetais e perinatais e | embrides em fase
(1994), amostra fresco Unicos, 288 malformacodes inicial de
Reino Unido | hospitalar, gémeos FIV (144 major em maior clivagem.
1985-91 partos), 81 trigémeos | numero Glicerol e
Fiv fresco propanediol como
crioprotetores
Sutcliffe et | Estudo 68 crio unicos, Prematuridade e Grupo controle
al. retrospetivo - | 20 crio gémeos, desenvolvimento | sem indicar idade
(1995a,b), amostra 3 crio trigémeos, 83 | mental e paterna e
Reino Unido | hospitalar, controles (81 Gnicos | neuroldgico gemelaridade.
nascidos em e 2 gémeos de Defeitos major e Métodos de
1989-94 fecundacéo natural) | minor criopreservacao
Follow-up 1-5 anos ndo referidos
Estudo a Omitidos 0s
De Mouzon artir dos Crio: 2005 criangas indices de
part FIV a fresco 19869 Malformacdbes gemelaridade por
e Lancaster | registos . - .
. .| criangas ICSl a congénitas técnica de PMA e
(1997) populacionais _ A s
1995 fresco: 3325 a (eferenma a
criopreservacao
Crio FIV 158 (inicos anfogn?ti‘;”j;a's ¢
Estudo e 97 gémeos FIV a 9
. - artigo de Kallen et
retrospetivo a | fresco 160 Unicos e
Wennerhol . . al. (2005b).
partir de 95 gémeos 156 .
m et al. . Crescimento e Embrides em fase
amostra concebidos . .
(1998), : morbilidade inicial de
. hospitalar , naturalmente 156 .
Suécia . - . clivagem. Usado
nascidos em unicos e 96 gemeos, ropanediol (de
1990-95 follow up aos 18 prop

meses

Wennerholm et
al., 1997)

(Cont.)
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Total 2245 criangas

Gémeos omitidos.

Estudo Referido
Westergaard | baseado em FIV (1913 F.IV' 180 . pretermos, baixo
) ICSI, 105 crio, 47 Defeitos
etal. (1999) | registos x L e peso e mortes
Dinamarca lacionai doacdo de odcitos, congenitos inatai RN
populacionais | ., o olae de perinatais nos RNs
1994-95 < PMA. S/detalhes
concecdo natural) da cri «
a criopreservacgao
Estudo Total 42 463 (8,9% Muito baixo peso
Schieve et baseado em crio, 78,0% FIV a analisado so para
al. (2002) reqistos fresco sem doacédo de | Baixo peso ao o total de nascidos
UéA ' og ulacionais ovacitos, 18 408 nascer com PMA. Sem
?986-97 unicos, 18 399 detalhes da
gémeos, 5127trig. criopreservacao
105 crio (74 Unicos,
28 gémeos, 3 Somatometria ao
Estudo trigémeos), 406 ICSI nascer mas sem
Nakaio et al retrospetivo (217 Unicos,165 IG. Desenv.mental
J " | de coorte com | gémeos,24trigémeos) . e defeitos
(2004), o Crescimento - )
Japio ques_tlonarlo, 120 FIV (64/ congenltos, SO
nascidos em Unicos,44 gémeos,12 avaliados na PMA
1995-2003 trigémeos). 73,4% de Sem detalhes da
respostas.Follow-up criopreservagao
em 3,6,9,12,18 e 24m
Estudo 17724 RNs (5120
Wang et al. . crio, 12 604 FIV a Prematuridade e
retrospetivo : Sem detalhes da
(2005), q fresco) 11 556 baixo peso ao . <
A e coorte, . . criopreservacao
Austrélia 1996-2000 anicos, 5513 gémeos, | nascer
657 trigémeos
Kallen et al Total16 .280 lactentes . S/ilsiﬁ]ag:fi?%%r;egs
' (1055 crio FIV, 419 | Prematuridade e o< '
(2005a, . ) Complicacdes sem
Estudo crio ICSI, baixo peso ao ST
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Quadro 4 - Quadro remissivo dos 12 principais estudos incluidos na revisdo de
Wennerholm U.B. et al. — 2009, publicados entre 1994 e setembro de 2008 e registados
na PubMed, Cochrane e Embase.
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Quando se comparam resultados entre gestacdes naturalmente concebidas e
aquelas em que houve criopreservacdo embrionaria, surgem grandes dificuldades para
justificar as diferencas. Tendo em consideragdo o que se passa com determinadas
populacdes animais, submetidas a criopreservacdo embrionaria e em que surge um
aumento dos casos de macrossomia fetal e de malformacdes, incluindo anomalias
placentares e polihidramnios (aumento da producdo de liquido amni6tico) verifica-se
que as situagdes da PMA em humanos ndo mostram ter tantas complicagdes. Os autores
duma revisdo de 2009 (Grace, K.S., Sinclair, K.D. — 2009) atribuiram as diferencas
observadas ap0s a criopreservacdo, a existéncia de alteracdes epigenéticas subtis,
ocorridas em fases pré implantatorias, em loci ndo imprinted e que poderdo manter-se

silenciosas até a idade adulta.

Sd0 pouco conhecidos 0s mecanismos responsaveis pelas modificacdes
epigenéticas, ou pelas alteracbes da expressaio do genoma induzidas pela

criopreservacao e os resultados dos estudos j& realizados, sdo por vezes controversos.

A possibilidade de alguns meios de cultura, promoverem um crescimento
excessivo, é uma hipdtese tanto em humanos como em animais. Outra possivel
explicacdo para algumas diferencas relaciona-se com o assincronismo entre a fase
hormonal do endométrio e 0 momento da chegada do embrido a cavidade uterina, sendo
que tal facto poderia condicionar alteragfes precoces que se manteriam. Este efeito
causal perder-se-ia nas transferéncias a fresco, devido a estimulacdo ovarica e a

alteracdo das hormonas esteroides.

Um achado curioso e referido no estudo dinamarqués, que comparou irmaos
(nascidos de gestacdo unica) em que um esteve criopreservado e outro foi transferido a
fresco, foi o facto da criopreservacgdo se associar a mais peso, mesmo entre 0s irméaos e
ajustando-se os resultados para a idade materna e ordem de nascimentos (Aaris et al. —
2011). Este facto comprova que factores diversos das caracteristicas maternas
influenciam o peso dos fetos Unicos dos grupos com criopreservagdo. Se assim for, é
porque as técnicas utilizadas induzem mudangas no desenvolvimento, em estadios
precoces da vida embrionaria, que se refletem no crescimento. Em grau elevado, esta

tendéncia para maior peso pode determinar macrossomia, e esta conduz, como se sabe, a
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mais complicagdes (Henriksen — 2008) e eventualmente a um risco aumentado de

cancro infantil tal como foi sugerido por um outro autor (Kallen et al — 2010 e).

H4 estudos comparativos envolvendo fetos Unicos, uns nascidos apds FIV/ICSI
(a fresco ou criopreservados) e outros concebidos naturalmente em que nao se
encontram diferencas relativas ao baixo peso e a prematuridade mas ha outros em que
0s resultados sdo exatamente o contrario. Num estudo finlandés, os resultados
apontaram para melhores resultados nos grupos submetidos a criopreservagdo
embrionaria (Pelkonen et al., - 2010) e outras publica¢Ges voltaram a evidenciar que 0s
fetos de embriBes criopreservados tendem a ser maiores e mais vezes «grandes para a
IG», quando comparados com fetos de embriGes transferidos a fresco ou nascidos de
gravidez espontanea (Pinborg et al — 2011), (Sazonova et al 2012).

A evolucdo das criancas em que houve criopreservacdo, superou a das
transferidas a fresco para os parametros de follow-up avaliados por Maheshwari, A. et
al. — 2012. Varias hipbteses tém sido colocadas para esta aparente supremacia dos
resultados da criopreservagédo sobre a transferéncia a fresco. Mais uma vez foi posta a
hipbtese da estimulacdo hormonal, usada nos ciclos a fresco, poder ser responsavel por
alguns efeitos desfavoraveis, embora nunca se possam excluir razdes inerentes aos
proprios embrides da amostra ou as dadoras dos ovécitos. Também se pode admitir a
hipotese dos embrifes que sobreviveram ao congelamento e ao aquecimento, poderem
ser, a priori, mais robustos do que os embrides frescos, que foram selecionados entre 0s
muitos facilmente disponiveis.

Na meta analise de Pinborg, A. et al. — 2013, o estudo de Belva et al. - 2008
constituiu, como ja referimos, uma excecdo entre os analisados, porque foi 0 Unico a
reportar mais casos de baixo peso nos fetos com criopreservacdo embrionaria.

Relativamente as técnicas de vitrificacdo de gametas e de embriGes ainda ha
pouca bibliografia mas os resultados globais parecem ser promissores
(U.B.Wennerholm et al. - 2009). Num estudo em que se comparou a evolugdo dum
grupo de criangas nascidas apoés vitrificacdo de blastocistos, versus dois grupos em que
houve transferéncia de blastocistos a fresco, ou criopreservacdo lenta em fase de
clivagem (Wikland et al., - 2010), os autores ndo encontraram diferencas significativas

nos indices de prematuridade, baixo peso ou mortalidade. Houve mais RCIU no grupo
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dos fetos Unicos com transferéncia de blastocistos a fresco, quando comparado com o
grupo dos blastocistos vitrificados resultados estes que sdo idénticos & maioria dos

observados na criopreservagéo tradicional.

O nosso estudo ndo incluiu casos de vitrificagdo embrionaria, porque essa
tecnologia ainda estava pouco divulgada, na altura da fertilizacdo da populagéo da nossa

amostra.

2.4.3.6 — Influéncia da PMA na evolucéo perinatal e tardia

Tem-se vindo a evidenciar uma crescente preocupagdo com os efeitos precoces
da PMA e com algumas das suas consequéncias tardias, que ainda ndo tenham sido
inequivocamente provadas (Wennerholm and Bergh - 2000). Numerosas publicacbes
(Nygren et al. — 2007) tém alertado para um numero aumentado de malformacoes,
prematuridade e problemas associados & gemelaridade monozig6tica mas sem uma
caracterizagdo precisa desses riscos. As amostras populacionais estudadas sdo muito
pequenas, impedindo a analise descriminada das varias técnicas (Porta Ribera, R.,
Trémols, V. et al — 2009). Em muitas situacdes, talvez na maioria, ha omissao de
resultados (Carson, C. et al. — 2010 e 2011) e s6 sdo analisandos dados de somatometria
e de mortalidade perinatal por serem de mais féacil acesso. Aspectos do
neurodesenvolvimento infantil tendem a ser menos investigados, apesar de serem

cruciais para oportunas mudancas.

De entre os varios estudos que consultdmos, houve dois de origem britanica que
constituiram uma excec¢do, por terem incluido o desenvolvimento mental e a avaliagcdo
neuroldgica com inclusdo de diagnosticos por regra omitidos, tais como estrabismo e
défices auditivos (Sutcliffe et al. — abril e dezembro de 1995). Estes dois estudos
controlados despertaram-nos maior atengdo, devido a semelhanga com a nossa propria
investigacdo. Recorrendo as Escalas de Desenvolvimento Mental de Ruth Griffiths, o
mesmo instrumento psicométrico que utilizdmos, os autores avaliaram 0
desenvolvimento de 91 criancas em que houve criopreservacdo e o de 83 concebidas

naturalmente, aos 25 e 29 meses respetivamente. Os escassos resultados publicados,
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evidenciam poucas diferencas e, para estes autores, «o desenvolvimento geral das
criangas com criopreservacgdo, ndo era motivo de preocupacao». Na nossa opinido, esta
conclusdo é pouco objetiva e pode ter perdido atualidade, devido a evolucdo das
técnicas de PMA ao longo dos mais de 20 anos que nos separam dos primeiros
nascimentos, em que houve criopreservacdo embrionaria. Como limitacdes do estudo
britanico, identificamos o facto de ndo ter havido paridade dos grupos controle
relativamente a varidveis importantes. A semelhanca entre os 2 grupos limitava-se
apenas a idade, sexo e classe social de origem (de acordo com a classificacdo de Graffar
descrita no anexo 1)®% o que é insuficiente para se obterem conclusdes mais rigorosas.
Aspectos muito importantes como sejam a prematuridade, a idade dos pais, a paridade, a
gemelaridade e o tipo de parto, ndo foram tidos em conta e tal omissdo pode ter

influenciado os resultados.

Numa meta anélise envolvendo publicagBes de 1996 a 2008, (Hvidtjorn, D.,
Schieve, L., et al. -2009) onde se pretendeu relacionar os tratamentos da PMA com a
ocorréncia de paralisia cerebral, patologia do espectro do autismo e atraso de
desenvolvimento, os resultados foram inconclusivos e 0s autores acabaram por divagar
mais sobre as dificuldades metodoldgicas deste tipo de estudos, do que sobre os

resultados que buscavam e nédo obtiveram.

Num levantamento que envolveu 334 628 nascimentos e Obitos fetais da regido
americana de Massachusetts, foi feita uma comparacéo entre filhos de mulheres férteis e
a descendéncia das maes que tiveram dificuldade em engravidar, embora sem terem
chegado a recorrer a PMA. Neste gigantesco estudo populacional e longitudinal, a partir
dos nascimentos ocorridos entre 2004 e 2008, separaram-se 0S nascimentos uUnicos dos
gemelares e analisaram-se quarto aspectos: prematuridade, baixo peso ao nascer,
restricdo de crescimento intra-uterino e mortalidade. Foi feita regressdo logistica para a
comparagdo primaria entre 0s nascimentos com PMA e este sub grupo de mulheres
pouco férteis mas ndo tratadas. Verificou-se que entre os nascidos com PMA havia

maior risco de prematuridade e de baixo peso quando comparados com a descendéncia

8 A Classificacdo de Graffar é um método de classificacdo usado internacionalmente para
avaliacdo do bem estar sécio econdmico. Foi estabelecida pelo Professor Graffar de origem
belga e adaptada para Portugal (F. Amaro - 1990) . Baseia-se em cinco critérios - profissdo,
nivel académico, rendimentos familiares, qualidade do alojamento e do bairro onde se habita.
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do grupo subfertil. Nos gémeos o risco de mortalidade era significativamente mais
baixo no grupo da infertilidade do que no grupo das maes férteis e subferteis (odds
ratios ajustados de 0,55 e 0,15 respetivamente). Os autores encontraram indices mais
altos de prematuridade e baixo peso entre os fetos Unicos da PMA quando comparados
com os filhos das mées sub férteis mas ndo tratadas. Tais diferencas foram no entanto
menores do que as encontradas entre mulheres férteis e mulheres que recorreram a
PMA. Como se a subfertilidade determinasse valores intermédios de risco, muito
embora tal conclusdo careca de mais estudos (Declercq E., Luke B., et al., - 2013). Ha
algumas evidéncias de que a PMA, sé por si, contribui para piores resultados perinatais
e que tais efeitos sdo independentes das caracteristicas dos progenitores mas, é muito
dificil marcar a fronteira entre a influéncia dos factores genéticos, a estimulagdo ovarica

ou o impacto das tecnologias.

A prematuridade é definida por um nascimento que ocorre antes das 37
semanas de gestacao, € sempre patoldgica e € um dos principais riscos perinatais porque
condiciona toda a evolugdo. Na PMA, o periodo p6s fertilizacdo pode variar e ndo é
contabilizado para efeitos de determinacdo da idade fetal. A IG é contada a partir da
transferéncia embrionaria, enquanto nas restantes situacfes € determinada pelo tempo
de amenorreia ou pela avaliacdo ecografica dos valores biométricos fetais que sao

parametros menos rigorosos.

Nos registos nacionais mais precisamente no relatério de 2011%, verificou-se
que 25,7% dos recém nascidos cujos embrides estiveram criopreservados, nasceram
antes das 37 semanas. E um valor muito elevado quando comparado com os 10% de
casos de prematuridade ocorridos nas gestacfes espontaneas. Os valores variam muito
de pais para pais, e de década para década, sendo que a incidéncia de partos pré termo
nos Estados Unidos aumentou de 9% em 1981 para 11,8% em 1999, altura em que ja se
fazia sentir a influéncia do crescente numero de nascimentos com PMA. (Mattison
D.R., Wilson S., - 2003).

84 http://www.cnpma.org.pt/Docs/RELATORIO_ACTIVIDADE_PMA2011.pdf
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O peso ao nascer associado ou ndo a restricdo de crescimento intrauterino
(RCIU) também é determinante da evolucdo posterior embora menos do que a duragdo
da gravidez.

O tipo de parto, nomeadamente nos fetos imaturos, afeta a evolucao perinatal
porque o trabalho de parto d& origem a flutuagGes do fluxo sanguineo cerebral que
podem causar lesdo neuroldgica e hemorragia. A cesariana pode revelar-se protetora em
algumas situacOes, pelo que as suas taxas deverdo ser tidas em consideragdo, na

avaliacdo de resultados.

A gemelaridade é um risco obstétrico e perinatal porque, entre outros factores,
aumenta os indices de prematuridade quer espontanea quer por decisdo médica. Tanto
0s gémeos como os fetos Gnicos da PMA tém em média menor peso e maior risco de
prematuridade, facto que ficou demonstrado numa meta-analise com grupos controle
(McDonald et al. 2009 e 2010). Uma recente andlise de 16 000 nascimentos com PMA,
confirmou o aumento daqueles riscos nos fetos Unicos mas ndo nos gémeos. No caso
dos fetos Unicos apds os tratamentos de infertilidade, o risco de prematuridade
ultrapassava o dobro, o que é estatisticamente muito significativo. (D’Angelo et al.-
2011), (Cortessis K.V., Duncan C., et al. — 2012).

Desconhecem-se as razdes para o facto inesperado dos gémeos terem melhor
evolucdo mas, admite-se que os resultados da indugdo hormonal, sobre o ovario ou o0
endométrio, e a idade em que foi feita a transferéncia embrionaria, possam ter
influéncia.

Outro fator importante e a ter em conta é o impacto da morte de um gémeo no
desenvolvimento do gémeo sobrevivente. As situacdes de «vanishing twin» ocorrem em
10% das gestacdes FIV de feto dito Unico, obtidas apds transferéncia de dois embrides.
Os fetos unicos com pior evolucdo poderiam ser, em muitos casos, «gémeos
sobreviventes» e ndo verdadeiros fetos unicos. Diversos autores lembram a necessidade
de mais estudos sobre esta realidade (Pinborg A, et al. — 2013)

Na gravidez gemelar a incidéncia de prematuridade e de baixo peso é
semelhante nas gestagdes espontaneas e nas assistidas, ao contrério do que acontece nas
gestacdes de feto unico, em que a evolugdo é pior apés PMA. As causas, como ja
referimos, ndo séo facilmente explicaveis nem totalmente conhecidas. As gestacGes de

feto Unico, ap6s PMA, também tém uma maior incidéncia de complicacfes perinatais
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e tardias (Sebastiani, G., Pertierra Cortada, A., et al - 2009), (Declercq E., Luke B., et
al., - 2013). Alguns autores encontraram mais hospitalizacGes durante a infancia, nos
fetos unicos com PMA, o que podera ter multiplas causas.

Chegou a ser sugerido um aumento do risco oncolégico infantil mas, esta relacao
causal, ndo ficou provada no relatério da ESHRE de 2005 (ESHRE, Hum Reprod. -
2009). Na revisdo de Wennerholm U.B. - 2009 e no estudo por si citado, pertencente a
Kallen et al. da Suécia (Kallen et al. - 2005a, 2005b e 2005c), entre as 16 280 criangas
nascidas ap6s FIV e com um follow-up médio de 5 anos e meio, foram identificadas
1474 criancas submetidas a criopreservacdo embrionaria e destas houve 3 que tiveram
cancro (2 neoplasias do sistema nervoso central e uma histiocitose). A previséo
estatistica de ocorréncias oncoldgicas, para aquele nimero de criancas, era de 1,94
casos. Ndo ha evidéncias suficientes sobre estas matérias que integram demasiados
factores de enviesamento na sua analise.

Num estudo feito em Barcelona (Sanchis Calvo, A., Marcos Puig B., et al. —
2009) também foram comparados gémeos e fetos Unicos nascidos com e sem FIV
(1,61% de PMA no total de nascimentos) e encontraram-se diferencas significativas
relativamente a outros estudos semelhantes. Na PMA houve uma percentagem mais
elevada de malformagdes mas surpreendentemente ndo se encontraram mais casos de
prematuridade ou baixo peso, o que afasta os resultados da média de estudos
semelhantes. Neste estudo cataldo houve 5,3% de malformacg6es detetadas na altura do
parto dos nascidos ap6s FIV, comparativamente a 1,1% dos concebidos naturalmente
(p < 0.002) sendo de 4,83% o valor corrigido do risco relativo de malformagdes (95%
Cl, 2,14 - 10,83).

Um estudo alemdo reportou também piores resultados nas criancas concebidas
com ICSI, quando comparadas com as de FIV classica (EI-Chaar D, Yang Q, et al. —
2008) e, em duas revisdes da mesma altura, uma americana e outra canadiana (Reefhuis,
J., Honein, M.A., et al. — 2009), foi igualmente observado um aumento de
malformagdes no grupo da PMA. Estes autores relacionam as diferengas encontradas,
com possiveis efeitos dos tratamentos ou com as causas subjacentes a infertilidade ou ao
somatario de todos estes factores (Halliday et al., 2010).

Relativamente a patologia do sistema nervoso central, carece de prova que oS

tratamentos de infertilidade aumentem a sua incidéncia entre os descendentes dos casais
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tratados. A evidéncia disponivel sobre as capacidades de aprendizagem e outros
aspectos mais subtis do desenvolvimento cognitivo e neurossensorial, mantém-se sob
investigacdo sentindo-se que sdo necessarios mais estudos (Yue-hong Lu, Ning Wang,
Fan Jin — 2013).

A meta andlise de Pinborg, A. et al. — 2013 que foi muito aguardada pela
comunidade cientifica, ajudou a pbr alguma ordem em tanta controvérsia mas
confirmou que as caracteristicas parentais, incluindo a sub fertilidade, podem

condicionar os resultados a curto prazo.

Ap0s o nascimento, a evidéncia disponivel ndo mostrou aumento significativo da
morbilidade no grupo da PMA a n&o ser a que decorre da prematuridade, do baixo peso
ao nascer e das condicdes dos progenitores. Os fetos Unicos apds FIV/ICSI e
criopreservacdo embriondria, revelaram maior risco de prematuridade quando
comparados com os fetos Unicos de gestagdo espontdnea, mas mostram melhores
resultados, quando comparados com aqueles em que houve transferéncia embrionéaria a
fresco (evidencia A).

Mais uma vez comprovamos, que mesmo naquela meta analise que integrou
estudos feitos ao longo de 20 anos (1982- 2012) e que englobaram milhares de criancas,
a analise dos resultados raramente foi além da prematuridade e dos aspectos
antropométricos. O neurodesenvolvimento foi pouco analisado por insuficiéncia de
dados, o que é uma dificuldade recorrente. A possibilidade de existirem riscos a longo
prazo ndo deve contudo ser desvalorizada, porque o primeiro nascimento ocorreu
apenas em 1978 e é prematuro avaliar efeitos tardios.

A infertilidade é, como temos afirmado, causa frequente de sofrimento o que
leva os individuos afectados a submeterem-se a protocolos terapéuticos muitas vezes
longos e frustrantes. Os tratamentos mesmo no circuito publico de satde, envolvem
custos que ndo estdo ao alcance de todos, e ndo sdo cobertos pelas companhias
seguradoras. Esta realidade faz com que os beneficiarios da Medicina da Reproducéo
tenham habitualmente uma situagdo socio econdmica mais estavel e uma capacidade de

resiliéncia superior a media.

Relativamente aos aspectos emocionais associados a parentalidade nestas

condices dificeis, verificou-se atraves de diversos estudos que, nos casos de feto unico,
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ndo existiam diferencas psicoldgicas significativas, incluindo as competéncias parentais,
comparativamente aqueles que tiveram uma gravidez espontanea (ESHRE - 2009). As
diferencas encontradas, apontaram apenas para um relativo melhor desempenho das
mées submetidas a tratamentos de infertilidade, embora os pais obtivessem piores
resultados em algumas escalas de avaliacéo psicologica.

Em estudos epidemioldgicos, é valido testar hipGteses mas qualquer
associacdo encontrada ndo pode ser interpretada como causalidade. As situacdes de
gravidez gemelar sdo um bom exemplo do que acabamos de dizer, porque aumentam de
forma significativa o cansaco e os sintomas depressivos, sobretudo nas mées de criangas
portadoras de incapacidades. Uma vez que a gemelaridade e a prematuridade aumentam
a morbilidade e sd8o mais frequentes na PMA, é natural que 0s progenitores destas
criancas apresentem um risco aumentado, embora enviesado, para tais sintomas.

Relativamente a idade materna os resultados conhecidos séo contraditorios. A
maioria dos autores descreve riscos obstétricos e perinatais aumentados nos limites do
periodo fértil feminino, mas € dificil separar as causas atribuiveis a imaturidade das que
poderiam derivar das questdes fisiologicas maternas. Entre as adolescentes existe um
risco aumentado de aborto, menor ganho ponderal, distarbios hipertensivos e
nascimento de filhos com menor peso. As mulheres com mais de 34 anos que
constituem o principal grupo utilizador da PMA, sdo naturalmente mais propensas a
sofrer de doencas cronicas ou a gerarem filhos portadores de aneuploidia. Estas
diferencas decorrentes das caracteristicas maternas, podem enviesar alguns estudos que

néo incluam factores de correcdo para a idade (Ozalp S, Mete Tanir H, et al. — 2003).

No estudo que realizamos ndo foi incluida nenhuma mée adolescente mas
poderdo existir criancas concebidas a partir de ovocitos preservados ou provenientes de

uma méae adolescente.

A vigilancia médica da gravidez relaciona-se com um melhor progndstico
materno e fetal. As diferencas geograficas e sociais interferem de tal forma, nos
cuidados médicos disponiveis e no bem-estar das populacdes, que permitem superar
alguns factores biolégicos desfavoraveis quando existe acesso a melhores cuidados de
saude (Weerasekera D.S., Udugama S.G. - 2003). Nas gestacdes da PMA ha sempre
uma garantia de vigilancia médica, que funciona como fator de protecdo e que pode

contrabalancar os maiores indices de prematuridade e alguns riscos perinatais.
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A FIV ja favoreceu o nascimento de mais de 4 milhdes de criangas em todo o
mundo, superando muitos casos de esterilidade e envolvendo recursos técnicos em
permanente atualizacdo. Verifica-se porém, que hd pouca investigacdo com grupos
controle e ha dificuldades intransponiveis, impostas quer por questdes éticas quer pela
atualizacao das técnicas, que impedem o prolongamento dos modelos de estudo e a sua

generalizacdo a varios centros.
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25 - ASPECTOS BIOETICOS E JURIDICOS DA CRIOPRESERVACAO
EMBRIONARIA

2.5.1 — A importancia da PMA na origem da Bioética e do Biodireito

Ainda que os Principios e os novos ramos da Etica filosofica s6 se tenham
afirmado a partir da segunda metade do século XX, assentam em fundamentos
intemporais que evocam a consciéncia e o altruismo de homens e mulheres de todas as
épocas. Ha como que um legado ancestral que converge na justamente designada «The
Golden Rule/ A regra de ouro»®® presente em todas as culturas e religiées. Mesmo na
auséncia duma Etica global, esta regra universal atribuida, entre outros, a Moisés® e
evocada por Jesus Cristo, no Serméo da Montanha quando disse: «Portanto, tudo o que
vOs quereis que os homens vos facam, fazei-lho vos também, porque esta é a lei e 0s
profetas» (Mateus 7:12), constitui um ponto de partida e o principio mais universal da
Etica.

Na cultura dita ocidental, sobressaem a tradicdo de Aristételes (384 a.C. — 322
a.C.) bem representada na célebre frase «O bem que cada um obtém e conserva para si
é suficiente para se dar a si proprio por satisfeito; mas o bem que um povo e os Estados
obtém e conservam é mais belo e mais préximo do que é divino.” (Aristoteles, Etica a
Nicdémaco, 1094b1- 2004,) e a heranca judaico cristd como referéncias fundacionais.
Apbs séculos de algum siléncio, evidenciou-se Immanuel Kant (1724-1804) como um
dos mais marcantes filosofos e pensadores da Etica. Nas suas obras «Critica da Razéo
Pura», «Critica da Razdo Pratica» e «Fundamentacdo da Metafisica dos Costumes»,

Kant torna-se intemporal quando explicitamente afirma que:

8 Encyclopedia of Philosophy in http://www.iep.utm.edu/goldrule/ No Budismo - N&o

atormentes o proximo com o que te aflige — (Udana — Varga 5:18); No Confucionismo - Nao
facais aos outros aquilo que n&o quereis que vos fagam — (Confucio); No Hinduismo - Esta é a
suma do dever: ndo facas aos outros aquilo que, se a ti for feito, te causara dor — Mahabharata
(5:15:17); No Isldo - Nenhum de nds é um crente até que deseje a seu irmdo aquilo que deseja
para si mesmo — (Sunnah); No Judaismo - O que é odioso para ti, ndo o facas ao proximo. Esta
é toda lei, o resto é comentario. Talmude - Shabbat 31% No Zoroastrismo - Aquela natureza s
é boa quando n&o faz ao outro aquilo que ndo é bom para ela prépria - Dadistan-i-Dinik 94:5

% |ivro do Levitico

155


http://www.iep.utm.edu/goldrule/

Criopreservagao embriondria e neurodesenvolvimento infantil

"No reino dos fins, tudo tem um preco ou uma dignidade. Quando uma coisa
tem um preco, pode por-se, em vez dela, qualquer outra coisa como equivalente;
mas quando uma coisa esta acima de todo o prego, e portanto ndo permite
equivalente, entdo ela tem dignidade” ... e ainda... “age de tal modo que trates a
humanidade, tanto na tua pessoa como na do outro, sempre e a0 mesmo tempo,

como um fim e nunca simplesmente como um meio” "' 87

Apds mais de um século em que a Etica pareceu ter sido proscrita da sociedade
humana, envolvida em tragicas guerras durante décadas, heis que surge a proclamada
Declaragdo Universal dos Direitos do Homem em 1948. O documento mais marcante do
século XX permanece vivo e atual, sempre que é evocada a dignidade humana muito
embora nas ultimas décadas tenham surgido outras correntes de pensamento inovador
que originaram uma verdadeira revolugdo. (...) Este facto estd na origem da
estruturagdo das designadas “‘éticas aplicadas”, cada uma vocacionada para uma
diferente area especifica, e entre as quais sobressai a Bioética (Patrdo Neves, M. C. -
2001).

Na afirmacdo de novos ramos oriundos da Etica filosofica, surgiu em 1970 e
pela primeira vez®, o termo «Bioética» que foi um feliz neologismo criado pelo
oncologista Van Rensselaer Potter 11 (1911-2001) ao tentar traduzir, de forma
eloguente, 0 novo conceito estruturado nas palavras gregas bios (vida) e ethos (relativo
a Etica).

O legado cientifico de Potter ultrapassou as questdes ambientais e relacionou esta
nova disciplina com as ciéncias médicas, numa abordagem que poderiamos designar por

Etica clinica.

87 |mmanuel Kant, Fundamentacdo da Metafisica dos Costumes (1785), Edicdes 70, Brasil,
1991, p.69.
8 Van Rensselaer Potter 11 (1911-2001), um oncologista americano que criou e usou pela
primeira vez o termo Bioética em 1970 num artigo intitulado «Bioethics: The science of
survival». A sua obra «Bioethics: Bridge to the future » de 1971, ligou-o definitivamente a esta
designagéo.

A palavra bioética tera sido usada num texto alemao da primeira metade do século XX,
mas nessa altura ndo teve grande impacto.
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Muitas das correntes de pensamento oriundas da Etica filosofica, surgiram da
necessidade de limitar as praticas abusivas, tantas vezes realizadas em nome da Ciéncia,
estabelecendo Declaracdes e Cddigos de conduta, que defendem a integridade da pessoa
humana e promovem a responsabilidade da sociedade em relacédo as geragdes do futuro.
Como figura marcante nesta evolucdo sobressaiu o Obstetra e Fisiologista, Andre
Hellegers contemporaneo de Potter e ligado & Medicina da Reprodug&o®.

Em poucos anos, este novo ramo da Etica conheceu um desenvolvimento
exponencial potenciado pelo facto da Medicina, do Direito e das Ciéncias Sociais
carecerem e ndo disporem de instrumentos para as situacGes criadas pelas novas
tecnologias. A Bioética tornou-se rapidamente “uma nova transdisciplina” (Archer,
1996, p. 462) nas palavras de Luis Archer que, também viria a reafirmar (Archer, L.
2006, p.142-143) que “a Bioética pretende desenvolver um didlogo transdisciplinar
sobre as tecnologias que convém ou ndo a cada sociedade, na perspetiva dos valores
que queira salvaguardar. Consciente de que o progresso cientifico ndo é um absoluto, a
bioética pretende contribuir para a felicidade genuina e sustentavel dos individuos e da
sociedade”.

Esta realidade em que « (...) exige-se que a Etica manifeste capacidade para
intervir em todas as dreas da atividade humana, (...)» (Patrdo Neves, M., e Osswald,
W., - 2007) igualmente favoreceu o desenvolvimento de outras ciéncias hibridas,
nomeadamente o Biodireito, que em poucos anos Sse impuseram a comunidade
cientifica, gerando uma atitude que “permite ao Homem participar na evolugdo
bioldgica, preservando a harmonia universal” (Patrdo Neves, M.C., - 1996).

De facto, a Bioética foi-se revelando indispensavel como atitude de reflexdo mas
insuficiente na praxis ja que ndo é sua missdo impor condutas. Foi neste pressuposto
que surgiu o Biodireito, mais voltado para a criacdo de uma legislacdo que salvaguarde
0 ser humano da arbitrariedade da ciéncia.

Evocando marcos importantes, recordamos que entre 1974 e 1978, um grupo de

profissionais da area clinica e da Etica tradicional, denominado “National Commission

8 Andre Hellegers (1926-1979) Obstetra e Fisiologista holandés que fundou o célebre “The
Joseph and Rose Kennedy Institute for the Study of Human Reproduction and Bioethics” em
Washington.
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for the Protection of Human Subjects of Biomedical and Behavioral Research“®,
elaborou 0 Relatério Belmont (Belmont Report) feito a pedido do Congresso norte-
americano e publicado em 1978. Ficaram definidos os direitos inalienaveis da pessoa
humana perante a pratica e experimentacdo medica. A progressiva adesdo das nacoes
aos principios deste relatorio, verdadeiro marco histérico de natureza ético-juridica,
levou a uma nova atitude em toda a atividade cientifica. Por esta altura, chegaram ao
conhecimento publico pela comunicacdo social, verdadeiros atentados da dignidade

humana, cometidos em nome da ciéncia (fig. 13).

Che New York Times

Syphilis Victims in U.S. Study
Went Untreated for 40 Years

By JEAN HELLER
The Asscetated Preaa

WASHINGTON, July 25—For
40 years the United States Pub-
lic Health Service has conduct-
ed a study in which human
beings with syphilis, who were
induced to serve as guinea
pigs, have gone without medi-
cal treatment for the disease
and a few have died of its
late cffects, even though an ef-
fective therapy was eventually
discovered.

The study was conducted to
determine from autopsies what
the discase does to the human
body,

Officials of the health seev-
ice who initiated the. experi-
ment have long since retired.

Current officials, who say they

have serious doubts about the
mocality of the study, also say
that it is too late 10 treat the
syphilis In any surviving
participants.

Doctors in the service say
they are now rendering what-
ever other medical services
they can give to the survivors
while the study of the discase’s
eifects continues.

Dr. Merlin XK. DuVal, Assist-
ant Secretary of Health, Educa-

tion and Welfare for Health
and Scientific  Affairs, ex-
pressed shock on learmning of
the study. He said that he was
making an immediate investi-
gation.

. The experiment, called the

Tuskegee Study, began in
1932 with about 600 black men,

Fig. 13 - Denuncia dum polémico e bem conhecido estudo que envolveu
experimentagdo humana, iniciada em 1932 com 600 afroamericanos®.

% Refere-se & «National Commission for the Protection of Human Subjects of Biomedical and
Behavioral Research» (Comissdo Nacional para a Protecdo da Pessoa Humana e Pesquisas
Biomédicas e Comportamentais) criada em 1974 e que foi o primeiro 6rgdo americano de
supervisao ética. http://bioethics.georgetown.edu/pcbe/reports/past_commissions/

L n http://www.popfi.com/wp-content/uploads/tuskegee2.jpg
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O Relatorio Belmont legou-nos aqueles que sdo hoje considerados os Principios
fundamentais da Bioética e que sdo:

Beneficéncia: Corresponde ao principio hipocratico de fazer o bem (do latim bonum
facere). Os autores Tom Beauchamp e James Childress (1989) definem beneficéncia
como a acdo feita em beneficio alheio, e estabelecem o dever moral de agir em
beneficio dos outros.

Principio da Autonomia — implica o respeito pela Pessoa Humana e exige o
consentimento livre e informado, para se realizar qualquer intervencdo ou investigacao,
salvaguardando esse direito quando ndo ha auto determinacdo do individuo. Recorde-se
que relativamente a Medicina, ja o Papa Pio XII havia afirmado em 1952, que os Unicos
direitos que os médicos tém sobre os doentes, sdo somente aqueles que estes lhes

conferem, 0 que contempla a mesma ordem de pensamento.

Justica: este principio refere-se a imparcialidade. O relatorio veio defender a equidade
no tratamento de cada pessoa, conforme as suas necessidades e de acordo com 0 seu

mérito e contribuicdo a sociedade.

Esta enunciacdo de principios tem a sua maxima aplicacdo no ambito da satide mas
é extensivel a muitas outras areas e, aos trés principios nucleares da Etica, juntaram-se
outros considerados subsidiarios e onde se destaca o Principio da ndo-maleficéncia. O
conceito de ndo maleficéncia provem da maxima da Etica médica: primum non nocere
(primeiro nédo ferir, do latim) e é complementar do principio da beneficéncia quando

institui a obrigacdo de ndo causar dano intencional.

O Principio da alteridade por sua vez, é definido pela relacéo entre as pessoas e
simboliza o respeito devido aos outros (Oliveira Ascensdo J., et al — 2005) sendo
materializado numa Etica de reciprocidade, tdo bem traduzida em todas as épocas e

religides, pela ja mencionada e justamente designada «Regra de ouro».

Ainda em 1978, o Instituto Kennedy da Universidade de Georgetown nos USA que

é de orientacdo jesuita, fez publicar a primeira Enciclopédia de Bioética em quatro
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volumes, dirigida pelo tedlogo catdlico Warren Reich e onde se define a Bioética como
0 "estudo sistematico do comportamento humano na area das ciéncias da vida e da

salde, visto a luz dos valores e dos principios morais".

Alguns membros da comissdo que redigiu o relatério Belmont, oriundos de
diferentes correntes filosoficas, reformularam os principios e publicaram em 1979 a
obra “Principles of Biomedical Ethics”, uma verdadeira obra-prima da Bioética
(Beauchamp, T.L., e Childress, J.F. -1979)% paradigma da teoria conhecida como

“Principialismo”®

, que relaciona teorias éticas distintas, ajudando a distinguir as
fundamentacbes (ou fundamentos) dos principios. Segundo 0s seus autores que
sofreram algum confronto no plano tedrico, ndo deverdo existir conflitos de principios
mas, a existirem, todos os principios deverdo ser considerados deveres prima facie, isto

é, principios orientadores que admitem exceces justificaveis (Otomuro, D. - 2008).

Na evolucdo da Bioética houve muitos contributos tedricos para além do
Principialismo. Entre as caracterizac@es éticas mais citadas, incluimos a de John Rawls,
um critico contemporaneo do utilitarismo, com uma fundamentacdo objetiva dos juizos
morais ou Etica normativa, evidenciada na sua “Teoria da Justiga” de 1971; Hans Jonas,
filésofo que desenvolveu uma ética da responsabilidade; Tristan Engelhardt e Peter
Singer tidos como libertarios e muito referidos nas areas clinicas ou ainda Paul Ricoeur
numa abordagem intelectual verdadeiramente interdisciplinar.

Actualmente os fundamentos da Bioética assentam em duas linhas do pensamento
contemporaneo: a primeira, oriunda da tradicdo liberal que proclama os direitos da
pessoa humana, como limites a acdo da sociedade; a segunda, originaria da primeira,
apoia-se numa nova corrente filoséfica que integra a acdo do sujeito, ndo apenas no
quadro das suas consequéncias imediatas, mas principalmente em funcdo das suas
repercussoes futuras (Outomuro, Delia - 2008). Aplicando tais principios éticos, quer 0s

enunciados mais recentemente quer os primitivos, concluimos invariavelmente, que o

%2 Beauchamp T; Childress J. Principles of biomedical ethics.3".ed. New York: Oxford
University Press,1989.

% “Principialismo” aqui representado sobretudo pelo filosofo (utilitarista) T. L. Beauchamp e 0
deontologista J. F. Childress. Foram estes bioeticistas que em 1979 definiram os principios da
Bioética.
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respeito pela dignidade da pessoa humana € um dever universal e um principio com
aplicabilidade erga omnes™ (Loureiro J. - 2006).

Tentando fazer uma simula das visdes mais recentes sobre o que integra hoje a
Bioética na area clinica, poderiamos enunciar-lhe os seguintes atributos (Otomuro, D. -
2008):

e A prevencdo dos abusos sobre a pessoa humana face a medicalizagdo da vida e a
investigagcdo medica em seres humanos.

e A supervisdo dos avancos técnico-cientificos nas areas sensiveis de diagnostico,
terapéutica e cuidados intensivos, reproducdo medicamente assistida e
engenharia genética.

e A critica & heteronomia®™ de movimentos iniciados maioritariamente a partir dos
anos 60 do século XX, com grupos minoritarios que se foram impondo

gradualmente a opinido publica existente.

Relativamente & Etica médica, os principios da autonomia e da justica simbolizam
as preocupacOes mais atuais que se foram afastando duma visdo paternalista para uma
visdo mais antropologica (Osswald, W. - 2005). O discurso da Bioética actual ndo
conseguindo ser universal, procura ser universalista, e visa questdes que envolvem a
responsabilidade moral e social da ciéncia, sobretudo em areas polémicas como a FIV, o
diagnostico pré-implantatorio, o recurso a engenharia genética e a criopreservacao de
gametas e embrides.

N4o € nossa intengdo circunscrever a Bioética ao &mbito da Medicina, mas sera essa
a nossa perspectiva ao longo deste trabalho. Nesse pressuposto podemos afirmar que a
PMA e todas as tecnologias satélite inicialmente criadas para promover nascimentos

saudaveis, se tornaram os principais desafios bioéticos da atualidade.

% Expressdo em latim (erga = para; omnes = todos) usada principalmente no meio juridico.

% Heteronomia: conceito criado por Kant, para justificar as leis impostas. Pressupde a sujeicdo
do individuo a vontade de terceiros ou de uma coletividade. Fundamenta o Estado de Direito,
em que os individuos se devem submeter a lei. Heteronomia € uma palavra de origem grega (o
heteros, "diversos” + nomos, "regras") Opde-se a autonomia em que 0 ente possui e pode
expressar a sua vontade e a anomia que é a auséncia de regras.
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Os ultimos anos tém sido marcados por alguns «abusos» pontuais que tém
conseguido abalar os conceitos mais arreigados de maternidade, paternidade e filiagéo
mas, nem mesmo os tedricos mais radicais ousam definir como objetos, seres que apesar
de estarem privados de autonomia, sdo plenos de potencial e matriz humana.

Apesar de alguns autores como Tristan Engelhardt ou Peter Singer entre os
contemporaneos, exprimirem opinides que questionam o direito do embrido a dignidade
humana, argumentando que «um ente s6 serd considerado pessoa, quando consciente,
racional, livre, autonomo e responsavel» (Tristan Engelhardt - 1986), (Pessini, Loyola —
1998), um relativo equilibrio tem prevalecido na generalidade dos paises. Torna-se
desejavel que a par das técnicas inovadoras, surja o reconhecimento legislativo dum
estatuto para o embrido, que garanta o seu direito a ser tratado sob o principio da
alteridade, no pleno respeito pela dignidade humana.

Gostariamos de concluir esta breve introducéo, afirmando a nossa esperanca de
que tanto os fundamentos da Etica filosofica classica, como os de todas estas jovens
éticas aplicadas que se lhe seguiram, e onde destacamos a Neuroética pela ligacdo ao
nosso trabalho, possam funcionar como importantes estratégias para salvaguardar o

equilibrio e a sobrevivéncia da nossa espécie.

2.5.2 - Questdes ético juridicas da PMA e criopreservacédo embrionaria

A evolucdo da Biologia e da Medicina da Reproducdo foi tdo rapida que,
mudado o paradigma e desvalorizada a chancela da Moral, se tornou dificil legislar
nesta area. Mesmo em paises europeus que foram pioneiros em muitas técnicas, as
diretivas legais tornaram-se em poucos anos contraditdrias e incapazes de responder aos
novos desafios. Nesta matéria, o Reino Unido foi, ndo apenas o protagonista dos
primeiros grandes éxitos, como teve o mérito de elaborar o primeiro enquadramento
legal para os novos desafios da Medicina da Reproducéo.

Perante 0 vazio normativo e 0s constantes progressos cientificos, surgiu em
1982, no Reino Unido, uma comissdo para regulamentar as tecnologias da Embriologia
e da FIV, em resposta as preocupacdes surgidas com o nascimento da primeira crianga

artificialmente concebida. A referida comisséo inglesa, inicialmente dirigida pela
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filosofa Mary Warnock, reconheceu os avangos tecnoldgicos mas privilegiou a defesa
do embrido humano concebido artificialmente; Este grupo de trabalho estabeleceu
principios que foram publicados em 1984 num relatério conhecido como Warnock
Report. Em 1990, aquela comissdo deu lugar a Human Fertilisation and Embryology
Authority (HEFA) um organismo que posteriormente originou a atual legislacdo (Act),

que se denomina Human Fertilization and Embryology Act.

Apesar de toda a renovacéo legislativa e jurisprudéncia surgida na generalidade
dos paises ap6s o Warnock Report, persistiram muitas questfes reais que foram
chegando ao conhecimento publico. A possibilidade de utilizar gametas doados, recorrer
a uma FIV, obter embrides e posteriormente poder preserva-los ou contratualizar «um
ventre de aluguer», constituiu uma verdadeira revolugdo social que originou
complexidades juridicas nunca antes imaginadas. O relatério Warnock inspirou muita
legislacdo impeditiva da mercantilizacdo de gametas e de mées de substituicdo mas
perante 0 avan¢o cientifico manteve-se um certo vazio juridico porque as técnicas
evoluem muito rapidamente.

Uma resposta ética direcionada para o impacto das tecnologias da PMA e a
possibilidade de diferir a utilizacdo de tecidos humanos para datas futuras, permanece
quase totalmente em aberto. Todas as decisfes que se relacionam com os periodos de
tempo aceitaveis para a criopreservacdo, e o destino a dar aos tecidos bioldgicos,
também estdo longe de obter consenso, sobretudo quando ocorre o desinteresse, a
impossibilidade ou a morte dos seus legitimos detentores.

Se a criopreservacdo de sémen vidvel, um dos produtos biolégicos mais faceis de
manter por periodos superiores a vinte anos, tem motivado tantos e tdo acesos debates,
imaginemos os dilemas ético-juridicos que a preservacdo de embriGes humanos pode
criar...

Voltando ao Warnock Report e aos seus principios, foi determinado que 0s
materiais bioldgicos s6 podem ser utilizados por entidade licenciada e fiel depositaria,
no estrito respeito pelos fins a que estavam destinados ou seja, para tratamentos de
infertilidade ou para investigacéo cientifica, no caso dos gametas ou embriées humanos.
Além das regras que recomendavam que 0 armazenamento nao deveria exceder 10 anos
no caso dos gametas, e 5 anos no caso dos embrides, aquele relatério também

estabeleceu que seria indispensavel o consentimento escrito dos dadores, para que fosse
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iniciada e mantida a criopreservacdo. A possibilidade de compra ou venda de gametas
ou embrides humanos ficou igualmente restringida, de forma a evitar a especulagéo
comercial.*®

Perante 0 avan¢o da ciéncia e o crescente reconhecimento da Bioética e dos seus
fundamentos humanistas, foi sendo sentida a necessidade de se constituirem comissfes
de avaliagdo técnico-cientifica, que posteriormente originaram as Comissdes de Etica.
Em 1983, surgiu em Franca a primeira destas comissfes, a que se chamou «Comité
Consultatif National d’ Ethique pour les Sciences de la Vie et de la Santé» o qual
produziu de imediato um parecer sobre «procriacao artificial”. Em Franca o direito a
vida é garantido a quem quer que Vviva, seja nascido ou nascituro (o termo nasciturus, ou
embrido implantado, significa o ser destinado a nascer) e, para as varias fases da vida
pré natal, ndo devera haver nenhuma diferenca de tratamento. (Franca, G. V. — 2007).

Na Alemanha surgiu em 198,5 o Benda Report que depois deu origem a uma lei
de defesa dos embrides, lei essa que entrou em vigor em Janeiro de 1991.

Portugal esteve entre 0s primeiros paises, a manifestar a necessidade de
implementar uma comissao de Bioética a nivel nacional e, em Maio de 1986, surgiu a
primeira «Comissdo para o Enquadramento das Novas Tecnologias» que chegou a
elaborar uma proposta de lei sobre PMA, mas que ndo teve seguimento no plano
legislativo.

O Centro de Direito Bioético da Faculdade de Direito da Universidade de Coimbra
também publicou, atempadamente, um documento escrito baseado no trabalho daquela
comissao e destinado a informar a opinido publica. Em 1990 foi criado o Conselho
Nacional de Etica para as Ciéncias da Vida (CNECV) que, de certa forma, foi o
herdeiro das tentativas anteriores e ao qual foi atribuida a competéncia de "analisar
sistematicamente os problemas morais suscitados pelos progressos cientificos nos
dominios da biologia, da medicina e da satde em geral" (Patrdo Neves M. - 2001), (Lei
n° 14/90, art.2°, n°1, alinea a). O CNECYV produziu um Relatorio-Parecer sobre a PMA
em 1993.

% Cryobiology, cryogenics, cryopreservation in Pp 127 . Eubios Ethics Institute

<http://lwww?2.unescobkk.org/eubios/index.htm>
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A lei portuguesa respeitante a PMA sofreu sucessivos adiamentos e, entre a sua
elaboracdo e a publicacdo, mediaram varios anos e alguma polémica. A proposta de lei
que tinha sido apresentada pelo Governo em julho de 1997, foi aprovada com emendas
em plenario da Assembleia da Republica, mas foi vetada pelo Presidente da Republica
(que exigiu nova apreciacao).

A posicéo tomada pelo CNECV seguia a linha de pensamento francesa, em que o
embrido é entendido como pessoa pelo menos potencial, desde 0 momento da concecéo
e devendo por isso, ser respeitado desde inicio; estas posicGes assentavam na ideia de
que “0 embrido ndo pode deixar de dar origem a um representante da espécie humana,
e nunca desembocard num individuo de qualquer outra espécie, a vida humana merece
respeito, qualquer que seja o seu estadio ou fase, devido a sua dignidade essencial” e
ainda... “0 embrido é desde o inicio o suporte fisico e biolégico da pessoa humana” .

Outros paises europeus seguiram o exemplo francés (com excecdo do Reino
Unido, Espanha e até recentemente a Alemanha), e produziram pareceres sobre aspectos
da PMA embora com algumas divergéncias entre eles % .

Em novembro de 1997, foi publicada a Declaracdo Universal do Genoma e dos
Direitos Humanos que viria a ser editada pela Organizacdo das Nacgdes Unidas para a
Educagéo, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO) em 2009. Esta publicagcdo exprime uma
genuina preocupacdo com a dignidade da pessoa humana, garantindo o direito
inaliendvel de cada individuo a integridade genética, estimulando a democratizacdo dos
conhecimentos cientificos, os direitos fundamentais, a autonomia da vontade dos

pacientes e proibindo a clonagem de seres humanos e a comercializacdo de 6rgaos.

No fim do século XX viveu-se uma época de grande preocupacdo bioética
causada pelos avancgos tecnoldgicos mas, a semelhanca de outros paises, Portugal
chegou ao século XXI sem um ordenamento juridico ou uma legislacdo adequada a
pratica real da PMA. A legislacdo de muitos paises € regida por teorias natalistas que
apenas concedem direitos de personalidade aos individuos nascidos com vida. Tais

regimes juridicos falham nos principios éticos e constitucionais da dignidade do ser

*7 Relatério-Parecer sobre a Experimentac&o no Embrido n® 15/CNECV/95 e 20/CNECV/1997 .
% Para mais desenvolvimentos, vide Luis Archer et al, Novos Desafios & Bioética, Porto
Editora, Porto, 2001, pp. 24 e segs.
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humano, que sdo amplos e dizem respeito a todos, nascidos e por nascer, pelo simples

facto de serem humanos.

No seu marcante relatorio de 2003, Daniel Serrdo %

insurgia-se contra esta
auséncia de regulamentacdo e com o facto de se permitir a criagédo de embrides humanos
excedentarios, sem se avaliar a dimensdo do problema. A questdo sobre «se 0 embrido
humano produzido por FIV e ndo utilizado no respetivo procedimento, é dotado de
personalidade juridica e, portanto, sujeito de direitos, passivel de tutela pelo principio
constitucional da dignidade da pessoa humana» (Andreazza, G. - 2012) permanece um
importante motivo de reflexdo, constantemente enriquecido com novos dados, mas sem

que se tenha até hoje conseguido atingir um consenso estatutario.

Deste avanco tecnologico demasiado acelerado comparativamente a capacidade
de adaptacdo da sociedade, resultaram numerosos embrides humanos cujo destino é
incerto, tanto nas instituicbes publicas como privadas. Segundo a Associacdo
Portuguesa de Fertilidade (APF), muitas clinicas portuguesas em funcionamento ha
mais de dez anos, perante o anterior vazio legal, aguardaram cautelosamente pela lei,
mantendo os seus embrides congelados *°°. Como néo existiam regras juridicas, podem
ter ocorrido casos de cedéncia de embrides humanos para adogéo, para investigacdo ou
para simples destruicdo, sem que nada se saiba desse destino. Também é possivel que
possa ter sido mantida a criopreservacdo de alguns embrides por tempo indeterminado

e, em alguns centros, ainda se mantenha.

A muito aguardada Lei n° 32/2006, de 26 de julho veio finalmente colmatar
importantes falhas criando «o Conselho Nacional de Procriagdo Medicamente Assistida
(CNPMA), ao qual compete, genericamente, pronunciar-se sobre as questdes éticas,

sociais e legais da PMA»'*,

% Livro Branco sobre “O uso de embrides em investigacio cientifica”. Publicagio do Ministério
da Ciéncia e do Ensino Superior. Lisboa, 2003.

190 pyplicado originalmente no jornal Publico, a 25 de Marco de 2008. disponivel em
http://www.apfertilidade.org/web/index.php

19 http://www.cnpma.org.pt/cnpma_atribuicoes.aspx
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Relativamente ao Direito, s6 a partir de julho de 2006 é que ficou definido o
destino dos embrides excedentarios'® e s6 em fevereiro de 2009 é que esta questdo
ficou devidamente regulamentada, com a promulgacdo da Lei vigente. Atualmente ja
existe protecdo legislativa para o embrido humano, ainda que incompleta. Todas as
clinicas publicas ou privadas que efetuem tratamentos de infertilidade, estdo sujeitas a
regras de funcionamento mais rigorosas do que a generalidade dos estabelecimentos de
salde. A legislacdo diverge porém entre nacdes, e a livre circulagdo nos paises da Unido
Europeia, tem permitido aos cidadaos explorar assimetrias legislativas e ultrapassar as
leis de origem (Neves, C.I. — 2008)

A recente lei permite a criopreservacdo embrionaria humana e estabelece um
periodo de trés anos, excecionalmente alargado a seis anos, para a sua manutencao.
Ultrapassado aquele prazo, os embriGes que ndo tiverem sido transferidos, ou doados

para adocao ou investigacao, deveréo ser destruidos *** .

A grande questdo levanta-se com o facto de sabermos que muitos embrides
permanecem viaveis durante muito mais tempo do que aquilo que a lei estipula e
conservam a possibilidade prolongada duma transferéncia bem-sucedida para um utero
materno (D. Serrdo, 2003) e (CNECV/07)'%. Sendo assim quaisquer limites legais e
prazos impostos & preservacdo embrionaria deverdo ser constantemente reavaliados %°.
No que a esta tematica diz respeito, a Lei portuguesa, também permite que os embribes
invidveis, ou simplesmente apds os trés anos de criopreservacdo legalmente
determinados, sejam utilizados para investigacdo ou extracdo de células estaminais

(pluripotenciais) destinadas a terapéutica.

Na nossa opinido, esta permissao de utilizar embrifes viaveis para investigacao,

apenas porque chegaram ao fim dos trés anos de preservacao ou se encontram excluidos

%2Diario da Republica, 1.a série — N.o 143 Lei n.° 32/2006-de 26 de Julho — PMA - Artigo 9.°
- Investigacdo com recurso a embrides e Artigo 25.°- Destino dos embrides. Pp 5245 a 5250

103 |_ei n.0 32/2006 - Artigo 9.° - Investigagdo com recurso a embrifes e Artigo 25.° Destino dos
embrides

1% Ver ICNECV/07 Parecer do Conselho Nacional de Etica para as Ciéncias da vida sobre os
Projectos de Lei n°® 126/X (que estabelece os principios para a investigagdo em células
estaminais e a utilizagdo de embrides)

5 A viabilidade vital dos embrides congelados é desconhecida mas supera amplamente os
prazos estabelecidos por lei.
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do projeto parental dos seus progenitores, implica a morte de seres vivos plenos de

potencial humano e revela insuficiéncias do ordenamento juridico.

A semelhanca de outros autores, defendemos que as solucdes de viabilidade para
os embriBes ja existentes, e a investigacdo tendente & reducao dos riscos inerentes a sua
conservacao, sdo eticamente mais defensaveis do que a permitida e legal destruicdo ou
utilizacdo em investigacdo cientifica, tanto mais que existem criancas aparentemente
saudaveis, cujos embrides estiveram criopreservados por mais de dez anos (Wilson, C.,
Check J.H. - 2006).

Outra questdo relevante e cuja discussao publica se aguarda, é a que diz respeito
a gravidez sub-rogada. Alguns paises, como a Franca, a Suica e a Argentina, distinguem
a maternidade sub-rogada da maternidade compartida (Odilon G. - 2010). Diz-se que a
maternidade € sub-rogada, quando o embrido gerado a partir dos gametas de um casal é
implantado no Utero de outra mulher (muitas vezes pejorativamente designada por
«ventre de aluguer») que gerara aquela crianca e a devolvera aos pais bioldgicos apds o
parto. Na maternidade compartida uma mulher é inseminada com o sémen do elemento
masculino dum casal, contribuindo com um ovdcito seu para a fecundacgéo e aceitando
mediante contrato geralmente legal, entregar a crianca no fim da gestacdo, ao casal ou
individuo contratante. Esta pratica (ainda) ndo esta prevista na legislacdo, porque a lei
portuguesa determina que a mde é quem gera a crian¢a, independentemente de ter

produzido o gameta feminino que esteve na sua origem.

2.5.3 - Problematica dos embrides humanos excedentarios

A possibilidade de preservar embribes provenientes duma FIV, permite reduzir
os elevados custos materiais e humanos, que os tratamentos de infertilidade acarretam e
contribui de forma significativa para o éxito da PMA. Contudo, da mesma maneira que
este importante avanco, trouxe a inquestionavel vantagem de se poder recorrer aos
embrides criopreservados para futuras gravidezes, evitando a sua perda e as repetidas
tentativas de fertilizacdo com estimulagdes ovaricas, também veio agravar o problema

ético-juridico que constitui a existéncia de embrides excedentarios.
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A prolongada indefinicdo da lei, tanto portuguesa como internacional, relativa
aos embrides gerados mas ndo implantados, manteve uma indefinicdo das regras e
limites aceitaveis. Foi gracas aos principios éticos comuns a maioria dos profissionais
envolvidos, que se conservou uma fragil defesa, assente na conviccao que: «O trato com
os embrides humanos deve ser norteado pelos principios gerais da Bioética. Desta
forma, serd possivel desenvolver um marco juridico que atribua aos excedentarios
tratamento condizente com a dignidade da pessoa humana» (Andreazza, G. - 2012).
Todavia, os embrides humanos ndo implantados, ainda nao possuem um verdadeiro
estatuto moral ou seja, a qualidade que confere a uma entidade o ser tida em conta na
sua realidade e nos seus interesses, sob o ponto de vista moral que é diverso do ponto de
vista legal.

Reconhecemos que a desvalorizacdo estatutaria do embrido humano pré
implantado, tem favorecido progressos na investigacdo cientifica, ainda que nao raro se
tenham cometido abusos sob o olhar complacente duma parcela significativa da
sociedade, alheada das questbes bioéticas que se levantam. Podemos exemplificar este
paradoxo, recordando que no meio cientifico e ndo so, até os animais possuem algum
estatuto moral embora com fragil estatuto legal. Até as proprias coletividades e
associacOes, totalmente imateriais possuem estatuto legal ainda que ndo possuam
qualquer estatuto moral [American Academy of Pediatrics (AAP), sic]. S6 os embrides
humanos continuam excluidos dum estatuto ou condi¢do moral e, esta auséncia de tais
atributos, permite que sejam submetidos a experiéncias que ndo seriam toleradas em

quaisquer animais Vvivos.

Um aspecto satélite a PMA mas com grande peso nas decisfes legislativas
respeitantes ao embrido humano pré implantado, é o valor que este material biolégico
gerado e facilmente desprezado tém para os centros de investigacdo e para a industria
farmacéutica.

A circunstancia destes organismos vivos, com potencial de desenvolvimento,
serem constituidos por células pluripotenciais altamente cobicadas, coloca enormes
questdes. Algumas correntes de opinido, incluindo do meio cientifico, teimam em olhar
para 0os embrides ndo como «fins em si mesmos» mas como meros utensilios. Porém,

mesmo entre as correntes de pensamento mais utilitaristas, subsiste uma grande
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indefinicdo que permite a intervencdo mas, a0 mesmo tempo reconhece a necessidade
de serem estabelecidos limites.
llustrando a ambivaléncia relativamente ao uso cientifico versus a atribuicdo
dum estatuto ao embrido e condescendendo como afirma Fernandes (1999) que, “a vida
em si mesma desconhece o seu proprio destino™, voltamos a citar a respeitada AAP,
quando declara que:
«...In a pluralistic society, minority views should be respected but should not
necessarily determine policy. The development of stem cell lines through the
destruction of preimplantation ex utero embryos and research on stem cell lines
should be permitted...(...) Minority views can be respected, in part, by the
promotion of research into ways to obtain Human Embrionic Steam Cells

without destroying embryos».

A Academia Americana mostra reconhecer que € diferente utilizar embrides
excedentarios ou concebé-los propositadamente para investigacdo e defende o uso dos
embribes legitimamente doados para esse fim. Também é contestado qualquer tipo de
incentivo pecuniario, que promova a doacdo de embrides, temendo que 0s casais se
sintam forcados a doar, por receio de serem preteridos no decurso dos seus tratamentos.

Uma realidade que permite que um embrido seja totalmente privado de direitos e
até excluido do primado do ser humano, é suportada por multiplos interesses e
legitimada por um certo tipo de discurso, do qual damos um exemplo concreto e
realcamos o quanto se afasta do rigor cientifico, manipulando a opinido publica:

«...strictly speaking, the early preimplantation blastocyst is not yet an embryo
and is more properly called a pre-embryo. For this reason ethics commissions in
several nations have approved research on the human pre-embryo up to 14 days
because the conceptus is not yet differentiated»

(em tradugdo livre: «...falando em sentido estrito, o blastocisto n&o
implantado, ainda ndo é um embrido e € mais adequado ser designado por pré-
embrido. Por esta razdo, as comissdes de ética de muitas nacfes aprovaram a
investigacdo no pré-embrido humano com menos de 14 dias, uma vez que tal

concepto ainda ndo esta diferenciado»).

106 Academia Americana de Pediatria
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Discursos deste genero poderdo ser considerados falaciosos pois, como outros ja
tdo lucidamente afirmaram (Daniel Serréo, Luis Archer, Jorge Biscaia, Walter Osswald
e Michel Renaud entre as nossas principais referéncias), uma clivagem oportunista do
continuum do trajeto vital do ser humano, podera ser entendida como «uma forma de
manipulacéo da opinido publica, a qual comeca a chamar-se “politica de linguagem”»
(Serréo, D. — 2003).

N&o sera dificil encontrar, nas incongruéncias de definicdo do que é um embrido
humano, ou da eterna questdo de quando comeca a vida, interesses de natureza
seguramente ndo bioética. Se existissem duvidas, as mesmas dissipar-se-iam perante
alguns escritos que ousam comparar o embrido humano vivo a uma «cultura de tecidos»
(«...In this sense, the pre-embryo cells are no different from those in standard tissue
cultures»). Porém, mesmo nestes discursos impregnados de intencbes veladas, surge
alguma preocupacdo pelos abusos que uma liberalizacdo da sua utilizacdo poderia
acarretar:

«On the other hand, it is true that a human pre-embryo could, in unscrupulous
hands, be guided to develop into a human being. The protagonists against
cloning maintain that by virtue of the pre-embryo’s special status, it’s wrong to
carry out destructive experiments on them»'®’

(em tradugdo livre: «é verdade por outro lado, que sob m&os menos
escrupulosas, poderia ser dada a hipotese a um pré-embrido de prosseguir o seu
desenvolvimento humano. Os protagonistas contra a clonagem defendem, que é
errado exercer experiéncias destruidoras sobre os pré-embrides devido a este

seu estatuto especial»).

Sejam quais forem as opc6es sobre o destino a dar aos embrides excluidos dum
projeto parental, esta questdo tornou-se uma preocupacdo para as sociedades que
dispdem desta capacidade tecnoldgica. Embora legalmente s6 seja permitida a criagédo

de embrides para fins estritamente reprodutivos, existe a facilidade técnica de os gerar e

197 UNESCO/IUBS/EUBIOS Bioethics Dictionary, pp160 .
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utilizar, fora dum contexto procriativo, dando razdo as preocupacdes de

NnumMerosos autores:

“Nao se pode olvidar que os bancos de embrides, verdadeiros orfanatos de
nascituros, surgem em decorréncia da fertilizacdo in vitro, sendo em verdade um

problema, ndo uma solu¢ao” (Pussi, W.A. - 2005)

No Encontro Anual da ESHRE em 2008, houve pelo menos quatro
comunicagdes sobre o destino a dar aos embrides excedentarios e transcrevemos 0s

resultados de um desses estudos:

“Num estudo em Franca, a maior parte dos 1338 casais inquiridos, escolheu
guardar os embrides para futuras gravidezes. Dos 321 que abdicaram de os
usar para este fim, a destruicéo (57 por cento) foi o primeiro destino escolhido,
seguido da investigacédo (29,5 por cento), em ultimo lugar surgiu a doacéo a
outros casais com problemas de fertilidade (13,5 por cento). A menor inclinacéo
para a doacdo (cinco por cento) repetiu-se num outro estudo, australiano”
(23rd Annual Meeting of the ESHRE — 2007).

Como se verifica, as novas potencialidades da PMA desafiam conceitos juridicos
tidos como adquiridos, tais como a parentalidade e o conceito de familia e exigem
diferentes abordagens. No que diz respeito ao Direito e a necessaria reflexdo ética,
questBes de maior complexidade deverdo ser discutidas a luz duma busca coletiva de
solucBes por parte de todos os interessados. Citamos a este respeito o Relatdrio
Preliminar em que Daniel Serrdo defendia, ja em 2003, um debate alargado sobre a

necessidade de regulamentar o uso dos embrides humanos em investigacao cientifica:

“ ...a caracterizacdo do embrido humano como sobrante ou excedentario tem a
obvia conotagdo de que é algo de que se pode dispor livremente (...) A
utilizacdo de embrides humanos na investigacdo cientifica, da qual resulte a
destrui¢do dos proprios embrioes, ndo foi nunca pacifica (...) A questdo é: que
estatuto deve ser concedido a estes embrides — chamados sobrantes,
excedentarios ou supranumerarios — em comparacdo com 0 estatuto que é

concedido aos embrides incluidos no projeto procriativo parental e que irdo
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desenvolver-se no utero materno, tal como os embrides resultantes do processo

normal e fisiologico de fecundagdo?”

Voltando ao mesmo autor e a sua posicao face ao embrido, com cujo contetdo
nos identificamos, este problema engloba quatro vertentes fundamentais que foram
debatidas neste relatério e que sdo: a natureza biologica e social, a natureza do bem

juridico e a natureza transcendental ou religiosa atribuida.

N&o havendo solucgdes ideais na PMA, porque o ideal seria sempre a sua «ndo
necessidade», uma possivel saida para dar ao embrido criopreservado algum direito a
liberdade individual, poderia ser o recurso a: “(...) uma ac¢do judicial na qual o juiz
decidiria o que € melhor para a pessoa incapaz de manifestar a sua autonomia e auto
determinagao” (Loureiro, J.- 2006, p. 17). Tal solucdo, levada ao extremo, entregaria ao
Biodireito toda a defesa do embrido, podendo desse modo esvaziar-se o papel da
Bioética; todavia, uma vez que “os individuos devem ser tratados como agentes
auténomos e as pessoas com autonomia diminuida tém direito a protecdo” (Diedrich
G.F. - 2001) tal papel defensivo seria sempre compartido com a Bioética, cujas

caracteristicas fundamentais também sdo a universalidade e a constante evolucéo.

S&o inmeras as questdes que se levantam e estamos longe de as equacionarmos
todas. Repare-se que, quando se aborda a sensivel questdo da interrupcao voluntéria da
gravidez, surge invariavelmente a questdo do direito a auto determinacdo da mée da
crianca por nascer. No caso dos embrides essa discussdo ndo existe, mas os problemas
relativos a tomada de decisdo ndo diminuem, antes pelo contrario. Esta realidade levanta
outras questdes, como o direito a procriar e 0 facto de cada um dos progenitores ter
contribuido «apenas» com um gameta e ninguém «de per si» se poder afirmar «dono»

do embrido.

Legislar sobre os direitos humanos é muito diferente de legislar sobre
componentes organicos ou Orgaos para transplante. Nunca é demais recordar que, se
nem 0s gametas devem ser vistos como meros «objetos» ou simples «culturas de
tecidos», 0 que dizer dos embrides humanos que transportam consigo uma irrefutavel
dignidade prépria? Estes seres plenos de potencial possuem um valor que é inerente a

sua propria natureza e que podemos designar por dignidade humana.
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No debate subjacente aos embribes excedentarios, prevalece uma divergéncia de
critérios havendo correntes genéticas, embrioldgicas, neuroldgicas e outras mais ligadas
a valores de cariz juridico ou religioso. Pode ser que o desejavel reconhecimento dum
estatuto para o embrido venha a gerar uma complexa espiral de novas questdes, tais
como: a quem pertencem se é que pertencem, ou quem se responsabiliza pelos embrides

excedentarios? E qual o destino a dar-lhes?

Sobre o destino a dar aos embrides ha varias hipdteses que gostariamos de
referir, numa ordem de exposi¢do que € meramente arbitréria, € ndo possui qualquer

precedéncia ética:
e Promogéo duma futura gravidez de acordo com o projeto parental dos pais.

e Adocdo por casais inférteis ou disponiveis, estando esta opcao ja legalizada mas

ainda pouco divulgada.

e Criopreservacdo prolongada, mantendo-se os embrides “ad eternum” como
futura fonte de células tronco para a familia. A luz dos conhecimentos actuais
desconhecem-se  outros interesses biologicos, mas ¢é perfeitamente

conceitualizavel, que possam vir a surgir no futuro.

e Destruicdo ap6s consenso dum parecer multidisciplinar.

e Uso ndo procriativo mas do interesse da sociedade, tal € o caso da investigacao
em células pluripotenciais humanas (atualmente esta opcao ja é permitida apds 3

anos de criopreservacéo).

e Uma hipdtese engenhosa e ja recriada por alguns progenitores, consiste em
transferir os embrides fora do periodo fértil. Ndo sendo a solucdo mais
defensavel sob o ponto de vista ético, mimetiza um fendmeno ocorrido
naturalmente (muitos embrides que chegam a cavidade uterina, ndo completam o

processo de nidacdo porque ndo chegam na «hora certa» ou porque Sao
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eliminados espontaneamente). Promover uma transferéncia numa fase menos

favoravel «seria um subterflgio ético para descartar os embrides congelados»*®.

Perante tantas e tdo divergentes opcdes, prevalece a evidéncia que a capacidade
de resposta da sociedade foi ultrapassada deixando o0s seus principais agentes muitas
vezes sem solucdo. A titulo de exemplo citamos o protocolo de 2009 dos hospitais
universitarios da Escola de Medicina de Warwick, no Reino Unido, que sugeriam de
forma bastante eclética, a seguinte e surpreendente opcao aos casais seus utentes:

«Alguns grupos mais intervenientes tém-se organizado na defesa do
embrido humano por vezes recorrendo a estratégias que poderiamos considerar
de contra corrente na sociedade atual. A titulo ilustrativo, citamos a carta
assinada pela coordenadora da primeira agéncia de adocdo de embriGes
congelados dos Estados Unidos (2009) e enderecada a Nightlight Christian
Adoptions'®, na qual se declara que''’: O Programa de Adocdo de Embrides
Congelados Snowflakes ("Flocos de Neve") é um programa da Nightlight
Christian Adoptions, uma agéncia de adocéo sem fins lucrativos autorizada pelo
Estado da Califérnia. Durante os ultimos dez anos procuraram ajudar familias
a encaminharem e a receberem em adogdo embrides congelados, que

resultaram em 168 criancas nascidas através de pais adotivos».

Os autores do programa de adogdo de embrides informaram, que a maioria das
criangas assim geradas tinham sido embries congelados por mais de trés anos, até
serem implantados na mae adotiva. Também informaram que a época desta declaracédo
publica, a crianca mais velha tinha nove anos e a mais nova teria exatamente uma
semana de vida sendo “ fonte de grande alegria e de béncéo para as suas familias”
(Cordoba, J.E., Torres, J.C.S. - 2000)

N&o é sem sentido que se chegou a evocar para 0s embrides, um direito a

«Habes corpus», reforcando o fundamento desta expressao latina que significa

% Questdes Eticas sobre o Congelamento de Embrides. Disponivel em http://www.pro-

criar.com.br/tratamentos/congelamento-de-embrioes

1% https://www.nightlight.org/snowflakes-embryo-donation-adoption/
10 http://www.uhcw.nhs.uk/ivf/treatments/cryopreservation
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literalmente “que tenhas teu corpo”. A expressao usada no &mbito do Direito, refere-se a
um direito constitucional, que d& liberdade temporaria a alguém colocado na iminéncia
de sofrer um cerceamento de direitos ou algum tipo de violéncia. Concedido o «Habes
corpus», readquire-se o direito a dispor do préprio corpo da maneira que se escolher,
algo de que o embrido humano criopreservado ou ndo, esta totalmente impossibilitado
(Magalhges, V.)*.

Outra solucdo conveniente para 0os embrides excedentarios poderia estar numa

hipotese que transcrevemos:

«... surge um encaminhamento rapido, capaz de atender aos imperativos das
novas técnicas de fertilizacdo e, ao mesmo tempo, preservar o respeito pela
dignidade humana, a saber: a doacéo de pré-embribes, e ndo a simples adocéo,
como uma proposta respeitavel, juridica, ética e politicamente. (Pereira, G.O.,
Pacifico, A. P., 2010)

A complexidade do destino a dar aos embrides excedentarios, seria menor se nos
focassemos nos seus superiores interesses. Dito por outras palavras, porque é que 0S
progenitores impossibilitados de se responsabilizarem pelo futuro dos seus embrides,
ndo sdo incentivados a optar pela doacdo como acabadmos de referir? Devemos
interrogar-nos porque é que o destino dos excedentérios diverge tanto daquele que é
reservado as criangas ja nascidas, ou aos préprios nascituros, cujas maes nao querendo

interromper a gravidez, optam antecipadamente por os «doar» para adocao.

Gracgas a progressiva tomada de consciéncia da sociedade, a questdo dos direitos
do embrido saiu dos meios cientificos e conquistou todos 0s que se preocupam com 0S
seres privados de autonomia. Partilhamos totalmente a ideia de quem afirmou que
«Uma coisa é certa, se ninguém pode deter o avango da ciéncia, sempre sera de exigir
um compromisso com a ética e com a dignidade humana» (Galante, F. - 1997) e

subscrevemos com Daniel Serréo, a esperanca de encontrar uma solugdo e um estatuto

1 Pesquisa e texto de Vivian Magalhdes in

http://jovemdez.no.comunidades.net/index.php?pagina=1026031840
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digno para o embrido humano artificialmente concebido, que liberte a sociedade

contemporanea de algum desnorte em que se tem deixado arrastar.

2.5.4 — A questdo das células tronco embrionarias

As células embrionarias de varias espécies possuem a capacidade Unica de
gerarem todas as outras linhagens celulares, ao contrario das células pluripotenciais dos
organismos adultos e, por esse motivo sdo designadas celulas tronculares ou estaminais,
designacdo equivalente a stem cells da nomenclatura anglo-saxénica (Osswald, W.,
CNECYV - 2004). Além desta caracteristica Unica, as células retiradas de um embrido em
estado de blastocisto sdo capazes de se multiplicar in vitro (pelo menos 200 vezes) e dar
origem a varios tipos de células diferenciadas.

As células estaminais sobrevivem em cultura, por tempo indeterminado, gracas a
uma elevada capacidade auto regenerativa, e podem ser congeladas sem perda deste
potencial. Devido a estas caracteristicas impares, 0os embrifes e 0s seus subprodutos
constituem um manancial de reserva celular precioso, com reconhecido interesse
econdmico e cientifico. O contributo da investigacao realizada sobre embrides tem sido
tdo determinante para importantes avancos das ciéncias médicas, nomeadamente para o
conhecimento de doencas infantis que tal facto facilitou uma quase desobediéncia e um
certo laxismo legislativo, relativamente ao uso de embriGes em estado pré implantatorio.

O problema principal quando se aborda a questdo das células estaminais, ndo é
tanto a investigacdo mas sim a legitimidade da sua proveniéncia (A.A.P., Committee for
Pediatric Research and Committee on Bioethics — 2012). Embora se deva reconhecer
que o embrido no estado de blastocisto merece respeito e é algo mais do que um simples
aglomerado de células, devido ao potencial nele existente de evoluir até pessoa
(Osswald, W., CNECV - 2004), nem sempre é respeitada uma ética defensora e
principialista, prevalecendo o mero utilitarismo.

Paralelamente aos progressos gque a investigacdo com células pluripotenciais
tem permitido, incluindo a previsdo futura do seu uso terapéutico, avoluma-se a
suspeita, de que a manutencdo e manipulagdo destas células pode vir a acarretar
riscos porque ninguém sabe ao certo como se irdo comportar in vivo (A.A.P.,

Committee for Pediatric Research and Committee on Bioethics — 2012). As
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preocupacOes que existem relativamente a manipulacdo de células pluripotenciais sao

naturalmente extensiveis aos gametas e aos embrides conservados em laboratdrio.

Outra preocupacdo que se avoluma, é se o crescente recurso as tecnologias da
PMA n&o podera perturbar o equilibrio genético que levou séculos a estabelecer e cujas
regras ndo sdo totalmente conhecidas. Se por um lado existem aspectos muito positivos
nesta tentativa de minimizar erros naturais, por outro lado crescem receios de potenciais
riscos e abusos. Poderd ser um receio mais imaginario do que real, mas obriga 0s
investigadores a refletir sobre as suas praticas e suscita o debate, levando a sociedade a

questionar-se sobre a hierarquia dos valores éticos a preservar.

2.5.5 — Criopreservacdo embrionaria e neuroética

Entre os mais importantes avancos da Medicina da Reproducédo, inclui-se a
criopreservacdo embrionaria, descrita em 1983 e bem-sucedida desde 1984 (Wang J.,
Sauer, V. M. — 2006). Esta tecnologia veio possibilitar a utilizacdo diferida dos
embrides e diminuir os custos humanos e materiais da PMA, ao reduzir 0s riscos
decorrentes das repetidas estimulacdes ovaricas e tentativas de fertilizacdo. A par das
inegaveis vantagens, surgiram questes que evidenciam a necessidade de compatibilizar
os avancgos cientificos com os direitos fundamentais dos progenitores e dos seres

humanos assim concebidos.'*?

As questdes levantadas pela crio preservacao
embrionaria ndo sdo s6 médicas e ético juridicas mas igualmente morais e religiosas.
Porém, ultrapassados os problemas ético morais decorrentes da destruicdo embrionaria,
poderdo vir a surgir novas questdes face aos riscos bioldgicos desconhecidos (causados

entre outros factores pelo congelamento e manipulacdo térmica posterior).

N&o sendo a crio preservacdo o cenario ideal para o inicio da vida humana,
transformou-se em poucos anos numa realidade incontornavel e, prevé-se que no futuro
se venha a multiplicar pois sera problematico destruir material biolégico mantido em

boas condigOes. Antes das restrigdes legais que foram surgindo na generalidade dos

12 Declaracdo sobre o uso do progresso cientifico e tecnolégico no interesse da Paz e em
beneficio da Humanidade Proclamada pela Assembleia Geral das Nag¢fes Unidas em 10 de
Novembro de 1975 - Resolucéo n.° 3384 (XXX).
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paises, chegaram ao conhecimento publico casos de criangas aparentemente saudaveis
nascidas de embrides que estiveram congelados mais de dez anos (Wilson, C., et al. —
2006). Com o desenvolvimento das novas técnicas de vitrificacdo, que alargam as
possibilidades de sobrevivéncia intacta, poderdo aumentar as questes relativas ao
tempo de armazenamento legalmente permitido. Independentemente da lei ou dos
limites provaveis da viabilidade bioldgica, ninguém conhece ao certo o impacto da
criopreservacdao sobre os embrides, e esta dlvida ira permanecer por muito tempo,
tornando-se uma prolongada fonte de surpresas.

Aqueles que contestam a criopreservacdo embrionaria assentam a sua
argumentacdo muitas vezes em polos opostos. Existem opositores de algumas
tecnologias da PMA cuja argumentacdo é bastante afirmativa da sua postura contra

corrente, contraria ao utilitarismo atual e bastante plausivel:

“...no parece conforme a la dignidad humana el que los seres humanos, en su
fase incipiente, padezcan la detencion de sus funciones bioldgicas. Al contrario,
la préactica de crioconservacion de embriones humanos refleja una pérdida del
sentido del valor de cada ser humano individual. (...) La congelacion no solo es
un habitat no acorde con la dignidad del viviente individual humano, sino
expresion de una voluntad que determina y decide la vida humana de los
débiles, y por la que la dignidad del embridn se reduce al valor de uso con fecha
de caducidade” (German Zurriarain, R. -2007).

Alguns paises (Alemanha e Dinamarca entre outros) evitam o problema,
destruindo os embrides ndo utilizados logo apds a fertilizacdo, mas é uma atitude
extrema e muito pouco consensual. Tratar um problema evitando que ele exista, pode
parecer uma boa solucdo mas a pratica mostra que é dificil evitar que sejam produzidos
embrides em excesso. Um elevado rigor legal implica a destruicdo de muitas vidas
potenciais e de muitos projetos parentais.

Os o6vulos fecundados s6 sdo congelados porque os progenitores desejam ter
mais filhos, ou receiam que a primeira tentativa de implantacdo seja mal sucedida.
Considerando entdo que esta realidade s6 pode ser minimizada mas ndo deve ser

eliminada, imp@e-se decidir o que fazer aos embrides excedentarios. Nesta matéria 0s
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dilemas néo se colocam apenas em relacdo ao futuro, mas igualmente nas tentativas para
solucionar os erros acumulados do passado™®.

Nos paises que permitem a preservacdo embriondria ha mais opc¢des, mas
persiste a ameaca da destruicdo. Sob o principio da legalidade, em que o que ndo é
proibido é permitido e, ndo havendo interdicdo legal a destruicdo, pode cair-se no
facilitismo da eliminacdo pura e simples dos embrides em estado pré-implantatorio.
Alguns paises como a Bélgica e os Estados Unidos, cientes do valor bioldgico e
cientifico, incentivam a doacdo dos embrides para investigacao cientifica, promovendo
uma solucdo legal, mas que também se revela muito utilitarista e pouco humanitéaria.
Destacamos entre muitos comentarios (Ferreira, A.F. — 2002) um que consegue resumir
de forma acutilante as varias vertente deste problema:

“a producdo excessiva de possiveis vidas humanas, como se fossem objetos de

consumo ou meros instrumentos a justificar o desejo dos casais de terem filhos,

da-nos a sensacdo de que a espécie humana néo € nada mais do que um meio, e

nao um fim em si mesmo”.

Paralelamente ao dilema ético juridico inerente a existéncia de embrides
excedentarios, mantem-se a divida sobre a integridade futura daqueles cuja concecgédo
foi artificial ou que foram submetidos a processos de criopreservacdo. Relativamente
aos aspectos neurofisiolégicos decorrentes das técnicas da PMA, a situacdo €
particularmente complexa porque paira a ameaca do desconhecido. Pela sua novidade,
as questbes que se levantam com as novas tecnologias, transcendem os atuais
conhecimentos cientificos e podem vir a afetar a comunidade humana como um todo,

originando um complexo problema bioético.

Apesar da consequéncia mais grave de toda a iatrogenia ser a lesdo sobre um
novo ser, tantas vezes pior aceite do que a sua propria morte, ndo existem estudos

suficientes sobre os efeitos a longo prazo da PMA e da criopreservacao sobre o

' Trata-se de uma questdo confessadamente ndo resolvida, sejam quais forem os principios
éticos dos participantes deste debate.
http://www.bioeticaweb.com/aies-lascito-adoptar-embriones-congelados-para-salvar-su-vida/
http://www.bioeticaweb.com/rescate-y-adopcion-de-embriones-criopreservados-solidaridad-o-
encarnizamiento-reproductivo/
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nascituro, porque o foco da investigacao tem estado mais centrado na capacidade e éxito
procriativos. Conhecer melhor estes mecanismos, pode conduzir a estratégias
preventivas ou curativas de extrema importancia para os individuos afetados ou em
risco (O'Connell M.E., et al. — 2009).

Tal como descrevemos ao longo deste trabalho, hd factores extrinsecos que
modificam a expressao genética e a producdo de derivados proteicos celulares, levando
a que o desenvolvimento neurossensorial e cognitivo do ser humano seja afetado, tanto
pela experiéncia como pelo ambiente em que cresce e é gerado. Muito curiosa é a
evidéncia, de que ha factores ambientais que sdo capazes de afetar processos
epigenéticos no cérebro humano. Ao contrario das mutacBes genéticas que sdo estaveis,
as mutacdes epigenéticas sdo reversiveis. Quanto mais jovem € 0 organismo, mais
susceptivel é o seu epigenoma a mudanca e, descobrir esses factores de protecdo e

estabilidade, pode vir a ter grande impacto futuro.

Apos a nidacdo, a sobrevivéncia e o crescimento do novo ser vdo depender da
placenta. As células da placenta em desenvolvimento sofrem uma extensa metilacdo do
seu ADN e a regulacdo epigenética varia ao longo da gravidez. A fase embrionaria é de
todas a mais vulnerével as circunstancias ambientais porque os factores que interagem
com o ambiente, modulam de forma definitiva o neurodesenvolvimento. A ma nutricao
por exemplo, é um facto suscetivel de alterar a neuro transmisséo e afetar o desempenho
cognitivo, com todas as implicacdes que dai possam advir. Ainda que uma reposicao e
normalizacdo posterior compensem alguns dos efeitos duma caréncia prévia, nunca se
conseguira reverter a totalidade dos danos causados porque tais a¢cdes foram exercidas

em fases diferentes e irrepetiveis do desenvolvimento.

Uma area de investigacdo que merece atencdo, € a que relaciona caréncias em
oligoelementos, prévias ou concomitantes a gravidez, com alteragdes mais tardias do
neurodesenvolvimento fetal. Em estudos sobre a intoxicagdo cronica por metais
pesados, verificou-se por exemplo, que para cada aumento serico de 1 micrograma de
chumbo, podia surgir um declinio cognitivo de 0,87 pontos percentuais no quociente de
inteligéncia. Uma possivel explicacdo é que o chumbo tende a depositar-se nas células
do cérebro infantil. Sabe-se igualmente que a caréncia em ferro, afeta o
desenvolvimento cerebral devido a sua interferéncia na neurogénese, na mielinizacao e

na transmissao nervosa das células. Os défices de acido félico por sua vez estdo
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associados a alteracGes do tubo neural e a sua administracdo a mulheres férteis ou
gestantes, é considerada boa pratica porque reduz a incidéncia deste tipo de patologia
(Haider, B.A., Bhutta, Z.A. - 2012).

Os factores epigenéticos modulados pelo ambiente vdo-se acumulando ou
extinguindo e, na idade adulta, cerca de um terco dos gémeos monozigdticos ja exprime
diferencas na metilacdo ou na modificacdo das histonas, sendo de admitir que estas
diferengas facam variar a suscetibilidade as doengas. O préprio ambiente emocional da
mée durante a gestacdo ou nos primeiros tempos de vida, pode ter implicacOes

permanentes na vida dos individuos.

Os perfis de metilacdo de alguns genes especificos derivados de tecidos
cerebrais (nomeadamente o gene do factor neurotrofico cerebral/ brain-derived
neurotrophic factor gene) poderdo um dia servir como bio marcadores da depresséo.
Outra evidéncia, que ja foi identificada, é a que relaciona antecedentes de abuso infantil
com mudangas epigenéticas no recetor glucocorticoide do gene NR3C1 do hipocampo.

Voltando aos efeitos do meio sobre os organismos em desenvolvimento, damos
conta da sua importancia, mas nunca chegaremos a conhecer todos 0s aspectos
implicados, quer na fase embrionaria quer nos estadios subsequentes porque, a todo o
momento sdo identificadas novas e importantes interagdes. O que parece irrefutavel
tanto na reproducdo natural como na PMA, é que ainda ha muito por descobrir sobre 0s
inimeros factores que influenciam e interagem nos processos de desenvolvimento.

A estimulagdo ovarica cautelosa e as transferéncias embrionarias mais seletivas
(feitas de preferéncia com embrides Unicos), tém conduzido a menos casos de pré
eclampsia materna e de encefalopatia infantil, embora as desvantagens em relacdo a
gravidez espontanea se mantenham (Finnstrom et al. - 2011). Circunstancias desta
natureza poder&o vir a afetar geracdes de criangas concebidas artificialmente, bem como
a sua descendéncia, mas podemos perspetivar intervencdes nutricionais ou
farmacoldgicas que sejam benéficas e contribuam para uma possivel reversao de efeitos

desfavoraveis. (Victoria, K., Cortessis, K.V., Duncan, C., et.al. — 2012).

As oportunidades cientificas muitas vezes advém de circunstancias adversas e

geram inesperados horizontes de investigacdo. Um exemplo do que acabamos de dizer,
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foram as descobertas relativamente a sindrome do X fragil, que é a causa hereditaria
mais frequente de atraso mental em criangas. O gene envolvido na ocorréncia desta
sindrome, codifica a produgdo de uma proteina vital para o desenvolvimento cerebral e
existe sob a forma de mutacéo silenciosa, nos portadores da deficiéncia. Foi no ambito
da investigacdo e das dificuldades de obtencdo de células tronco embrionarias, que se
verificou que este gene ainda funciona normalmente nas células embrionérias humanas,
mas pode ficar inativo & medida que as células se diferenciam. O referido gene ja esta
silenciado nas células estaminais, que nao sdo embrionarias, embora ainda sejam
pluripotentes. Se ndo tivesse havido a oportunidade de estudar as circunstancias, numa e
em outra fase do desenvolvimento destes doentes, ndo se teriam podido tirar tais

conclusoes.

Outras patologias cuja relagdo com a PMA esta bem estabelecida e que se
relacionam com o0s mecanismos de imprinting genético sdo, como vimos, as sindromes
de Beckwith-Weidemann (1 para cada 10 000 nascimentos) que resulta duma deficiente
metilacdo de varios genes e a sindrome de Angelman (1 para cada 12 000 nados vivos)
que resulta da perda do alelo materno UBE3A. A Sindrome de hipometilacdo materna, o
Retinoblastoma e a Sindrome de Silver — Russell, entre outras doencas raras, também
tém sido associadas a estes mecanismos de transmissdo e sdo mais frequentes nas
situacBes de PMA. Também se sabe que existem sempre diferencas entre 0s gémeos
monozigo6ticos, que decorrem da informacdo epigenética e que vdo aumentando ao
longo da vida. Daqui se deduz a enorme importancia das condicGes de fertilizacdo e de

crescimento inicial, que podem condicionar a propria expressao do genoma.

As inovacdes técnicas abrem horizontes desconhecidos no que respeita as
repercussdes bioldgicas Existindo informacdo que sugere riscos, a médio e a longo
prazo (Ceelen, M., et al. — 2009) sobre a integridade do embrido humano concebido com
PMA, devemos prosseguir na procura de condicdes e procedimentos seguros. Os
processos de fertilizacdo e as técnicas de diagndstico pré-implantatorio deverdo ser alvo
de avaliacdo (Steel AJ, Sutcliffe A. 2009) bem como as condigdes termo bioldgicas de
amadurecimento in-vitro, a criopreservacao e o follow-up do desenvolvimento dos seres
humanos artificialmente concebidos (Liebaers, 1. — 2009), (Basatemur, E., Sutcliffe, A.
—2008).
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Né&o sera facil, podendo mesmo ser impossivel, avaliar a repercussdo das varias
etapas que vao desde os primeiros exames dos individuos que se pressupdem inférteis,
até ao fim da desejada gravidez e evolucdo da sua descendéncia Perante o receio de se
poder estar a criar uma geracao transgénica, passe 0 exagero do termo, mais importante
do que resolver um dia os problemas, sera evita-los antecipadamente.

As melhores expectativas poderdo ser defraudadas, se ndo se tiverem em conta
0s aspectos mais subtis das condi¢des ambientais do embrido humano criado in vitro.
Sdo circunstancias reais e que exigem respostas, para que se salvaguardem os direitos
essenciais, a integridade do ecossistema em que vivemos e 0 porvir destes seres
humanos que, mesmo sendo excedentarios, permanecem «plenos de potencial».

No campo da PMA insinuam-se preocupacfes neuroéticas, se assim as podemos
designar, respeitantes ao inicio da vida e consequentemente a evolucao da nossa espécie
mas sO o futuro podera revelar o seu impacto biolégico no nosso ecossistema, porque as

técnicas sdo recentes e estdo em permanente evolucéo.

Consideramos eticamente desejavel, por tudo o que foi dito, que se mantenha e
aprofunde a investigacdo nas areas de prevengdo e que os embrides humanos nunca
sejam excluidos do Primado do ser humano, de acordo com o artigo 2° da declaracdo de
Oviedo onde se afirma que : “os interesses ¢ o bem-estar do ser humano deverdo
prevalecer sobre o interesse exclusivo da sociedade ou da ciéncia” (em Martinho da

Silva, P., - 1997).

2.5.6 — Desafios e enigmas futuros

Face a possibilidade de manter por tempo indeterminado, seres biologicamente
autonomos passiveis de sobrevivéncia ou de destruicdo, numa fase do desenvolvimento
absolutamente crucial e em que se inscrevem os padrdes do seu futuro, € legitimo recear
efeitos irreversiveis. Todos 0s avangos tecnoldgicos, a par de indiscutiveis melhorias no
tratamento da infertilidade, podem vir a determinar mudangas para o futuro da nossa
especie.

Vejamos 0s casos, ja tornados realidade e amplamente divulgados nos meios de

comunicagdo, em que foram geradas criangas com a participagdo de trés individuos.
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Situacdes em que um progenitor funciona como dador de sémen, outro como dador do
ovdcito e outro ainda como ventre de acolhimento ap6s a necessaria FIV 4. Com os
avancos da engenharia genética ndo é dificil antever quimeras humanos cujo ADN
provenha de uma multiplicidade de dadores, na tentativa de construcdo de algo tdo
absurdo como «um ser humano perfeito» (Stock, G. — 2002). Mantem-se também a
perspetiva de, num futuro préximo, se poder ver consumada a clonizacdo de seres
humanos ou surgirem parentalidades narcisicas, entregues a um unico individuo, mesmo
que um prevalente bom senso tenha conseguido travar, até agora, tdo aberrantes
experiéncias.

As células tronco ou células estaminais por serem «células ndo especializadas»,
conservam a capacidade de se auto replicarem em cépias idénticas e de se diferenciarem
originando diversos tecidos. As células pluripotenciais oriundas dos embrides possuem
uma capacidade de diferenciacdo intacta, o que lhes confere imenso valor e potencial

terapéutico, mas a sua obtencdo acarreta problemas éticos indiscutiveis.

Em 2005, um investigador sul coreano protagonizou uma famosa fraude
cientifica, que escapou ao controle e chegou a ser publicada na prestigiada revista
Science. Hwang Woo Suk e a sua equipa universitaria, afirmaram ter obtido células
tronculares de embrides a partir da clonizacéo de células de doentes. A ser verdade, teria
constituido um importante avanco cientifico. Acontece que tal sonho quimérico veio
anos mais tarde a tornar-se parcialmente real quando outro investigador da Universidade
de Kyoto, conseguiu obter células precursoras de espermatozoides, as chamadas
“células germinativas primordiais” a partir de células tronco provenientes de embrido de
ratinho. Aquelas células, verdadeiramente pluripotenciais, deram depois origem a
espermatozoides que fecundaram Ovulos e geraram descendéncia aparentemente
saudavel (Hayashi K..et al. — 2011) Os autores dizem esperar que o desenvolvimento

desta técnica possa vir a resolver muitos casos de infertilidade e que em breve as

% Diz-se que a maternidade é sub-rogada quando o embrifo dum casal é implantado no
Gtero de outra mulher (pejorativamente designada por «ventre de aluguer») e que a maternidade
é compartida quando uma mulher contribui com o seu ovécito e é inseminada com 0 sémen
oriundo dum individuo ou casal, com quem estabeleceu contrato, de entregar a crian¢a no fim
da gestacdo. Esta prética ndo esta prevista na legislacdo portuguesa a qual determina que mae é
a mulher que gera a crianga independentemente da origem bioldgica.
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pesquisas evoluam para protocolos bem estabelecidos e seguros, que oferecam aos

homens azoospérmicos, a possibilidade de gerarem filhos biol6gicos'*®

Em 2006 a equipa dirigida por Shinya Yamanaka da Universidade de Kioto
(Prémio Nobel da Medicina e Fisiologia em 2012) descobriu que era possivel
«reprogramar» células adultas (nuclear reprogramming) ou seja, restituir as células
adultas alguns dos atributos das células pluripotenciais, evitando assim 0 recurso as
células embrionarias, cuja utilizacdo levanta tantas questdes éticas. Estas células
reprogramadas denominam-se células tronco pluripotenciais induzidas ou induced
pluripotent stem cells (iPSCs) na terminologia inglesa, e foram obtidas mediante a
inclusdo de quatro genes no seu ADN. A técnica embora muito inovadora revelou-se
lenta, pouco eficaz e foi rapidamente ultrapassada por outras descobertas. A obtencao de
células tronco a partir de células da pele (iPSCs) capazes de virem a ser usadas
terapeuticamente, valeu a este investigador de células estaminais, o prémio Nobel em
2012.

A reprogramacdo nuclear das células ja tinha sido comprovada por Sir John
Gurdon, em 1962, quando reportou 0 nascimento de rds Xenopuslaevis obtidas pela
transferéncia de nacleos de células intestinais da rd para os seus proprios ovocitos
enucleados. Mais tarde em 1997, a equipa de Sir lan Wilmut obteve o nascimento t&o
mediatico da ovelha Dolly, que foi o primeiro clone de mamifero obtido com a técnica
de transferéncia nuclear. Estes seres artificialmente concebidos vieram provar que o
genoma ADN das células maduras possui, pelo menos em teoria, toda a informacéo para
dar origem a um novo ser.

Um avanc¢o mais recente (2001) foi obtido por Takashi Tada da Universidade de
Kyoto, que provou que os timocitos do rato (células provenientes do timo e implicadas
na defesa imunitaria) tornam-se pluripotentes quando sdo electro fundidos com células

pluripotenciais dessa mesma espécie. Aquele facto indica, que as células pluripotenciais

15 http://www.sciencedaily.com /releases/2011/08/110804123857.htm
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também possuem factores capazes de induzirem a caracteristica pluripotencial em
células somaticas. ™

Os investigadores procuravam o «gatilho» que aparentemente faz reverter, e
sincroniza, a programacdo celular das células tronco. Em 2006, Shinya Yamanaka
publicou na «Cell» a descri¢do bem-sucedida das células IPS no rato, recorrendo apenas
a quatro factores e segundo um processo mais simples que o previsto e que ja foi
reproduzido com sucesso por outros laboratérios. Em 2007 o mesmo éxito foi alcancado
com células humanas, mais concretamente fibroblastos da pele, em que foram
introduzidos os quatro factores celulares recorrendo a vetores virais.

Sendo capazes de se diferenciar em praticamente todos os tipos de células ou de
se conservarem e multiplicarem como células pluripotenciais, as células IPS tém um
enorme potencial clinico e farmacol6gico. Podem estudar-se, os efeitos dos farmacos ou
das doencas, em amostras celulares e, no futuro, prevé-se que ira ser possivel fazer
transplantes, ou reverter o destino celular, levando células adultas a voltarem ao seu

estado embrionario*'’.

O grupo de Hanna et al. liderado por Noa Novershtern, do Departamento de
Genética Molecular, juntamente com membros do Institute’s Israel Structural
Proteomics Center, identificou uma proteina chamada MBD3, de funcéo anteriormente
desconhecida, com a particularidade de estar presente em todas as células e em todas as
fases do desenvolvimento. E uma caracteristica rara porque proteinas especificas so sao
produzidas, por um determinado tipo celular, em fases bem definidas do percurso
existencial e visando objetivos especificos. Esta equipa de investigacdo apercebeu-se
duma excecdo, na expressdo universal desta proteina, e que ocorre nos trés primeiros
dias ap6s a concec¢do. O ovulo fertilizado divide-se mas ao fim de trés dias ainda existe
um embrido constituido s6 por células pluripotenciais. Ao quarto dia inicia-se a
diferenciacéo e as celulas embrionarias comegam a perder esta caracteristica de serem
pluripotenciais. E exatamente nesta fase que aparecem as proteinas MBD3. A

descoberta revelou ter implicagdes na producao de células (iPSCs) para uso terapéutico.

116 Shinya Yamanaka - Biographica. Nobelprize.org. Nobel Media AB 2014.

<http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2012/yamanaka-bio.html>
"7 1dem
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Shinya Yamanaka usou virus para inserir os quatro genes na célula mas, por
questdes de seguranca, a reprogramacéo celular visando terapéutica humana néo utiliza
este método. A omissdo dos virus reduz significativamente a eficiéncia de todo o
processo, mas se a proteina MBD3 for retirada das células adultas a eficiéncia e a
velocidade do processo voltam a aumentar de forma notavel. Hanna et al. salientam que
os resultados foram alcancados partindo da investigacdo das vias naturais do
desenvolvimento embrionario e afirmam: "Scientists investigating reprograming can
benefit from a deeper understanding of how embryonic stem cells are produced in
nature. After all, nature still makes them best, in the most efficient manner.” *® Nao
podiamos estar mais de acordo com este paragrafo redentor que foi extraido da

publicacéo citada.

Atualmente conseguem-se celulas tronco a partir de numerosos tecidos
organicos, como sejam os embriGes criopreservados no azoto liquido (-196 °C), os
blastémeros individuais, os ovoécitos cativados por transferéncia nuclear e as células
pluripotenciais retiradas do liquido amnidtico e do sangue do corddo umbilical.
Também se obtém células tronco adultas hematopoiéticas e da medula 6ssea, assim
como provenientes da gordura corporal dos adultos e todas estas células tém potencial
clinico (Planas Ribo, J., Coronel Gagliardi, R. — 2011).

As células pluripotenciais assim obtidas tém fins terapéuticos, nas areas da
hematologia, cardiologia e neurologia mas ha autores que denunciam o seu uso. Aznar,
J. e Gomez, I. numa publicacdo em 2012, denunciaram de forma acutilante que s&o
muito poucos, 0s ensaios clinicos em curso, que tém objetivos terapéuticos (Hasta lo
que conocem los autores, hasta la fecha, estdn en curso tan solo tres ensayos con
objetivos terapéuticos, aunque no todos se han iniciado para incluir a pacientes, y
naturalmente ninguno de ellos ha obtenido todavia resultados clinicos evaluables).

Em relacdo as avancadas técnicas de reprogramacdo celular que descrevemos,
alguns autores também se interrogam sobre riscos colaterais e voltam a evocar 0s
valores éticos que a ciéncia ndo devera descurar : “no existiendo una comin concepcion

de la vida humana en Europa, pueden surgir en un futuro proximo problemas de indole

18 \Weizmann Institute of Science.Stem cell reprogramming made easier. Science Daily. 2013.
http://www.sciencedaily.com/releases/2013/09/130918132449.htm

188



Criopreservagao embriondria e neurodesenvolvimento infantil

ético a la hora de patentar, a nivel europeo, los resultados de estas técnicas de
reprogramacion celular embriondria” € insistem numa oportuna reflexdo (...) de «La
posible aplicacion eugenésica de estas tecnologias, en concreto, ha despertado
inquietudes. (...)». (Landeweerd, L. - 2009).

Estas preocupacdes justificam quanto a nds, a referéncia que fizemos aos efeitos
da manipulagdo ambiental da embriogénese sobre os mecanismos genéticos e as

implicagOes que tal interferéncia pode acarretar.

Conciliando a curiosidade e o interesse cientifico, com a defesa do ser humano
em todas as fases da sua existéncia, realizdmos para esta dissertacdo, uma investigacédo
centrada no neurodesenvolvimento de criangas reais, submetidas a criopreservagdo na
sua fase embrionaria. Os estudos sobre esta matéria que se inclui na nossa experiéncia
profissional, tém vindo a evidenciar riscos ainda pouco conhecidos, mas que se admite
serem modulados por esta interacdo entre a genética e o ambiente artificial criado pela
PMA.
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2.6 NEURODESENVOLVIMENTO INFANTIL . CONSIDERACOES E
AVALIACAO

2.6.1 - Considerac6es sobre o desenvolvimento humano

A sociedade persiste em esperar, que a Biologia consiga um dia responder a
eterna questdo de quando comeca a vida, ou qual € o momento crucial em que se inicia
0 desenvolvimento dum individuo. Apreciamos sobremaneira a perspectiva de Antonio

Coutinho, sobre esta questao, quando diz**:

«Quando nos emocionamos com 0 nascimento de uma crianga, com O
desabrochar das flores na primavera a partir das sementes que plantamos,
pensamos que se trata de “novas vidas”, mas apenas por que ndo pensamos
dois segundos: estas novas vidas, germinaram de sementes ou de células que ja
estavam vivas elas proprias, ou seja, de novas, estas vidas ndo tém nada. Vida

ha s6 uma e s6 aconteceu uma vez.»

O estudo do desenvolvimento humano é uma é&rea fascinante mas muito
complexa, porque as suas insondaveis questdes constantemente afluem novos dados.
Sejam quais forem as interpretacdes sobre a origem da vida, o que podemos afirmar é
que o desenvolvimento dum novo ser é dinamico, ja que influencia e é influenciado pelo
meio em que ocorre. Esta permanente interacdo ja tinha acontecido nas geracOes

anteriores, num continuum cuja origem € desconhecida.

O desenvolvimento cumpre a sua ordem natural que é prosseguir e, sobre este
percurso ininterrupto, gostariamos de evocar Daniel Serrdo, quando nos recorda que
“(...) a vida humana é um processo continuo. A conjugacéo de uma celula viva, o
espermatozoide, com outra celula viva, o dvulo, produz um ser unicelular, também
vivo” (Daniel Serrdo — 1999), ou seja, um processo onde esta tudo interligado. Sob o
ponto de vista ontologico também “...ndo é possivel fixar ao ser humano um ponto de

partida cronoldgico da sua dimenséo pessoal, que ndo seja 0 momento da concep¢do”

9 CNECV, Da célula ao embrido, pag 19, 2004
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(Isabel Miranda — 1998) mas, relativamente a outras coordenadas do desenvolvimento,

ndo podemos afirmar que tal «ponto zero» realmente exista e muito menos fixa-lo.

Diferente é a eterna questdo bioética, sobre a origem do ser, a qual mantem em
aberto a definicdo de «pessoa» e de «personalidade», que sdo atributos sociais e ndo sdo
conceitos biologicos (Scott, F. G. — 2013). Determinar 0 momento em que se estabelece
a qualidade de «ser pessoa» ndo € uma questdo cientifica nem algo que possa ser
respondido. Walter Osswald recorda-nos que havera diversas maneiras de entender o
estatuto ontologico do embrido: para uns, o zigoto (ovocito fertilizado) ja teria adquirido
0 estatuto de «pessoa» na altura da concecdo enquanto para outros tal atributo viria
mesmo depois do nascimento. Entendimentos nesta area nunca serdo unanimes e ha
pelo menos quatro correntes cientifico filosoficas com diferentes fundamentos sobre a

origem da vida e o momento fulcral do inicio do ser humano:

Fertilizacdo — As interpretacdes que defendem que a vida se inicia com a fertilizacao
ou seja, com 0 momento em que é adquirido o genoma, tém fundamento genético. Os
criticos desta posi¢do argumentam, que o estabelecimento da individualidade pode ser
posterior, uma vez que 0S gémeos monozig6ticos sdo individuos distintos, apesar da
fertilizacdo simultdnea e de possuirem um ADN basicamente idéntico. Esta corrente de
opinido tem a seu favor factos irrefutveis, mas tem contra si a circunstancia dos
gémeos monozigébticos poderem ser discrepantes e biologicamente distintos mostrando

que a genética ndo se limita exclusivamente as cadeias do ADN.

Gastrulacdo — quem defende a fase de gastrulacdo como marco inicial, baseia-se na
circunstancia dos gémeos ainda poderem sofrer modificacdes estruturais até ao
momento da gastrulacdo® mas ja ndo a partir dai. E nesta fase que se consolida a
individualizagdo e se admite que as células recebem a «informag&o» definitiva sobre o
rumo que irdo seguir. No embrido humano a gastrulacdo ocorre por volta do 14° dia
apos a fertilizacdo. Esta interpretacéo justifica as posi¢Oes de alguns paises (Inglaterra e
Canadd) que autorizam a investigacdo em celulas embrionarias pluripotenciais desde

que sejam realizadas até esta fase da individualizag&o.

120 A gastrulagdo segundo Keith Moore in Embriologia Clinica, 9% edicdo, 2013 «é o processo
formativo mediante o qual as trés camadas germinativas precursoras de todos os tecidos
embrionérios e a orientacdo axial s&o estabelecidas»
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Actividade eletrica cerebral (EEG) - Alguns bidlogos argumentam que a
personalidade do individuo s6 se estabelece quando a actividade elétrica cerebral pode
ser registada, facto que ocorre por volta da 26% semana com os aparelhos de registo
existentes. Por outro lado, o desaparecimento da atividade cerebral é aceite como o
principal sinal da morte do individuo, facto que legitima a transplantacdo de Orgaos.
Curiosamente, esta postura de base cientifica, tem algum paralelismo com as posi¢des
pré-cientificas de S.Tomés de Aquino, quando defendia que o corpo adquire a sua alma
algum tempo apos a concecado e na altura em que a consciéncia é possivel.

Acontece porém, que a vida extra uterina ja é possivel muito antes das 26
semanas de IG, e o essencial do neurodesenvolvimento humano ja esta definido neste
estadio. Se ndo é captada atividade elétrica cerebral antes de determinada idade, ndo
significa que ndo exista. Em rigor, a Unica coisa que podemos afirmar é que o0s
instrumentos de que dispomos actualmente, ndo permitem detectar qualquer actividade

cerebral antes de determinado estadio do desenvolvimento fetal.

Viabilidade e nascimento — ha quem defenda que a individualidade exige e depende
dum nascimento com vida porque, até ai, o individuo depende do organismo materno
para a sua sobrevivéncia. E curioso verificar que apesar desta teoria ter numerosos
opositores, sob o ponto de vista teoldgico judaico cristdo até é, de certa maneira, a
posicao das Sagradas Escrituras ou pelo menos da interpretacdo que delas habitualmente
se faz. A Biblia evidencia uma postura natalista, revelada no confronto entre o que esta
escrito no Livro de Genesis 9:6 « Quem derramar o sangue do homem, pelo homem o
seu sangue seréd derramado; porque Deus fez 0 homem conforme a sua imagem ...» € 0
que é afirmado no Livro do Exodo 21:22 que diz: « Se alguns homens pelejarem, e um
ferir uma mulher gravida, e for causa de que aborte, porém ndo havendo outro dano,
certamente serd multado, conforme o que lhe impuser o marido da mulher, e julgarem

0S juizes».

Um aspeto bioldgico e aparentemente irrefutavel do desenvolvimento humano é
a circunstancia de existirem «periodos de conclusédo» nas diversas etapas do

desenvolvimento, a partir das quais determinadas mudancas, como por exemplo 0s
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efeitos teratogénicos, sdo insusceptiveis de ocorrer (Warkany, J. - 1971)*?!. Néo existe
porém, um periodo suficientemente prévio para que efeitos exercidos sobre estruturas
ndo se possam manifestar no futuro. Ou seja, as agdes exercidas sobre os embrides
poderdo vir a manifestar-se muitos anos depois mas nunca se irdo repercutir, sobre uma
etapa bioldgica ja concluida. Concretizando com um exemplo: se um determinado
insulto ambiental ndo determinou nenhuma malformacéo (cerebral ou outra) durante a
embriogénese, a mesma ndo ird ocorrer ao longo da vida (Volpe, J. - 2001). Fica no
entanto uma importante interrogacao no ar: serd que a descendéncia desse individuo esta

livre de qualquer dano transmitido por factores latentes, ambientais e epigenéticos?

A luz dos conhecimentos actuais, a concecdo marca o inicio do processo de
desenvolvimento infantil mas, talvez no futuro ja possamos avaliar o impacto das
circunstancias prévias a fecundacdo, suscetiveis de terem tido, ou de virem a ter,
influéncia no devir dum individuo ou duma comunidade.

Recuando & origem da palavra desenvolvimento, que deriva da palavra
«desenvolver» que por sua vez provem do étimo latino «volvere» que significa “rolar,

fazer girar’'®?

, encontramos um termo que descreve 0 acto de “desenrolar, permitir a
saida ou aparecimento de algo que estava tolhido*?%. A palavra desenvolver descreve
uma agdo contraria a expressa pelo verbo envolver, ap6s a juncdo do prefixo des. E
curioso verificar, como o conceito etimoldgico insinua muitos dos pressupostos das
mais atuais teorias do desenvolvimento humano quando determinam que:

e O desenvolvimento precoce relaciona-se com as etapas posteriores.

e O desenvolvimento é influenciado simultaneamente pela hereditariedade

e pelo meio.
e O individuo interfere no seu préprio desenvolvimento.

e Os diversos dominios do desenvolvimento relacionam-se entre si

Se estes principios sdo geralmente aceites, ja a interpretagdo do processo e dos

mecanismos de aquisicdo, feita pelos varios autores, é divergente. Enquanto alguns tém

12 Warkany J: Congenital malformations, Chicago, 1971, Mosby.
122 Origem da Palavra - Site de etimologia -
http://origemdapalavra.com.br/site/palavras/desenvolvimento/
123

Idem
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uma visdo mais neurobiolOgica, outros integram interpretacfes mais humanisticas,
comportamentais, cognitivas ou mesmo psicanaliticas e ecoldgicas.

Identificamos entre os marcos essenciais do estudo do desenvolvimento humano,
o contributo tedrico de Arnold Gesell (1925)*** cujo modelo de interpretagdo se baseia
num processo continuo e evolutivo a partir da concecao, que percorre numerosas etapas
numa sequéncia constante e ordenada. Para Gesell as criangas vao adquirindo um nivel
de maturidade que o autor compartimenta em 24 estadios de evolucdo, onde cada etapa

125 30 estudar a

representa um nivel de maturidade. Também Jean Piaget (1896 -1952)
génese psicoldgica do pensamento, concluiu que os seres em desenvolvimento sO
aprendem, o que estdo preparados para assimilar em estagios determinados. Piaget
descreveu as “estruturas operatorias” e desenvolveu, ao longo da sua obra, o conceito de
"sujeito epistémico” que corresponde a crianca num determinado estadio de
desenvolvimento.

As principais teorias do neurodesenvolvimento infantil, perpetuaram-no em
estadios sendo que para Piaget «a inteligéncia é adaptagdo... e a vida é uma criagdo
continua de formas cada vez mais complexas e de um balanceamento progressivo entre
estas formas e o meio» (Piaget — 1952). Também para Lev Vygotsky (1896-1934)% o
desenvolvimento intelectual das criangas decorre das suas interacGes sociais e das
condic@es de vida, de tal forma que a aprendizagem € entendida como um processo que
obriga a uma construcdo de alicerces e emerge de interacdes. Mais recentemente e nesta
area, destacou-se Howard Gardner*®” um psic6logo americano, ligado & universidade de
Harvard, e reconhecido pela sua teoria das inteligéncias maltiplas. Todavia, até hoje,
nenhuma corrente tedrica provou possuir toda a explicacdo dos processos de
aprendizagem e aquisicdo de competéncias (Aldridge, J., Goldman, R., - 2007). As
varias teorias sdo valorizadas como pontes de interacdo com outras areas do saber

nomeadamente as neurociéncias.

124 Psicologo e médico, Arnold Gesell nasceu em 1880, em Wisconsin, EUA.

' Sir Jean William Fritz Piaget (1896-1980), nascido na suica em 1896, dedicou-se &
investigacdo epistemoldgica (Epistemologia do grego epistéme, ou seja, “ciéncia" ou
"conhecimento”, e logos , que significa "discurso™) ou seja ao estudo critico das ciéncias, com o
objetivo de determinar a sua origem e valor. Em: http://www.infopedia.pt/$epistemologia

128 Lev Vygotsky, cientista russo falecido prematuramente e s6 descoberto postumamente pelos
meios académicos.

127 Howard Gardner (DN 1943) psicélogo americano, ligado a Universidade de Harvard
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Como tem sido referido por diversos autores e foi mencionado no projeto

americano citado anteriormente®?®

, & dificil ou mesmo impossivel isolar todos os
contributos do neurodesenvolvimento devido a multiplicidade de factores envolvidos. O
que parece consensual, € a necessidade de incluir os aspectos somaticos, psicomotores
e relativos a personalidade, sempre que se pretender fazer uma avaliacdo global. Das
varias teorias e correntes associadas, obtém-se contributos fundamentais para uma
interpretacdo da realidade mas, sempre no pressuposto de que a sua inteira compreensao

é, a priori, intangivel.

Embora haja pouca investigacdo sobre os riscos da PMA e em particular sobre
os seus efeitos na vertiginosa construcdo do sistema nervoso, com os seus 100 milhdes
de neurdénios em permanente interacdo, tal desinformacdo ndo nos deixa tranquilos.
Existe o receio fundamentado de que as tecnologias ou factores epigenéticos ainda nao
identificados, possam causar danos imediatos ao embrido ou fazerem ecoar os erros do
passado nas geracdes futuras.

A natureza, que presidiu a nossa origem, parece ter um designio para 0 nosso
percurso, ainda que este trajeto possa ser interrompido por percalgos. Acreditdmos por
ISSO, que substituir os mecanismos naturais ou intervir excessivamente sobre 0s

mesmaos, pode comprometer o futuro da humanidade e da vida no planeta.

2.6.2 — Neurodesenvolvimento infantil. Conceito e avaliacéao

Classificar as capacidades ou competéncias dum individuo, sobretudo duma
crianca que se encontra em permanente evolucdo, € um processo dinamico que ndo
permite avaliar mais do que fragmentos artificialmente isolados do todo. Aquilo que no
ser humano comeca por ser apenas «nature», cedo se modifica pela agdo do que tem
sido designado por «nurture» ambiental e educativa, englobando-se aqui todos o0s

fendmenos que interferem na expressdo do potencial biolégico dum individuo.

2 The  National  Children's  Study  Research  Plan. A  Review
http://www.nap.edu/catalog/12211.html
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A escolha dum método de avaliacdo de capacidades e competéncias, seja clinico,
instrumental ou misto, é sempre motivo de intenso debate metodoldgico. Para além das
dificuldades de que estd imbuido, o processo de avaliagdo do neurodesenvolvimento
infantil deve abranger aspectos neuro psicologicos bem como mnésicos, linguisticos,
praxicos ou de execucdo, a medida que a crianca vai crescendo e adquirindo mais

fungdes l6gico-matematicas ou crescentes competéncias sociais.

Nos vérios estudos que fomos referindo ao longo do texto e em que se
relacionaram as técnicas da PMA com o desenvolvimento infantil, houve com
frequéncia o recurso a bases de dados com baixa sensibilidade e fiabilidade para os
aspectos que se pretendia avaliar. Apercebemo-nos que tirar conclusdes recorrendo a
registos nacionais ou institucionais, por caréncia de melhores meios, implica muitos
factores de erro. Os critérios e os métodos utilizados sdo demasiado estandardizados e
ndo abrangem aspectos mais sensiveis do desenvolvimento. Ha igualmente aspectos da
personalidade e do comportamento, que acabam por passar despercebidos. Num
contexto de consulta alguns tracos do espectro do autismo, por exemplo, podem
facilmente ser confundidos com timidez e serem inadvertidamente desvalorizados.

Praticamente todos os comportamentos humanos dependem de competéncias
adquiridas ao longo da vida. Enquanto as dificuldades sensoriais e motoras podem ser
identificados por altura do nascimento, as dificuldades comportamentais e de
aprendizagem, s6 se evidenciam mais tarde Para além das dificuldades relativas a
avaliacdo bésica, sabe-se que alguns problemas tais como as alteracdes do espectro do
autismo, da atencdo e do humor ou a hiperatividade, raramente sdo detectadas antes do
segundo ano e por vezes s6 sdo reconhecidas mais tarde.

Outro problema comum, na avaliacdo do neurodesenvolvimento, é a dificuldade
em selecionar os aspectos que realmente devem ser avaliados. Sente-se por isso, a
necessidade de selecionar um ndcleo base de pardmetros, que permita tracar um perfil
minimamente preditivo da globalidade do desenvolvimento que os individuos irdo
expressar.

Um rastreio neuropsicologico oportuno pode ser importante para a adequacéo
das estratégias de ensino as caracteristicas duma crianca, e tal rastreio assume um papel

crucial se existirem disturbios ou deficiéncias evitaveis.
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Sabe-se que qualquer que seja o instrumento psicométrico escolhido para uma
avaliacdo, os resultados espelhardo sempre as subjetividades e crencas do avaliador
porque “...Qualquer observador, por mais neutro que tente ser, ndo consegue evitar um
olhar modulado pelas experiéncias da sua prépria vida (...). ” (B. Santos, 1998, pp. 23 -
25).

Sublinhando o que dissemos e recorrendo a opinido expressa pelos autores de
uma conhecida revisao (Middelburg, K.J., Heineman, M.J. et al. - 2008) feita a partir de
59 trabalhos publicados, que compararam o neurodesenvolvimento de criangas nascidas
umas apo6s ICSI e outras ap6s FIV classica, verificamos que muitos estudos ndo
englobavam nem as criancas mais velhas nem o0s aspectos mais subtis do
desenvolvimento, tais como a motricidade fina ou as competéncias para a leitura e a
escrita e 0s seus contetdos ndo eram homogéneos. Os autores concluiram que, a sua
revisao ndo identificou assimetrias significativas no desenvolvimento neuromotor, na
cognicdo, na expressdo, na linguagem e no comportamento das duas populacdes,
salvaguardada a escassa sensibilidade das analises parcelares. Fica-nos portanto, a

duvida sobre se os métodos de avaliacdo usados permitiam tirar tais conclusdes.

2.6.3 — Monitorizacao nacional da saude infantil ap6s PMA

Existindo tantos estudos que sugerem riscos da PMA para o desenvolvimento
dos seres humanos artificialmente concebidos e preservados, sente-se a necessidade de
manter sob estreita vigilancia todas as etapas de fertilizacdo e de diagndstico pré-
implantatério, bem como as condi¢bes termo biologicas de amadurecimento in-vitro e
de criopreservacao.

Em Portugal, tal como na maior parte dos paises, € exigida a avaliacdo dos
principais resultados da PMA, e existe da parte dos profissionais e dos pais o
compromisso de cederem informacdes, sobre dados relevantes para a anélise global dos
tratamentos recebidos.

O artigo 13.%, n.° 2, da Lei n.° 32/2006, de 26 de Julho estabelece que: “A fim de
serem globalmente avaliados os resultados médico-sanitarios e psicossociolégicos dos
processos de PMA, devem os beneficidrios prestar todas as informagdes relacionadas

com a saude e o desenvolvimento das criangas nascidas com recurso a estas técnicas ”.
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A CNPMA informa os futuros pais deste compromisso, através da apresentacdo

dum formulario com o seguinte texto (excerto):

«Na sequéncia desta imposi¢éo legal, foram-vos fornecidos dois modelos de
relatério médico, um a preencher pelo médico assistente, descrevendo as
condicbes do parto e as caracteristicas do recém-nascido, e um outro,
preenchido pelo pediatra ou médico de familia assistente, no final do primeiro
ano de vida da crianga, que deverdo ser devolvidos ao centro em que foi
efetuada a terapéutica de PMA».

Devemos comentar, que a nossa experiéncia nos leva a supor que tais
recomendacdes nem sempre serdo cumpridas e que os dados existentes deverdo ser
escassos. Por outro lado, ainda que aqueles requisitos fossem inteiramente cumpridos,
manter-se-iam muitas lacunas de registo, tanto em Portugal como nos restantes paises
que divulgam resultados, porque a investigacdo sobre o neurodesenvolvimento das
criancas artificialmente concebidas € insuficiente e raramente ultrapassa o 2° ano de
vida.

Em Portugal, os dados solicitados aos pais (fig.14) seguem o modelo de

avaliacdo (CNPMA) abaixo exposto: #°

DADOS SOBRE A(S) CRIANGA(S) NO FINAL DO 1° ANO DE VIDA
(por favor, enviar um formulario por cada crianca nascida)
IDENTIFICACAO DO CASAL

DESENVOLVIMENTO ESTATURO-PONDERAL
Altura (cms) Percentil

Peso (Kg) Percentil

Perimetro Cefalico (cms) Percentil
DESENVOLVIMENTO NEUROLOGICO
Paralisia Cerebral - Nao/Sim

Epilepsia - N&o/Sim

129 Modelo em: http://www.cnpma.org.pt/Docs/Modelo_DesenvolvimentoCrianca.pdf)
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AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO — 12 meses (parametros a indicar pelo
observador)

MOTRICIDADE GROSSEIRA / LOCOMOCAO

Desloca-se (anda, arrasta-se, gatinha) — N&o / Sim

Passa de uma posicao para outra (sentado, de gatas, de pé) — N&o / Sim
AUDICAO / LINGUAGEM

Procura a fonte sonora — N&o / Sim

Vocaliza muito, com diversas entoagdes — Nao / Sim

VISAO / MANIPULAGCAO

Pega em objeto pequeno (ex «smartie») entre polegar e indicador — Nao / Sim
Larga voluntariamente o objeto; atira-o — Nao / Sim

COMPORTAMENTO SOCIAL

Imita certos gestos ou mimicas - N&o / Sim

Sacode a cabeca para dizer ndo — N&o / Sim

Tenta chamar a atencdo — N&o / Sim

AOS 12 MESES
Pde-se de pé/ suporta o peso sobre as pernas — Nao / Sim
Anda sempre na ponta dos pés — Nao / Sim

Vocaliza espontaneamente — N&o / Sim

MALFORMAGCOES (de acordo com ICD-10)

— Especifique: Saude da crianca ao longo do primeiro ano de vida
Sem problemas relevantes:

Necessidade de tratamentos: em fisioterapia, em ortopedia
Necessidade de acompanhamento em consultas de desenvolvimento.

Se ainda se mantém em acompanhamento em consultas de desenvolvimento.

Fig. 14 - Modelo nacional de avaliagdo do desenvolvimento infantil (CNPMA)
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2.6.4 — Métodos de avaliacdo. A dificil escolha.

Recentemente, um conjunto de especialistas britanicos, apoiados por autores de
reconhecido mérito internacional, tentaram identificar os melhores instrumentos
psicométricos para as idades pediatricas. O seu estudo (Bedford, H. et al. - 2013)*%,
feito com apoio governamental e que visava encontrar um modelo universalizavel para
esta area, foi bem o reflexo das dificuldades de selecdo existentes. De facto, existem
numerosos instrumentos de grande sensibilidade e especificidade, mas cuja aplicacdo
requer tal disponibilidade de tempo e diferenciacdo técnica, que dificilmente conseguem
sair do ambito dos ensaios e da investigacao académica.

Na escolha dos instrumentos para avaliacdo do neurodesenvolvimento infantil
em contexto formal e aplicavel a nossa investigacdo, também encontrdmos uma oferta
diversificada. Contudo, perante a exigéncia de afericdo para a populacdo portuguesa
verificamos que o repositorio de instrumentos é bastante mais escasso, sobretudo se for
dirigido as criancas mais jovens.

Recorrendo ao estudo prospetivo que nos inspirou*® e analisando a metodologia
que foi escolhida nessa investigacdo, valorizamos a importancia dada a escolha de
instrumentos para inferir consequéncias e resultados de circunstancias bioldgicas. A
equipa de investigadores projetou fazer exames fisicos a todas as criancas nascidas apds
PMA, e realizar entrevistas telefonicas ou presenciais, durante todo o longo periodo de
acompanhamento («follow-up»). Contudo, para melhor validarem os resultados das
varias vertentes do desenvolvimento, a equipa escolheu como instrumentos
psicométricos, o Inquérito psicossocial de Achenbach®®? devido & sua validade e facil
disponibilidade e uma bateria para determinacdo do quociente de inteligéncia (QIl)

133

muito divulgada e conhecida como teste de Bailey=*® (embora mencionando que ha

130 Em https://www.ucl.ac.uk/cpru/documents/review_of measures_of child_development
31 The National Children's Study Research Plan: A Review (downloaded from:
http://www.nap.edu/catalog/12211.html)

%2 0 método ASEBA («Achenbach System of Empirically Based Assessment») baseia-se em
«checklists» de identificacdo nosoldgica dos distirbios mentais infantis. Foi criado nos anos 60
pelo Dr. Achenbach numa altura em que Academia Americana de Psiquiatria através do
«Association’s Diagnostic & Statistical Manual (DSM)» sé considerava dois diagnosticos:
«Adjustment Reaction of Childhood» e «Schizophrenic Reaction, Childhood Type».

133 As Bayley Scales of Infant Development (BSID) avaliam o desenvolvimento mental e motor
e 0 comportamento das criangas entre os 1 e 42 meses de idade. In:
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modelos considerados mais preditivos do QI tardio ou das influéncias do meio

ambiente).

Na avaliacdo preparatéria do nosso estudo, embora enfrentando uma realidade
diferente e tendo escolhido diferentes instrumentos de avaliacdo, também nos focamos
na evolucdo a longo prazo das criangas estudadas, quer tivessem sido submetidas a
criopreservacao embrionaria ou pertencessem ao grupo controle. Para criancas em idade
pré-escolar e depois de analisadas outras alternativas, optdmos pelas «Escalas de
Desenvolvimento Mental de Ruth Griffiths» (EDMG), que foram concebidas pela
psicologa britanica Ruth Griffiths e sdo um instrumento psicométrico composto por
varios testes utilizados desde o nascimento até aos 8 anos (ou desenvolvimento
equiparavel). Ao longo do texto teremos oportunidade de desenvolver este tema, mas
antecipamos que as subescalas das EDMG inicialmente desenvolvidas em Inglaterra,
foram validadas e adaptadas em diversos paises, tornando-se um instrumento
psicométrico muito til e divulgado.

Apos analise, concluimos que as EDMG eram mais adequadas ao nosso estudo
do que as escalas de Bailey (aplicaveis de 1 a 42 meses), porque abrangem um grupo
etario mais alargado (de 1 a 96 meses). Numa fase exploratdria e inicial da investigacao,
aplicAmos apenas este instrumento e testdmos se respondia as questfes que tinhamos
colocado na investigagao, visto ndo termos encontrado bibliografia suficiente sobre os
riscos tardios das criangas submetidas a criopreservacao embrionéria.

Resolvido o problema da avaliacdo do desenvolvimento cognitivo e motor na
perspetiva das capacidades intelectuais e neurossensoriais, sentimos que outros aspectos
mais ligados ao comportamento podiam estar a ser excluidos ou sub avaliados.
Posteriormente, e tentando enriquecer a andlise, sobre zonas que tém sido pouco
trabalhadas até ao presente, e tendo esse objetivo especifico, analisdmos inquéritos
qualitativos destinados a pais ou educadores (hetero relatos).

Como ferramenta de analise comportamental, ponderamos utilizar o mesmo
instrumento que tinha sido usado no estudo americano, e em muitos outros trabalhos

internacionais, sobre desvios do comportamento juvenil conhecido por «Child Behavior

http://www.healthofchildren.com/B/Bayley-Scales-of-Infant-
Development.html#ixzz3VyVRFDqo
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Checklist » [(CBCL) de Achenbach(1991)] uma vez que se encontra validado para a
populagéo portuguesa.

As CBCL teriam sido uma escolha conveniente se a nossa amostra tivesse
maiores dimensBes porque se pretendia inferir tendéncias dentro dos varios grupos.
Contudo, a questdo da exequibilidade pratica e da adesdo dos destinatarios, foram
factores importantes que nos levaram a optar por um instrumento semelhante, mas de
mais simples utilizacdo, que é o Questionario de Capacidades e de Dificuldades
(SDQ-Por). Este questionario designado originalmente por «Strengths and Difficulties
Questionnaire (SDQ)» foi criado em 1997 e publicado por Robert Goodman em 2001.
O SDQ esta traduzido actualmente em mais de 40 idiomas e a versdo portuguesa ja esta
traduzida e adaptada (Fleitlich, B., Loureiro, M., Fonseca, A., e Gaspar, F. - 2005)."*

A confianca e validade das versGes do SDQ para pais, professores e auto relato,
foram testadas numa amostra de criancas portuguesas entre 0s 5 e 0s 16 anos, pondo em
evidéncia a sua utilidade na identificacdo de problemas comportamentais (Marzocchi et
al., 2004). Estes estudos evidenciaram as qualidades psicométricas do SDQ, que se tem
tornado um dos questionarios mais utilizados no rastreio (screening) de problemas do
comportamento e salde mental em criancas, com a vantagem de ser de utilizacdo
gratuita.

Embora o SDQ seja um questionario breve e de facil utilizacdo, os seus
resultados tém correlacdes positivas com o Child Behaviour Check List (versdo para
pais, professores e de auto relato — Teacher’s Report Form e Youth Self-Report,
Achenbach, 1991) que é um paradigma de questionério criado para esta area de estudo e
que possui fortes propriedades psicométricas. (Rothenberger, A., Woerner, W., - 2004).

Os questionarios e inventarios sdo instrumentos de triagem do tipo «papel e
lapis», muito usados porque sdo faceis de administrar e cotar. E desejavel que sejam
precisos e validos, mas simples, de aplicacdo breve e adequados a populacéo estudada.
Permitem alguma manipulacdo voluntéaria das respostas, o que reduz a validade de
alguns questionarios, mas este tipo de instrumentos mantem mesmo assim a sua
importancia clinica. Fornecem um despiste comportamental breve, medido através das
dificuldades encontradas, onde estdo incluidos o0s problemas emocionais,

comportamentais, de hiperatividade e os problemas de relacionamento inter pessoal.

134 Disponivel em www.sdginfo.org.
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O SDQ também identifica os comportamentos pro-sociais e as normas
portuguesas dirigem-se sobretudo a criancas em idade pré-escolar, 0 que no nosso caso
ndo constituiu problema, nem exigiu o recurso ao modelo inglés*®. Podem surgir erros
de interpretacdo nos inquéritos em que o respondedor ndo é o proprio (hetero relatos),
mas as propriedades psicométricas e a estrutura factorial do SDQ tém sido
satisfatoriamente replicadas em varios paises. A versdo portuguesa (SDQ-Por) relne
todas as qualidades referidas (Marzocchi, G., et al., 2004), (Stone, L., Otten R., 2010).

2.6.5 — Descricéo e uso das Escalas de Desenvolvimento Mental de Ruth Griffiths

A escala «Abilities of Babies 0 - 2 years», das EDMG surgiu primeiro em 1954
e em 1970 foi publicada a escala «Abilities of Young Children» (Preston, P., 2006).
Ambas as escalas formam um valioso repositério, que veio preencher uma lacuna no
escasso acervo psicométrico dirigido a este grupo etario. A «Association for Research in
Infant and Child Development» (ARICD) supervisiona e assegura que a utilizagdo deste
instrumento seja feita por psicélogos e pediatras do desenvolvimento, a quem € exigida

formacédo especifica.

As escalas, quando aplicadas por profissionais treinados, ajudam a detectar
numerosas alteracbes do desenvolvimento tais como: perturbacGes da atencéo,
dispraxias, disfasias e deficites fonologicos entre outros. No entanto, o que as torna
Unicas, € a sua aplicabilidade desde o nascimento e o facto de abrangerem as principais
areas do desenvolvimento infantil (Jacklin, L., Cockcroft, K., - 2013) permitindo
estabelecer um perfil individualizado das criancas, a partir dos valores encontrados.

As EDMG possuem varias subescalas com itens ordenados sequencialmente, o
que permite identificar as areas melhor ou pior desenvolvidas, e orientar a intervengéo

terapéutica.

Entre 0 nascimento e os dois anos a avaliacao € feita a partir de cinco subescalas

que sao:

13 Disponiveis em http://www.sdginfo.org/UKNorm.html
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A — Locomocédo/ Desenvolvimento motor: avalia a motricidade global incluindo o
equilibrio, a coordenacéo e o controle dos movimentos.

B - Desenvolvimento pessoal — social: avalia as competéncias sociais ao nivel da
autonomia e a capacidade de interacdo com os cuidadores e 0s pares.

C — Audicdo/ Linguagem: avalia a linguagem recetiva e expressiva.

D - Coordenagdo olho-méo: avalia a motricidade fina, a destreza manual e as
competéncias visio motoras.

E - Realizacdo (performance): avalia as capacidades visio espaciais, incluindo a rapidez

de execucdo e precisao.

Quando em 1970, foi publicada uma extensdo das EDMG para a faixa etaria dos
2 aos 8 anos, conservou-se a estrutura original mas foi acrescentada uma 62 subescala:
F — Raciocinio Préatico (somente contida na escala dos 2-8 anos) que avalia a
capacidade da crianca resolver problemas praticos, ordenar sequéncias e a forma como

faz a abordagem de questdes morais.

Em 1996, foi publicada uma atualizacdo para o grupo etario do nascimento aos
dois anos (Birth to 2 years Scales) da responsabilidade do Dr Michael Huntley (anterior
psicélogo responsavel do Wolfson Centre, Institute of Child Health, em Londres) que
levou a efeito uma padronizacdo das escalas, juntando oito novos itens ao equipamento
e revendo igualmente os boletins de registo das observacdes. Seguidamente, foi revista
a EDMG dos 2 aos 8 anos, e feita a sua afericdo em criancas das ilhas britanicas. Em
Maio de 2006, foi publicada em lingua inglesa (Barnard,L., et al. -2006) uma versao
alargada e novamente padronizada das antigas escalas (no original designadas Griffiths
2-8 year Scales the GMDS-ER). As GMDS-ER integram mudangas aos itens anteriores
e as alteragOes introduzidas, estdo perfeitamente descritas nos manuais dos novos

equipamentos.

Embora as EDMG tenham algumas limitacdes enquanto método de investigacao,
séo um instrumento de referéncia muito utilizado. Em estudos realizados em Portugal
(e.g. Diniz, A., Ferreira, C., et. al. — 2001) e noutros paises (e.g. Luiz, D., Foxcroft, C. e
Stewart, R., 2001) concluiu-se que as escalas avaliam o desenvolvimento de forma

consistente e verificavel em diversas culturas e que «ndo existem diferencas
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significativas de desempenho entre diferentes grupos étnicos, quando os ambientes

socioecondmicos sao equiparaveis»°.

Num estudo publicado em portugués (Carneiro et. Al.,, 2003) em que se
avaliaram criancas dos 3 aos 7 anos, os autores concluiram que as EDMG dos 2 aos 8
anos, possuiam boa consisténcia interna e permitiam fazer a avaliacdo clinica desse
grupo etario. A estrutura da escala dos 2-8 anos, revelou medir a capacidade geral de

desenvolvimento e ser aplicavel na avaliacdo clinica de criangas portuguesas*®’.

As primeiras edi¢fes em lingua portuguesa das duas escalas [EDMG (0-2 anos)
e (2-8 anos)] foram publicadas em 2007 e em 2008 respetivamente, mas prosseguem
estudos que visam a sua validacdo e melhor adequacédo a populacdo portuguesa, motivo
pelo qual ainda se recorre bastante as tabelas britanicas.

Concluimos a justificacdo da nossa escolha, com um dos argumentos do grupo
de trabalho portugués, que publicou em 2012 um estudo sobre educacdo, aprendizagem
e desenvolvimento e, em que referiu, que «as EDMG (...) tém-se revelado de grande
interesse clinico na avaliacdo do desenvolvimento, no diagndstico e no aconselhamento
educacional e terapéutico de criangas em situacdo de risco de desvios do
desenvolvimento, sendo também utilizadas em diversos trabalhos de investigacdo»
(Mata, L., Peixoto,F — 2012)..

2.6.6 — Descricdo e uso do questiondario de capacidades e dificuldades (SDQ-Por)

O Questionario de Capacidades e de Dificuldades (SDQ-Por) (Anexo 2) é a
versdo portuguesa dum questionario breve (com vinte e cinco itens) que foi criado no

Reino Unido por Robert Goodman, em 1997. E um instrumento de triagem, utilizado na

13 patricia Borges, Inés Pessoa e Costa, Manuela Verissimo. ISPA.
Carlota Themudo Ferreira, Membro do Executive Commitee da ARICD,
Inés Carvalhdo, lolanda Gil do Centro de Reabilitacdo de Paralisia Cerebral Calouste
Gulbenkian, Lisboa,
Solange Fernandes, Centro Hospitalar Oeste Norte,
Escalas de desenvolvimento mental de Ruth Griffiths — adaptagdo para a populagéo portuguesa.
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idem
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investigacdo do comportamento de criancas e jovens sobretudo entre os 4 e 0s 17 anos.

O SDQ rastreia problemas de humor, concentracéo e qualifica as interagdes sociais.

Existe uma versdo de auto retrato para criangas a partir dos 11 anos, uma verséo
para pais e outra para educadores, com uma boa correlagcdo entre elas (Roy, B.
V., Veenstra, R., Clench-Aas, J.- 2008)

As 25 frases do questionario (SDQ-Por) caracterizam comportamentos, e 0sS
respondedores devem assinalar a situacdo que melhor se aplica ao seu caso, optando por
uma das seguintes trés hipoteses: ndo é verdade; € um pouco verdade; é muito verdade.
As respostas devem reportar-se aos Ultimos seis meses.

Este instrumento tem muitas semelhancas com o inventario de Achenbach
(Child Behavior Checklist — CBCL,1984) que em portugués se designa «Inventério de
Competéncias Sociais e de Problemas do Comportamento para criangas e adolescentes»
e que é usado na triagem de comportamentos problematicos sobretudo entre os 4 e os 18
anos. Uma das maiores vantagens do SDQ € a sua simplicidade de aplicacdo o que ndo
impede a sua utilidade, na analise de atributos comportamentais quer negativos quer
positivos, e a sua correspondéncia com critérios de classificacdo correntes.
(Rothenberger, A., Woerner, W. — 2004), (Roy, B.V. et al., 2008).

A partir da soma dos valores obtidos, em cada item, obtém-se o valor de cada
uma das subescalas e o valor global do inventario. As escolhas expressas nas varias
subescalas, permitem identificar diversas alteragdes comportamentais, e obter um perfil
dos problemas da crianca, porque pesquisam:

e |solamento,

e Queixas somaticas,

e Ansiedade/ Depresséo,

e Problemas sociais,

e Problemas do pensamento,

e Problemas de atencdo,

e Comportamento delinquente e

e Comportamento agressivo.
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O SDQ-Por gera cinco subescalas:
(1) Sintomas emocionais
(2) Problemas de comportamento
(3) Hiperatividade
(4) Problemas de relacionamento com os colegas

(5) Comportamento pré-social

O SDQ também tem uma pontuacdo total de dificuldades (soma de todas as
subescalas com excecdo da escala de comportamento pré-social) e, a partir dos
resultados, sdo estabelecidos coeficientes que depois sdo interpretados de acordo com 0s
critérios do autor (Becker et al., 2004).

Com a versdo original da CBCL, Achenbach (1991b) identificou 8 sindromes
(subescalas), presentes em ambos 0s sexos e patentes em varias idades, que poderiam
constituir uma base para a classificacdo da psicopatologia juvenil ou pelo menos dividi-
la em dois grandes grupos (designados «clusters» no estudo americano): problemas de
comportamento externalizante e problemas de comportamento internalizante. No estudo
portugués (Fonseca et. al., 1995) para adaptacdo destes inventarios (CBCL) foram

definidas e adaptadas 7 subescalas:

e Agressividade/Antissocial,

e Problemas de atencdo/ Dificuldades de aprendizagem,
¢ Isolamento social,

e Pensamento obsessivo,

e Problemas sociais/ Impopular,

e Ansiedade e

e Comportamentos estranhos (esquizoide)

A semelhanca das CBCL o SDQ (internacional) também faz uma triagem de
perturbacOes de externalizacdo e internalizacdo mas de forma mais breve. O SDQ-Por
tem igualmente menor sensibilidade que o CBCL mas consegue abranger as mesmas

subescalas comportamentais e funciona como a sua versao simplificada.
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Fazendo uma breve introducdo sobre o entendimento dos processos de
internalizacdo e de externalizacdo, podemos dizer que os mesmos se referem a relacdo
da mente humana com o ambiente social envolvente. As atividades internas (0s
processos mentais definidos pela ciéncia cognitiva) ndo podem ser entendidas sem o
reflexo das actividades externas, porque, quer a atividade interna, quer a influéncia do
meio interagem mutuamente, o que leva a transformacdes bidirecionais entre as duas
realidades.

A internalizacdo consiste portanto no processamento individual das atividades
externas, tornando-as realidades internas. A atividade interna nunca € sobreponivel a
atividade externa, porque ocorrem sempre mudan¢as quando a realidade externa é
interiorizada, pelo individuo ou pela sociedade se adaptarmos o conceito a um
microcosmo mais amplo. A internalizacdo duma realidade externa permite interagir,
através da simulacdo mental, sem ultrapassar o imaginario e sem passar a agdo concreta.

Os processos de internalizagdo ndo sé&o uma simples assimilagdo, mas sim a
modulacdo dos componentes externos e internos da atividade mental podendo haver
rejeicdo dos componentes externos. A externalizacdo, pelo contrario, transforma
atividades internas em externas e corresponde a influéncia do individuo sobre o seu
meio. Estes conceitos foram amplamente desenvolvidos por Vygostky (Kozulin, A.,
1990) mas ja tinham sido abordados por Piaget, na sua descricdo dos esquemas sensorio
motores.

Para surgir internalizacdo é necessdria uma capacidade de permanéncia do
objeto e a sua representacdo interna. A linguagem humana é um exemplo dos processos
de interiorizacdo dos esquemas sensdrio motores, que sao acedidos e interiorizados na
infancia mediante a interacdo entre a crianca e o meio, refletindo as suas capacidades
cognitivas.

Concluimos a justificacdo da nossa escolha com o facto do SDQ-Por constituir
um instrumento de avaliagdo muito Gtil e acessivel, nomeadamente para 0s grupos
etarios pré escolares, que sdo «grupos negligenciados» relativamente a esta questao e,

para 0s quais existem poucos instrumentos de avaliacdo psicopatoldgica.
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PARTE 3

ESTUDO COMPARATIVO DO NEURODESENVOLVIMENTO DE CRIANCAS
CUJOS EMBRIOES ESTIVERAM CRIOPRESERVADOS
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3.1- CONTRIBUTO PESSOAL E ESTUDO EMPIRICO

3.1.1- Introducao

Neste capitulo, onde inserimos 0 nosso contributo pessoal e estudo empirico,
pretendemos expor e fundamentar a metodologia escolhida, descrevendo o longo
percurso da investigacdo, atraves do qual se foi desvendando uma realidade e
construindo o seu conhecimento.

Nesta parte 3 da dissertacdo serdo referidas as dificuldades encontradas na selecédo
da amostra e na escolha do modelo de investigacdo. O meétodo escolhido foi
predominantemente quantitativo, mas pode ser enriquecido com aspectos qualitativos
ndo essenciais, mas complementares. Reafirmamos as razbes porque escolhemos 0s
instrumentos psicométricos que foram apresentados na parte 2, e mencionamos 0S
procedimentos usados na recolha dos dados. Em seguida caracterizdmos os elementos
da amostra populacional seguida da analise dos resultados e termindmos com a sua

discussao e conclusao final.

3.1.2 - Contextualizacdo da investigacao

Nesta parte 3, centrada no estudo empirico e contributo pessoal, evocaremos
sumariamente o enquadramento teorico, a que demos espaco na parte 2 da dissertacao.
Referiremos as principais areas tematicas que foram anteriormente desenvolvidas para
melhor compreensdo das variaveis em estudo, relembrando a forma como titulamos e

desenvolvemos os diversos capitulos que foram:
e Infertilidade e Medicina da Reproducéo.
e Contributo da PMA para a reproducdo humana.
e A importancia do meio ambiente no desenvolvimento humano
e Aspectos bioéticos e juridicos da PMA e da criopreservacdo embrionaria

e Neurodesenvolvimento infantil - consideracgdes e avaliagdo
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Ao longo do texto, salientamos as principais diferencas entre a reproducéo
natural e a medicamente assistida, realcando factores ambientais e epigenéticos, que se
cré poderem afetar o desenvolvimento dos embrides humanos artificialmente
concebidos e preservados. Dando visibilidade a numerosos autores, reportamos algumas
das dificuldades sentidas neste tipo de investigacfes. Relembramos as limitacdes de
muitos estudos em que as amostras populacionais séo pequenas e ndo permitem a
analise descriminada das varias técnicas de PMA (Porta Ribera, R., Trémols, V. et al —
2009). Noutras situacdes, talvez a maioria, ha omisséo de resultados (Carson, C. et al. —
2010 e 2011) ou s6 sdo analisados os dados da somatometria e da mortalidade, devido
ao seu facil acesso. Os resultados da morbilidade perinatal e do neurodesenvolvimento
infantil tendem a ser menos abordados, apesar de serem indispensaveis para a

programacdo de necessarias mudancas.

Prosseguimos com a referéncia a alguns aspectos juridicos e bioéticos que
consideramos relevantes, e concluimos com uma breve sintese das diferentes
abordagens de avaliacdo do neurodesenvolvimento infantil.

Na terceira parte, que ora desenvolvemos, procederemos a apresentacdo da
metodologia de investigacdo e das avaliacbes formais, com um resumo das
caracteristicas demograficas dos participantes. De seguida apresentaremos os resultados,
a discussdo e a conclusdo deste estudo sobre criopreservacdo embrionaria e

neurodesenvolvimento infantil.

3.1.3 - Objectivos da investigacao

3.1.3.1 - Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho centrou-se no contributo pessoal para a avaliagéo
sistematica e comparativa do neurodesenvolvimento de criangas cujos embrides
estiveram criopreservados versus o de outras, em que ndo existiu esse antecedente,
mesmo que tivesse havido PMA. Esta técnica de criopreservacdo biolégica é muito
utilizada no ambito da Medicina da Reproducdo, mas os seus efeitos sobre o

desenvolvimento humano tém sido pouco avaliados e ainda sdo mal conhecidos. Porém,
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tdo ou mais importante que este contributo para o conhecimento das implicacdes dum
procedimento técnico, € a defesa duma procura alargada e pluridisciplinar e dum
estatuto para o embrido artificialmente concebido, que promova a defesa da vida e

respeite o ser humano desde o desejo dos seus pais.

3.1.3.2 - Objetivo especifico

O objetivo especifico deste trabalho consistiu na comparacdo de aspectos do
comportamento e do desenvolvimento psicomotor, bem como do comportamento duma
populacdo infantil com idades entre os 18 meses e 0s 8 anos, avaliada com recursos
clinicos e psicométricos. Formaram-se trés grupos, sendo que o grupo designado por
grupo A funcionou como index, e teve como facto distintivo integrar apenas elementos
submetidos a criopreservacdo embrionaria. Os outros dois grupos, com caracteristicas
demogréaficas sobreponiveis, funcionaram como grupos controle e foram designados
grupos B e C.

Compararam-se os trés grupos, utilizando a dicotomia da variavel «ter ou ndo ter
sido criopreservado», na tentativa de isolar o efeito desta técnica de preservacao
embrionaria, relativamente a transferéncia a fresco apds FIV/ICSI e a concecdo natural.
Na hipotese de serem encontradas diferencas entre as criangas nascidos de FIV/ICSI
com transferéncia a fresco, e as criangas nascidas de FIV/ICSI com criopreservacéo,
mantendo idénticas as outras caracteristicas, ficariamos mais préximo de identificar um
possivel efeito da técnica em andlise. Poder-se-iam ter criado outros subgrupos, tais
como o0s submetidos a crio-ICSI ou a crio-FIV classica, mas a dimensdo das amostras

ndo permitiu essa discriminacao.

3.1.3.3 - Questao de Investigacao

Este trabalno de investigacdo consistiu no estudo comparativo e
predominantemente quantitativo, com componente analitica, do neurodesenvolvimento

de criangas com caracteristicas predefinidas. Foram comparadas criangas cujos
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embribes estiveram criopreservados com outras demograficamente idénticas mas cuja

concecéo foi espontanea ou obtida com FIV/ICSI seguida de transferéncia a fresco.

3.1.4 — Questdes e hipoteses em analise

O estudo assentou na colocacdo de quatro hipoteses base, para a investigacdo
pretendida:

Hipdétese 1: Existirdo diferencas de neurodesenvolvimento e/ou de
comportamento entre as criancas cujos embriGes estiveram criopreservados e as
restantes, detectaveis clinicamente ou mensuraveis com instrumentos psicométricos

estandardizados, entre os 18 meses e 0s 8 anos?

Hipdtese 2: Existirdo diferencas de neurodesenvolvimento e/ou de
comportamento infantil (avaliado entre os 18 meses e 0s 8 anos com instrumentos
psicométricos identificados) atribuiveis aos tratamentos da PMA e independentes da
criopreservagao embrionaria, quando as criangas assim concebidas, sdo comparadas

com outras de concec¢do natural?

Hipdtese 3: Existirdo diferencas de neurodesenvolvimento e/ou de
comportamento infantil (avaliado entre os 18 meses e 0s 8 anos e detetaveis
clinicamente ou mensuraveis com instrumentos psicométricos identificados)
dependentes ndo sO da criopreservacdo embrionaria mas também do tempo de

preservacdo decorrido?

Hipdtese 4: Serdo as hipoOteses 1 e 2 verificaveis apenas em alguns grupos

populacionais com particularidades identificaveis?

Para as hipéteses colocadas, ndo possuimos suporte bibliografico suficiente, para
Ihes atribuir evidéncia. A verificar-se a hipdtese 4 confirmariamos alguns dados da
literatura nomeadamente as conclusdes da meta analise de Pinborg, A., Wennerholm,
U.B., et al. (2013) e de Hansen, M., Kurinczuk J., et al (2013) discutidas na parte 2

deste texto.
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3.1.5 - Consentimento informado dos participantes

A Convencéo sobre os Direitos do Homem e da Biomedicina (Convencéo de
Oviedo), aberta a assinatura dos Estados Membros em 4 de abril de 1997, aprovada para
ratificacdo por Resolucdo da Assembleia da Republica em 19 de outubro, e ratificada
pelo Decreto da Presidéncia da Republica n.° 1/2001, de 3 de janeiro, garante no artigo
6°, que a opinido dos menores deve ser tomada em consideragdo em funcdo da sua idade
e do seu grau de maturidade, e que as pessoas que carecam de autonomia para prestar o
consentimento informado devem, se possivel, participar no processo de decisdo. A
investigagdo em pessoas € alids, um dos itens previstos pela obrigatoriedade de
consentimento informado cf. artigo 16.°, alinea v da mesma Convencao.

No presente estudo foram respeitadas todas as regras éticas inerentes a estudos

desta natureza.

3.1.6 — Autorizagao institucional e consentimento legal do estudo

Apo6s a aprovacdo do projeto de estudo para esta dissertacdo, por parte do
Conselho Cientifico da Universidade Catolica Portuguesa, dos responsaveis do
Departamento de Bioética da mesma Universidade e do seu orientador o Senhor
Professor Daniel Serrdo, formalizdmos o pedido oficial para a sua execucao junto da
«Comisséo Nacional de Protecdo de Dados» (CNPD).

O pedido de autorizacdo desta investigacdo obedeceu ao regulamento oficial,
que exigiu uma sinopse do estudo, a cépia do caderno de recolha de dados ou do
modelo de histdria clinica, bem como uma cépia do documento de consentimento
informado (anexos 4, 5 e 6). O pedido com o nimero de Ref. 02.02 e todo o plano
processual (Proc. N.° 13846/2014) mereceram aprovacdo documental, cuja copia se

anexa (anexo 7).
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3.2-METODOLOGIA

3.2.1 - Introdugéo

Podemos sintetizar a parte pratica desta investigacao em seis momentos:

1°) Um primeiro momento em que fizemos um levantamento da populacdo alvo e
procedemos a divulgacdo do projeto de trabalho junto da mesma. Foi talvez o periodo
mais longo. Ultrapassados os principais obstaculos, o estudo foi iniciado com uma
amostra de conveniéncia, que foi selecionada a partir de:
e Ficheiro clinico da autora deste estudo, que exerce pediatria hospitalar e
ambulatoria ha mais de vinte anos e trabalha numa maternidade que integra um

importante centro de PMA.

e Participantes contactados pelos aderentes iniciais, numa base de «passar a

palavra» e de generosa confianca.

e Angariacdo de participantes através de redes sociais, sobretudo a partir da pagina
informética da Associacdo Portuguesa de Fertilidade (APF) da qual a autora se
tornou socia e frequentadora do FOrum cuja ajuda gostariamos de enaltecer

(anexo 8)*%¢,

2°) Um segundo momento em que realizdamos a selecdo da amostra através dos
contactos estabelecidos com a populacdo alvo. Nesta fase redefiniram-se os critérios de
selecdo pois foi-se tornando evidente, a dificuldade em obter um ndmero suficiente de
participantes.

3% Um terceiro momento em que se realizou a anamnese das criangas selecionadas e a
historia clinica e procriativa basica dos seus progenitores. Esta fase da investigacdo
sobrep0s-se as duas primeiras, sempre que houve oportunidade.

4% Um quarto momento em que foi feita a aplicacdo das EDMG nas condig¢bes que

serdo descritas no texto.

138 http://www.apfertilidade.org/web/index.php
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5°) Um quinto momento em que se avaliaram aspectos emocionais e comportamentais
mediante a aplicacdo do Questionario de Capacidades e de Dificuldades (SDQ-Por), na
versdo portuguesa para pais, visando identificar padrdes de hiperatividade ou de defice
de atencdo bem como perturbac@es da esfera do humor.

6°) Um sexto momento em que se avaliaram estatisticamente os resultados, e se fez a

andlise das hipoteses em estudo.

3.2.2 — Populacéo estudada e critérios de selecdo das amostras

Nos ultimos anos diminuiu bastante 0 ndmero de nascimentos em Portugal,
baixando de 120 008 no ano 2000 para 82 787 nados vivos em 2013, A procura da
PMA tem, pelo contrério, vindo a aumentar.

Os registos nacionais da PMA foram reorganizados em fevereiro de 2013 e
publicados em maio desse mesmo ano. Verificou-se que em 2010 houve um acréscimo
de 22% no numero de ciclos, relativamente a 2009, mas, nos anos mais recentes, houve
um decréscimo que podera corresponder a um equilibrio da procura, ou a um reflexo da

baixa global da natalidade em Portugal.

Em 2011 houve 1288 partos de criancas artificialmente concebidas, ou seja,
menos 241 do que no ano anterior. Traduzido em numeros, os resultados nacionais da
PMA em 2011, contribuiram para o nascimento de 1757 criangas a que acrescem 250

nascidas apds transferéncia intra uterina de espermatozoides.

Também em 2011, foram transferidos 918 embribes criopreservados

(designados ciclos TEC) que deram origem a 199 gestacdes, 49 perdas obstétricas e 148

partos de que resultaram 172 RNs (quadro 5)."*

139 Estatisticas demograficas 2012. INE. Edicdo 2013. pag 39 e
http://www.pordata.pt/Portugal/Quadro+Resumo/Portugal-5812

0 http://www.cnpma.org.pt/Docs/RELATORIO_ACTIVIDADE_PMA2011.pdf
" idem
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Partos Total <28 28-32 |33-36 |37-41
semanas | semanas | semanas | semanas

Unicos 123 1 1 15 102

Gemelares 24 0 2 13 8

Trigemelares 1 0 0 1 0

Total 148 1 3 29 110
partos/ parto/ partos/ | partos/ | partos/
172 RNs 1RN 5RNs 41 RNs | 118 RNs

Quadro 5- Numero global de partos e de recém-nascidos (RNs) apos transferéncia de embrides
criopreservados (provenientes de TEC ap6s FIV/ICSI, no ano de 2011 em Portugal)

Em relacdo aos anos de 2009 e 2010 tinham sido registados em todo o pais,
1438 ciclos TEC (661 — 777 respetivamente) mas nado esta perfeitamente determinado o
nimero de nascimentos a que estes ciclos deram origem. Se os resultados tiverem sido
idénticos aos de 2011, estes ciclos TEC terdo correspondido a 269 criangas das quais
apenas 203 terdo tido, de acordo com os mesmos célculos, as caracteristicas etérias

necessarias para serem integradas no nosso estudo.

No triénio 2009-2011 terdo nascido portanto, cerca de 321 criangas com mais de
36 semanas de IG num total de 441. Extrapolando resultados, e partindo do principio
que os participantes provenientes de ciclos TEC do nosso estudo, nasceram entre janeiro
de 2007 e agosto de 2010 (3 anos e oito meses), podemos dizer que pertencem a um
universo teodrico que terda no maximo 350 criancas. Entre estas criancas havera
aproximadamente 260 com todos 0s critérios a seguir enunciados e necessarios para
participarem nesta investigagdo constituindo o seu universo ou populacdo alvo do

estudo.

Relativamente as amostras de estudo, a sua selecédo foi feita por conveniéncia.
Reafirmamos as dificuldades encontradas, perante a escassez da populacdo alvo, para
conseguir reunir um grupo index numericamente significativo para se poderem tirar

ilacBes estatisticas.

223



Criopreservagao embriondria e neurodesenvolvimento infantil

Os dois grupos controle, foram de muito mais facil selecdo e integraram
criancas demograficamente idénticas mas cuja concegdo foi espontanea, ou em que

houve FIV/ICSI com transferéncia a fresco.

Tanto os elementos do grupo index (criangas com TEC) como 0s dos grupos

controle, partilharam os seguintes critérios:
1° - Terem nascido com 36 ou mais semanas de 1G

2°- Nao terem tido problemas perinatais suficientemente graves para, por si SO,
condicionarem o desenvolvimento infantil. Referimo-nos concretamente a situacdes de
sofrimento fetal, asfixia neonatal ou outras exigindo internamento em unidades de

cuidados intensivos.

3° - Terem entre 18 e 96 meses (um ano e meio e oito anos) na altura da avaliacdo

instrumental.

4° - Residirem em territério nacional e falarem portugués, uma vez que tanto o avaliador
como o instrumento de avaliagdo utilizam esta lingua. Esta circunstancia obrigou a

exclusdo de alguns elementos elegiveis.

5° - Nédo serem detentoras de caracteristicas insuscetiveis de comparacdo no grupo

controle.

Na selecdo dos grupos controle replicaram-se as caracteristicas demogréaficas do
grupo index, selecionando as criangas elegiveis de forma tdo aleatéria quanto possivel.
Ou seja, sempre que surgia mais do que uma crianca demograficamente comparavel
com outra da amostra index, a selecdo era feita ao acaso. Dando um exemplo concreto:
foram avaliados dois gémeos dizigéticos de sexo diferente, na amostra index e também
foram avaliados dois gémeos da mesma idade e dizigéticos no controle, ambos
residentes nos arredores de Lisboa e do mesmo estrato socioecondmico. Se tivéssemos
disposto de mais do que um par de gémeos com estas caracteristicas, teriamos escolhido

um dos pares ao acaso.
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A somar as dificuldades de construcdo da amostra atribuiveis a pouca
acessibilidade e ao escasso numero de criangas elegiveis, tivemos a dificuldade
acessoria imposta pelo indice de prematuridade, e de problemas perinatais parecer ser
mais elevado entre as criancas da PMA, e tais antecedentes serem impeditivos de

participacdo no estudo.

O facto da metodologia impor que o portugués fosse a primeira lingua das
criangas a data da sua avaliagdo, também obrigou & exclusdo de elementos elegiveis,
concretamente criancas filhas de pais estrangeiros mas residentes no pais.

Na elaboracéo dos grupos controle ndo houve dificuldades comparaveis, devido
a superioridade numérica. Constatou-se também, que alguns pais recusaram integrar um
estudo desta natureza, sugerindo que evitavam recordar as dificuldades vividas no
passado.

Estabelecidos os critérios de selecdo, iniciamos este estudo com uma amostra de
60 criangas, sendo que 19 estiveram submetidas a criopreservacdo na sua fase
embrionaria e dois grupos controle idénticos, em que um é constituido por 22 criancas
concebidas com FIV/ICSI sem criopreservacdo e outro por 19 criangcas concebidas
naturalmente.

Pelas razdes expostas, foram despendidos varios anos na busca e avaliacdo duma
amostra numericamente segura, como a que obtivemos ao termos conseguido avaliar

7,3% deste universo populacional.

3.2.3 — Constituicdo das amostras e sua caracterizacdo demogréafica

Apos terem sido definidas as caracteristicas da populagdo a estudar, foram
definidos os critérios de amostragem, e foi feita a selecdo dos elementos das amostras

de controle, tdo aleatoriamente quanto possivel.

Foram estabelecidos os critérios de selecdo com base nas caracteristicas
demogréficas pretendidas e as amostras estudadas foram selecionadas pela sua
conveniéncia  (amostragem  ndo-aleatéria).  Constituiram-se  trés  grupos
demograficamente equiparaveis: o grupo index que designaremos ao longo do texto
por grupo A e em que todos os elementos foram submetidos a criopreservagéo na sua

fase embrionéria (TEC), um grupo de criangas concebidas com FIV/ICSI mas cujos
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embrides foram transferidos a fresco (ndo estiveram criopreservados) designado por

grupo B e um grupo de criancgas concebidas naturalmente que constituiu o grupo C.

N&o foram estabelecidas subamostragens dependentes de outras caracteristicas,
nomeadamente dos procedimentos da PMA nem procuramos detalhar a tecnologia
subjacente. Partimos do principio que os participantes foram todos oriundos de centros

de Reproducdo Humana, onde € utilizada tecnologia homologada e equiparavel.

De acordo com os critérios estabelecidos e ja referidos, a populacdo index
selecionada para este estudo, englobou 19 criancgas residentes em Portugal, tendo como
primeira lingua o portugués, maiores de 18 meses e menores de oito anos (minimo de
18 e maximo de 96 meses na altura da avaliacdo instrumental), nascidas com pelo
menos 36 semanas de IG, sem patologia perinatal relevante e cujos embrides estiveram
criopreservados. O tempo de criopreservagdo embrionaria ndo constituiu factor de

exclusdo ou de inclusdo, e nem sempre pdde ser determinado.

A amostra de controle foi dividida em dois grupos diferentes, constituidos por
criangas com caracteristicas demograficas idénticas, mas com a particularidade de ndo
terem sido submetidas a criopreservacdo na sua fase embrionaria embora pudesse ter
havido PMA.

3.2.4 — Caracterizagdo demografica da amostra global

Os dados demogréficos, e relativos as técnicas de PMA, foram fornecidos
voluntéria e individualmente pelos pais dos participantes a autora deste estudo, no
ambito duma relacdo médico doente.

Verificou-se que um nimero elevado de participantes desconhecia ou dizia ndo
recordar as tecnologias utilizadas no seu processo. Alguns beneficiarios da PMA
ignoravam o significado do termo «ICSI» ou as suas indicagdes, tendo-se optado por
ndo colocar questdes desta natureza, ainda que se registassem todas as informacoes
cedidas espontaneamente. A designacdo «TEC», de registo indispensavel para 0 nosso

estudo, mostrou ser melhor conhecida, quanto mais néo fosse pelas implicagdes
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temporais. Repare-se que uma TEC nunca é a primeira tentativa, o que confere a priori,
caracteristicas diferentes a este grupo.

Tanto a idade média como o grau académico dos pais que recorrem a PMA,
tende a ser mais elevado do que aquele que é encontrado na média da populacdo mas,
neste trabalho, procurdmos que as caracteristicas demograficas dos progenitores fossem
homogéneas. Terdo persistido ligeiras assimetrias demograficas, entre os trés grupos do
estudo, mas houve a preocupacdo de as minimizar, quer relativamente as criangas quer

aos seus pais.

3.2.5 - Procedimentos de avaliacao clinica e instrumental
Os procedimentos usados na avaliacdo da amostra incluiram:

(1) Entrevista clinica aos pais das criancas elegiveis cujo consentimento se

pretendeu que fosse 0 mais informado possivel.

(2) Analise documental das circunstancias da concecdo, gravidez, periodo

perinatal e evolucéo posterior, desde que disponivel.

(3) Observacéo e avaliagdo neurocomportamental das criangas selecionadas.

Todos os participantes foram submetidos a uma andlise global do neuro-
desenvolvimento e comportamental, realizada por observacdo direta e avaliacdo
instrumental. Porque era importante distinguir 0s varios aspectos do
neurodesenvolvimento, optdmos pelas Escalas de Desenvolvimento de Ruth Griffiths*?,
que se complementaram com o Questionario de Capacidades e de Dificuldades (SDQ-
Por) (Anexo 2) instrumentos estes que foram descritos na parte 2 deste texto. Ou seja, a
pesquisa de eventuais assimetrias de desempenho entre o grupo index e os de controle

foi obtida com instrumentos clinicos e instrumentais.

192 Escalas de Desenvolvimento de Ruth Griffiths, reconhecidas pela “Association for Research

in Infant and Child Development”
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3.2.5.1 - Triagem inicial e pré selecdo dos dados anamnésticos

Na fase de pré-selecdo, foi feita uma triagem sumaria com a inclusdo das
criancas num dos trés grupos estabelecidos. Esta pré-selecdo foi prolongada e feita num
contexto clinico que decorreu em simultaneo com outras etapas da investigacdo e em

que se valorizou:
e Idade da crianca em meses - contada a partir do seu nascimento e sem correcao
para uma eventual prematuridade limiar **.

e Causas da infertilidade — apenas se registou se os factores eram masculinos,
femininos ou mistos. Depardmos com alguns casos de fator desconhecido e

também com um relativo desconhecimento dos factos.

e Métodos usados na concecdo — devido a reduzida dimensdo do grupo index,
considerdmos apenas trés situacdes para estudo: fertilizacdo natural, FIV/ICSI

com transferéncia a fresco e com criopreservagao.
e Idade da gestante em anos, na altura do nascimento.

e Idade do pai em anos, na altura do nascimento mesmo que ndo fosse o pai

bioldgico.
e Tempo de criopreservacao do embrido se disponivel.

e |.G. contada pelos métodos habituais que sdo: data da ultima menstruacdo, data
da transferéncia embrionaria ou avaliagdo ecografica e/ou clinica na auséncia

dos dois dados anteriores.
e Existéncia de patologia anterior ou concomitante a gravidez.
e Tipo de parto

e Sexo

43 A amostra contem algumas criancas nascidas com mais de 36 mas menos de 37 semanas de
IG e que por isso devem ser consideradas pré termo. Na avaliagdo duma crianga nascida pre-
termo, e até que complete 2 anos, pode corrigir-se a idade para as 40 semanas. Ou seja,
teoricamente uma crianga nascida com 36 semanas de IG, ao atingir por exemplo as 5 semanas
cronoldgicas, deve ser equiparada a outra de apenas uma semana mas que tenha nascido com 40
semanas de IG.
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e Peso ao nascer, com referéncia a restricdo de crescimento intrauterino (RCIU) e
a macrossomia fetal, representados por um desenvolvimento estaturo-ponderal
inferior ou superior a dois desvios-padrdo da média da populacdo [ndo existem
valores universais nem tabelas nacionais. Na avaliacdo da biometria e calculo do

peso fetal, foi sistematicamente utilizada a formula de Hadlock et al. (1991)].

e Condicdo do RN a nascenca sendo excluidos os que necessitaram de cuidados
intensivos (UCIRN). Consideramos que as situacdes patoldgicas que nao
permitem a selecdo dum caso controle adequado, ja que duas situacGes nunca

sdo iguais do ponto de vista do paciente.

e Circunstancias relevantes do estado de salde, desenvolvimento estaturo

ponderal ou psicomotor ja conhecidas.

e Existéncia e caracteristicas da fratria. Procurdmos que cada caso index de
gémeos tivesse casos paralelos nos grupos controle o que nem sempre foi

possivel.

e Circunstancias sociais, economicas e culturais dos pais, tendo por base uma

avaliagdo segundo Graffar (Anexo 1)

O método utilizado na caracterizacdo das amostras, foi a analise documental dos
boletins de registo da saude infantil, complementada com uma entrevista a pelo menos
um dos progenitores. Na presenca ou suspeita de anomalias do desenvolvimento

somatico ou estaturo ponderal, foi feita uma triagem clinica.

Fizémos um estudo comparativo dos grupos triados e como se tratou dum estudo
controlado, realizamos alguns ajustes necessarios a maior similitude demografica
possivel entre eles. Concretizando melhor, tivemos de excluir uma fratria de trigémeos
TEC a que tivemos acesso, e que daria mais robustez a nossa amostra, devido a
impossibilidade de cruzar dados com trigémeos espontaneos, uma ocorréncia

extremamente rara e indisponivel.
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3.2.5.2 - Colheita e sumarizacéo das variaveis em estudo

Na pre-triagem documental e clinica, analisimos todas as condi¢gdes materno-
fetais, neonatais e de evolugdo posterior. Seguidamente, por questdes praticas e relativas
ao tamanho da amostra, s prosseguimos a analise dos principais aspectos nosologicos

relacionados com o neurodesenvolvimento infantil e que foram as seguintes:

a) Origem da infertilidade sem defini¢do das causas:

a.1 - Masculina

a.2 - Feminina

a.3 - Mista
b) Método de fertilizacao:

b.1 - Natural,

b.2 - FIV/ICSI com transferéncia a fresco e

b.3 - FIV/ICSI com criopreservacao
c) Idade gestacional em semanas completas
d) Existéncia de patologia na gravidez:

d.1 - Anterior a gravidez

d.2 - Concomitante a gravidez

d.3 — Ambas

e) Gemelaridade:
e.1 Gemelaridade monozigdtica
e.2 Gemelaridade dizig6tica

f) Sexo do recém-nascido:
f.1 Masculino

f.2 Feminino
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g) Peso ao nascer (PN): em gramas.
h) Classificacdo segundo Graffar (Graffar 1, 2, 3 ou 4)

A colheita dos dados clinicos e a caracterizacdo sociodemografica dos

participantes foi feita atraves de contacto pessoal.

3.2.5.3 — Aplicacéo dos instrumentos psicométricos
3.2.5.3.1 — Caracteristicas das EDMG 0-2 e 2-8 anos

Neste trabalho de investigacdo foi utilizada (exceto em 1 caso) a Escala de
Desenvolvimento Mental de Griffiths dos 2 aos 8 anos — Extenséo revista (Luiz, D.M.,
et al., em 2006) na sua edicdo em portugués a qual € da responsabilidade da CEGOC-

Tea que comercializa o teste**

. Nesta versdao que contem ficha de identificacdo, a
traducdo e as normas de aplicacdo das escalas sé&o da responsabilidade do Grupo de
Tutores Griffiths portugueses que detém os direitos de autor.

Na parte 2 do texto, fizemos a descricdio do conteddo e do potencial
psicométrico das EDMG, pelo que aqui s6 focaremos os principais aspectos praticos e

estruturais.

Relativamente & versdo que utilizdmos, sdo do editores’® os seguintes
comentarios :

« ... A Griffiths dos 2 aos 8 anos avalia, individual e coletivamente, seis areas

do desenvolvimento (...) O examinador recolhe informagées relacionadas com 0 tipo de

1“4 CEGOC - TEA - Centro de Estudos de Gestdo e Organizacdo Cientifica - Técnicos
Especializados Associados, Lda. Representa em Portugal o grupo internacional CEGOS
dedicado ao desenvolvimento vocacional, consultadoria empresarial e managment.
Comercializa numerosos instrumentos psicométricos reconhecidos internacionalmente.

15 http://www.cegoc. pt/teste/escala-de-desenvolvimento-mental-de-griffiths-2-8-anos-edicao-
2006/
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comportamentos que a crianga apresenta em cada uma das &reas. A anélise dos
resultados é feita com base no total de itens que a crianca executa.»

As EDMG preveem 6 subescalas (aqui designadas por letras de A a F) que

avaliam as principais competéncias discriminadas por idades e que séo:

A — Locomotora: Avalia o desenvolvimento e controle motor, quer da motricidade fina
quer grosseira, incluindo o equilibrio e a coordenacéo, através de tarefas adequadas as
varias idades, tais como correr, saltar, subir e descer escadas, andar de bicicleta entre

outras.

B — Pessoal/Social: avalia o desenvolvimento da autonomia nas atividades diarias (por
ex. vestir e despir) e a socializacdo revelada pela adaptacdo e interacdo social. Também
séo avaliados os conhecimentos sobre a identidade como o nome, a morada e outros

itens de acordo com a idade.

C - Audicdo e Linguagem: avalia o desenvolvimento linguistico através da linguagem
recetiva (por ex. identificacdo e descricdo de semelhangas entre conceitos e objetos) e

expressiva (por ex. descricdo de uma imagem).

D — Coordenacédo olho-mao: avalia a destreza manual, as competéncias visio-motoras

e 0 desenvolvimento da motricidade fina através de exercicios manuais.

E - Realizagdo: avalia competéncias visio-espaciais, valorizando a velocidade e

precisdo dos gestos (por ex. encaixe de figuras geométricas)

F — Raciocinio Prético: s6 é aplicado depois do 3° ano e avalia a capacidade de
raciocinio, de célculo matematico e de resolucdo de questdes praticas (por ex. no¢do de

namero e tamanho, de sequéncias crescentes e decrescentes e no¢oes de tempo).

A aplicacdo deste metodo de Ruth Griffiths exige um conjunto de objetos que
estdo padronizados e que sdo muito apelativos, semelhantes a brinquedos e que podem
ser culturalmente adaptados. Os materiais s@o utilizados, como se se tratasse de um jogo

entre o avaliador e a crianca, e permitem quantificar varios aspectos do
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desenvolvimento infantil entre os quais realcamos (Jacklin, L., Cockcroft, K. - 2012),
(Hsiao, C., Richter L.M. —2014):

1. Observar a interagdo da crianga com 0 seu meio ambiente

2. Acompanhar a evolucdo das etapas do desenvolvimento e dos padrdes de
organizacdo que os acompanham, os quais podem ser reveladores das funcdes
neuro motoras subjacentes.

3. Avaliar o desenvolvimento global, partindo quer da avaliagdo do comportamento
quer do desempenho e da interagdo de ambos.

4. Medir as etapas do desenvolvimento mais significativas para a expressdo da

inteligéncia, ou para o crescimento mental funcional.

Os valores obtidos nas avaliacdes, podem ser convertidos em «ldade de
Desenvolvimento» apds terem sido aferidos com os resultados padronizados (percentis
e notas-z). Com esta bateria de testes é possivel quantificar os desvios padrao,
relativamente & média da idade.

Além dos valores quantitativos que se obtém, as EDMG permitem a
interpretacdo do perfil de cada crianca mediante a analise qualitativa do seu
desempenho, relativamente a inUmeros aspectos relevantes, tais como a manutengdo da
atencdo, o empenho revelado na tarefa, a adesdo aos desafios propostos, tipo de
abordagem e estratégias utilizadas (Mata L., Peixoto, F. - 2012).

As EDMG utilizadas nesta investigacdo, estavam devidamente padronizadas e
eram constituidas pelo seguinte material: Manual Técnico, Manual de Administracéo,
Caderno de Registo, Caderno de Grafismos e conjunto de Materiais Estandardizados
(figuras 15e 16 ).
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Fig. 15 - Kit Griffiths 0-2 anos

Fig. 16 - Kit Griffiths 2-8 anos
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3.2.5.3.2 - Aplicacéo e cotacdo das EDMG

Todas as avaliagOes instrumentais desta investigacdo, decorreram no mesmo
espaco fisico e em condigdes experimentais muito idénticas.

A aplicacdo das escalas foi feita por uma psicologa especialista na area e, todas
as variaveis que foi possivel controlar, foram mantidas constantes com todos o0s
avaliados. Devido a idade dos participantes foi permitida a proximidade (mas ndo a
presenca), de um dos progenitores durante a aplicacdo das EDMG.

Houve um compromisso mutuo, entre a autora da dissertacdo e a psicéloga, de
serem mantidas incognitas as hipoteses em estudo e os dados anamnésticos das criancas,
até ao fim das avaliacGes. Para cumprir este objetivo, todas as fichas de identificacdo
foram limitadas ao nome proprio da crianca, data de nascimento e telefone de contacto.
Esta preocupacdo teve por objetivo reduzir um eventual viés durante as avaliacbes
instrumentais. O sigilo previsto no consentimento informado, estava garantido a partida,
pelas rigorosas regras deontologicas dos profissionais envolvidos.

Os resultados foram analisados tendo em conta as médias e 0s desvios-padrdo
descritos no Manual Técnico da “Escala de Desenvolvimento Mental de Griffiths (2-8
anos)” (Luiz et al., 2006) que ainda reportam a aferi¢do das escalas para a populagao
britAnica. A este propdsito, 0s responsaveis fornecem as seguintes informacdes

complementares:

«A versdo portuguesa da Griffiths é uma traducdo da versdo original
Inglesa. Assim, as tabelas de normas apresentadas correspondem aos resultados da
tipificacdo realizada no Reino Unido (...).Conversdo em Percentis e notas Z dos
resultados brutos para cada Subescala e para a Escala Geral, dos 24 aos 96 meses
(com intervalos de 6 meses). O Manual Técnico apresenta um método de calculo da

Idade Mental (de Desenvolvimento), com base nas tabelas de percentis.

CORRECCAO MANUAL: QUALITATIVA. A pontuacdo atribuida a cada area, é
calculada com base na qualidade do desempenho da crianga em cada item. A
informac@o necessaria para a correcdo desta prova encontra-se no manual de

administracdo e no caderno de registo.»
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O tempo disponibilizado ou dispendido na realizacdo de cada uma das
subescalas, encontra-se padronizado. E possivel identificar a idade mental (IM) da
crianca e situa-la comparativamente a sua idade cronoldgica (IC). E igualmente possivel
definir um perfil das areas mais ou menos desenvolvidas. Os valores obtidos podem ser
convertidos em resultados padronizados (percentis e notas-z) e também na Idade de
Desenvolvimento.

O conjunto dos valores de cada subescala fornece dados representativos do Q.I
(quociente intelectual) através de uma equacdo: IM x100/ IC=QI). O Quociente de

Inteligéncia (QI) geral, é obtido através da média dos 6 sub- quocientes.

3.2.5.3.3 — Caracteristicas do SDQ-Por

O Questionario de Capacidades e de Dificuldades (SDQ-Por) é, como
descrevemos na parte 2 do texto, a versao portuguesa do questionario criado por Robert
Goodman e designado originalmente Strengths and Difficulties Questionnaire (SDQ).
Trata-se dum questionario de triagem do tipo papel-e-lapis, muito facil de administrar e

cotar (anexo 2).

Podem surgir erros de interpretacdo, sobretudo quando o respondedor ndo é o
proprio (hetero relatos) tal foi o caso neste trabalho, mas, as propriedades psicométricas
e a estrutura factorial estdo validadas, tém sido satisfatoriamente replicadas em varios

paises e a versdo portuguesa (SDQ-Por) reline todas as qualidades necessarias.

3.2.5.3.4 - Aplicacao e cotacdo do SDQ-Por - versdo de pais/ professores

Na aplicagéo deste instrumento, recorreu-se ao envio, para todos os pais, quer
por correio electronico quer por correio postal, dos questionarios (SDQ-Por) compostos
pelas 25 frases juntamente com um texto explicativo de facil apreensdo (anexo 2).

Sempre que se usou correio informatico, o inquérito foi anexado sob a forma de texto
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editavel, mantendo-se o seu aspecto habitual, para facilitar o preenchimento imediato e

0 reenvio pela mesma via.

Para cada uma das frases do questionario, espera-se que os respondedores
assinalem uma das trés hipoteses: «ndo € verdade»; «é um pouco verdade»; «é muito
verdade» fazendo uma cruz no quadrado correspondente a frase que melhor define a
crianca avaliada, mesmo que a afirmagdo possa parecer estranha. As respostas
reportam-se aos Ultimos seis meses e € desejavel, mas ndo obrigatdrio, que todas as
questdes sejam respondidas.

O questionario estd organizado em 5 escalas e cada uma tem 5 frases ou itens que no
conjunto totalizam as 25 frases j& referidas. Cada item tem 3 opg¢des de resposta. A
opcéo «é um pouco verdade» é sempre cotada com 1. Cada uma das outras opcdes (ndo
é verdade / € muito verdade) pode ser cotada com 0 ou 2 pontos, conforme o item, tal
como é apresentado, escala por escala no anexo 3. A pontuacéo total de cada uma das 5
escalas pode variar entre 0 e 10, se os 5 itens tiverem sido todos respondidos. O
resultado de cada escala pode ser validado desde que, pelo menos 3 itens tenham sido
respondidos.

A cotacdo dos testemunhos parentais recolhidos através do SDQ-Por, foi feita pela autora

desta dissertacéo.

3.2.6 - RESULTADOS GERAIS

Os resultados gerais da investigacdo decorrem dos dados colhidos com a
anamnese, complementada com a avaliacdo psicométrica decorrente da aplicacdo das
EDMG usadas como instrumento de avaliacdo do neurodesenvolvimento infantil e o

testemunho parental avaliado através do SDQ- Por.

3.2.6.1 — Resultados demograficos e anamnésticos dos grupos estudados

Foram avaliadas 60 criancas distribuidas por 3 grupos (designados grupo A —
TEC; grupo B — transferéncia a fresco; grupo C - concecdo natural) que possuiam as

seguintes caracteristicas demogréficas:
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Grupo A - formado por 19 criancas cujos embrides estiveram criopreservados (TEC) e
que nasceram entre janeiro de 2007 e agosto de 2010. Tinham idades compreendidas
entre 0s 21 e 0s 96 meses a data da avaliagdo EDMG e SDQ-Por, sendo a sua idade

média 51 meses.

Todas as criancas do grupo tiveram um questionario anamnéstico preenchido
mas sO 17 completaram a avaliagdo com as EDMG. Duas irmas gémeas interromperam
as provas devido a sua patologia do espectro do autismo e uma outra crianga teve a sua
avaliacdo adiada, devido a uma situacdo de sono e fadiga durante a aplicacdo do
instrumento que, caso ndo fosse respeitada, conduziria a resultados alterados. 14 das
19 criangcas completaram o questionario SDQ-Por e 11 preencheram todos os itens do

processo de avaliacdo.

Grupo B - formado por 22 criancas cuja concec¢do incluiu FIV/ICSI, com transferéncia
embrionaria feita a fresco e que nasceram entre janeiro de 2006 e outubro de 2012.
Tinham idades compreendidas entre os 33 e 0s 85 meses a data da avaliacdo, sendo a
sua idade média 56 meses.

Todas as criancas deste grupo completaram o questionario anamnéstico e a
avaliacdo com as EDMG. 11 completaram 0 questionario SDQ-Por. Ou seja, 11

preencheram todos os itens do processo de avaliagéo.

Grupo C - formado por 19 crian¢as de concec¢do natural e nascidas entre maio de 2007
e marco de 2012. Tinham idades compreendidas entre os 20 e os 85 meses a data da
avaliacdo, sendo a sua idade média 48 meses.

Todas as criancas completaram o questionario anamnéstico, 19 fizeram
avaliacdo e apenas uma crianca ndo completou a totalidade das escalas EDMG. 12
completaram o questionario SDQ-Por. Neste grupo 11 criancas preencheram todos os

itens do processo de avaliagéo.

Fizémos uma triagem e selecdo dos dados anamnésticos, e quantificamos as

seguintes variaveis demograficas nos trés grupos em estudo:

1 — Causas de infertilidade — foram abordadas de forma global em causas masculinas,

femininas ou mistas sem discriminacdo de sub tipos.
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Esta informac&o so se aplica aos grupos A e B e s6 foi definida em 35 dos 41
casos. No grupo A encontrdmos dois casos de infertilidade atribuivel aos dois membros
do casal, 5 casos de origem masculina, 8 de causa feminina e 4 desconhecidos. No
grupo B encontramos 1 caso de infertilidade respeitante aos dois membros do casal, 8

casos de origem masculina, 10 de causa feminina e 3 desconhecidos.

2 - Método de fertilizacdo — no grupo A houve 5 casos confirmados de ICSI em 15
casos conhecidos (33,3%) e no grupo B houve 7 casos de ICSI em 19 reportados
(36,8%).

3 - ldade Gestacional (IG) — no grupo A a IG média é de 37 semanas e 4 dias, no
grupo B é de 38 semanas e no grupo C é de 38 semanas e 2 dias

4 — Existéncia de patologia na gravidez — registdimos, quando referida, toda a
patologia crénica ou ocorrida durante a gravidez mas, as complicacbes encontradas

foram escassas e indistintas nos 3 grupos, nao parecendo ter influenciado os resultados.

5 — Gemelaridade - Registou-se 0 numero e tipo de gémeos e verificou-se que nos
grupos da PMA houve uma incidéncia de gestacfes gemelares muito superior, e
impossivel de equiparar quando foram selecionados os participantes naturalmente
concebidos. Tentdmos mesmo assim, homogeneizar 0s 3 grupos.

No grupo A houve 9 criangas provenientes de gestacdo gemelar. Todos os casos
foram de gemelaridade dizigética mas o nimero € impar porque um gémeo possuia uma
alteracdo cromossomica e ndo sobreviveu. No grupo B houve 6 criancas de gravidez

gemelar e dizigética. No grupo C houve 2 criangas também gémeas dizigoticas.

6 — Sexo - No grupo A houve 9 rapazes (45%) e 10 raparigas; no grupo B houve 16
rapazes (72,7%) e 6 raparigas e no grupo C houve 6 rapazes (31,6%) e 13 raparigas. No

total dos 3 grupos encontramos 31 rapazes e 29 raparigas.

7 — Peso ao nascer (PN). No grupo A o peso médio ao nascer foi de 2594, no grupo B
foi de 28429 e no grupo C foi de 31059

8 — Utilizamos o método de Graffar (anexo 1) para caracterizar as variaveis socio

demograficas dos progenitores, e partimos dos dados fornecidos pelo casal. Apesar do
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método estar estandardizado, o aspeto que mais valorizdmos foi o nivel de escolaridade
dos pais e as condicOes e area de residéncia (predominantemente urbana ou rural). A
maioria dos pais da nossa amostra pertencia aos grupos 2 e 3 da classificacdo de
Graffar, com uma percentagem de licenciados superior a média da populacdo
portuguesa. Devido a importancia do ambiente socio cultural, na evolucdo do
neurodesenvolvimento e comportamento infantil, estas diferengas foram ativamente

esbatidas na selecdo da amostra e formacéo dos grupos de estudo.

3.2.6.2 - Resultados das avaliacdes do neurodesenvolvimento e comportamento

3.2.6.1. - Resultados obtidos nas EDMG

Os 96 itens das EDMG estdo ordenados por ordem de dificuldade e compdem
varias sub escalas. A avaliacdo é interrompida quando a crianca falha cinco itens
sucessivos. Este instrumento de avaliacdo psicométrica permite calcular um valor global
para cada crianca, designado por Escala Geral (referida originalmente como score)
sendo a pontuacdo maxima 100 meses.

As sub escalas estdo organizadas por anos, correspondendo cada ano a uma
pontuacdo maxima de 12 meses sendo que, a sua soma, da origem a Idade Mental (IM)

a qual é obtida através da média dos resultados de cada uma das subescalas.

Os itens que compBem as escalas estdo suficientemente aferidos,
internacionalmente, para poderem ser fidveis e reprodutiveis, e sdo cotados
percentualmente, o que confere ao teste grande sensibilidade.

Nos quadros 6, 7 e 8 apresentamos 0s resultados dos grupos que designamos por
A (TEC), B (FIV/ICSI com transferéncia a fresco) e C (concecao natural).
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TEC IDADE | DESENV. | DESENV. | LINGUAGEM | COOR REALI PRATICA | Q.GERAL
N°CASO | MESES | MOTOR SOCIAL DENACAO | ZACAO

1M 38 84 95 90 73 90 84 86
2.F 38 100 95 79 90 95 80 91
3.M 29 104 114 114 92 107 107 106
4.F 47 110 130 115 102 115 102 112
5M 48 116 125 104 96 112 104 108
6.M 43 107 111 79 84 79 74 89
7.F 52 122 126 96 100 104 93 107
8.M 28 93 107 100 93 114 107 102
9.F 21 100 100 95 95 95 - 97
10.F 55 120 127 127 109 105 109 116
11.M 60 117 123 127 100 107 117 115
12.F 58 93 103 107 117 110 110 107
13.M 46 91 117 143 91 121 109 112
14.M 71 102 104 113 123 102 110 109
15.M 96 83 98 102 100 104 104 99
16.F 96 100 102 85 104 96 102 98
17.F 46 - - - - autismo
18.F 46 : - - - : - autismo
19.F 57 - - - - : - incompleto

Quadro 6 - resultados do grupo A nas EDMG (TEC; M = masculino; F = feminino)
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TRANSF. | IDADE | DESENV. | DESENV. | LINGUAGEM COOR REALI PRATICA Q.
FRESCO | MESES | MOTOR | SOCIAL DENACAO | ZACAO GERAL
CASO Ne
20.F 72 110 119 115 114 106 114 113
21.M 72 100 119 122 139 106 113 117
22.M 70 103 83 91 89 89 88 91
23.M 38 116 121 126 89 121 100 112
24.M 49 87 87 91 85 87 87 87
25.M 67 119 125 92 113 116 104 112
26.M 67 89 125 113 113 101 110 109
27.M 30 113 120 100 107 113 107 110
28.M 43 126 126 102 116 112 116 116
29.M 51 118 116 94 82 113 106 105
30.M 51 113 118 122 122 118 106 117
31.F 77 83 94 112 81 101 99 95
32.M 54 119 122 133 111 125 119 122
33.F 30 131 124 103 103 110 97 111
34.F 60 107 116 127 120 100 93 111
35.F 50 92 104 96 84 108 92 96
36.F 29 117 131 110 110 103 103 112
37.M 85 116 108 108 106 111 115 111
38.M 84 114 119 119 116 119 119 118
39.M 73 79 88 110 104 104 104 90
40.M 33 112 112 106 106 100 112 108
41.M 60 99 102 108 98 102 102 102

Quadro 7 - resultados do grupo B nas EDMG (TRANSF. FRESCO;

feminino)

M = masculino; F =
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PROCRIACAO | IDADE | DESENV. | DESENV. | LINGUAGEM COOR~ REALI PRATICA Q. GERAL
NATURAL MESES | MOTOR SOCIAL DENACAO | ZACAO
CASO N°

49 118 107 102 94 106 94 104
49 92 106 102 106 114 94 102
36 117 122 122 100 111 111 114
39 113 113 107 87 123 97 107
42 124 119 142 86 105 100 113
30 113 120 113 100 93 107 108
27 118 111 104 100 100 111 107
48 108 113 117 83 100 108 104
74 108 108 111 105 97 114 107
25 120 144 112 100 100 112 115
85 96 96 109 116 101 104 104
60 Incompleto

53 109 117 113 98 113 117 111
83 99 106 99 118 101 96 103
37 119 97 108 97 103 92 103
34 106 106 141 94 112 106 111
20 110 115 74 105 110 103
53 125 132 120 106 117 109 118
44 140 126 130 102 121 112 122

Quadro 8 - resultados do grupo C nas EDMG (fertilizacdo natural; M = masculino;

feminino)

F
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Como ja foi referido, uma minoria de criancas, por razdes diversas, nao
completou algumas das etapas previstas na sua avaliacao.

Respeitando a maior homogeneizacdo demogréfica possivel, mesmo dentro dos
constrangimentos que amostras populacionais desta natureza impdem, tentdmos manter
uma distribuicédo equilibrada dos dois sexos nos trés grupos:

A - 10F/9M

B - 6F/16M

C - 13F/6M.

N&o houve intencionalidade de estabelecer um predominio masculino no grupo
B ou um predominio feminino no grupo C e acreditamos que tais circunstancias ndo
alteraram os resultados globais.

Em seguida fomos comparar 0os 3 grupos nas seis areas de desenvolvimento, e
ainda um grupo formado pela unido dos grupos A+B correspondente a todas as criangas
de PMA, versus as de procriacdo natural e encontrdmos 0s seguintes resultados de

quocientes parciais e gerais com os respetivos desvios padréo:

A — Locomocao/ Desenvolvimento motor: avalia a motricidade global incluindo o

equilibrio, a coordenacdo e o controle dos movimentos.

Grupo A — valor médio 102,63 (valores extremos 83-122) desvio padrao 6,24

Grupo B — valor médio 107,40 (valores extremos 79-131) desvio padrao 7,21

Grupo A+B — valor médio 105,39 (valores extremos 79-131) desvio padrédo 7,21

Grupo C — valor médio 113,05 (valores extremos 92-140) desvio padrédo 6,93
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B - Desenvolvimento pessoal — social: avalia as competéncias sociais ao nivel da

autonomia e a capacidade de interagcdo com os cuidadores e 0s pares.

Grupo A — valor médio 111,06 (valores extremos 95-130) desvio padréo 5,92

Grupo B — valor médio 112,68 (valores extremos 83-131) desvio padréo 6,93

Grupo A+B — valor médio 112 (valores extremos 83-131) desvio padrdo 6,93

Grupo C — valor médio 114,33 (valores extremos 96-144) desvio padréo 6,93

\ C - Audicédo/ Linguagem: avalia a linguagem recetiva e expressiva.

Grupo A — valor médio 104,75 (valores extremos 79-143) desvio padréo 8,0

Grupo B — valor médio 109,09 (valores extremos 91-133) desvio padréo 6,48

Grupo A+B — valor médio 107,26 (valores extremos 79-143) desvio padrdo 8,0

Grupo C — valor médio 112,55 (valores extremos 74-141) desvio padrdo 8,18

D - Coordenacdo olho-mao: avalia a motricidade fina, a destreza manual e as

competéncias visio-motoras.

Grupo A — valor médio 98,06 (valores extremos 73-117) desvio padrao 6,63

Grupo B — valor médio 104,90 (valores extremos 84 -122) desvio padrdo 6,16

Grupo A+B — valor médio 102,02 (valores extremos 73-122) desvio padrdo 7,0

Grupo C — valor médio 99,83 (valores extremos 83-118) desvio padréo 5,91



Criopreservagao embriondria e neurodesenvolvimento infantil

E - Realizacdo (performance): avalia as capacidades visio-espaciais, incluindo a

rapidez de execucdo e preciséo.

Grupo A — valor médio 103,50 (valores extremos 90-121) desvio padréo 5,92

Grupo B — valor médio 107,50 (valores extremos 87 -125) desvio padrdo 6,16

Grupo A+B — valor médio 105,81 (valores extremos 87-125) desvio padrao 6,16

Grupo C — valor médio 107,05 (valores extremos 93-121) desvio padréo 5,29

F — Raciocinio Pratico: avalia a capacidade da crianca resolver problemas praticos,

ordenar sequéncias e a forma como faz a abordagem de questdes morais.

Grupo A — valor médio 100,80 (valores extremos 74-117) desvio padréo 6,56

Grupo B — valor médio 104,81 (valores extremos 87 -119) desvio padréo 5,66

Grupo A+B — valor médio 103,72 (valores extremos 74-119) desvio padrdo 6,70

Grupo C — valor médio 104,94 (valores extremos 92-117) desvio padrdo 5

Relativamente ao quociente geral encontrdmos as seguintes diferencas:

Grupo A — valor médio 103,4 (valores extremos 86-116) desvio padrdo 5,48

Grupo B — valor médio 107,5 (valores extremos 87 -118) desvio padréo 5,57

Grupo A+B — valor médio 105,76 (valores extremos 86-118) desvio padrao 5,65

Grupo C — valor médio 108,7 (valores extremos 102-122) desvio padrdo 4,47
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3.2.6.2.2 - Resultados obtidos no SDQ-Por

O questionario foi preenchido para 40 das 60 criancas (66,6%). Tendo por

modelo orientador da cotacdo os valores do quadro 9:
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PREENCHIDO PELOS PAIS NORMAL | LIMITROFE | ANORMAL
Pontuacdo total das dificuldades 0-13 14-16 17-40
Pontuacao dos sintomas emocionais 0-3 4 5-10
Pontuacao de problemas de comportamento 0-2 3 4-10
Pontuacao para hiperactividade 0-5 6 7-10
Pontuacao para problemas com colegas 0-2 3 4-10
Pontuacao para comportamento pro-social 6-10 5 0-4

Quadro 9 — modelo de cotagdo do SDQ-Por preenchido pelos pais.

Obtivemos os resultados abaixo indicados, seguindo os modelos de avaliacdo da

publicacédo original referida no anexo 2:

Grupo A — Das 19 criancas deste grupo, uma néo tinha ainda a idade padrdo para ser
submetida ao questionario mas os pais quiseram responder e os resultados foram
«adequados»; 15 criancas deste grupo foram avaliadas e 4 ndo foram. 10 tiveram
valores normais, 2 tiveram um valor limitrofe e 3 tiveram um valor anormal.
Relativamente ao comportamento prd-social houve 2 criangas com comportamento
anormal, que se podem enquadrar no espectro do autismo e esse diagndstico ja tinha

sido feito.

Grupo B — Das 22 criangas deste grupo, 11 foram avaliadas com este instrumento, 8

tiveram valores normais e 3 tiveram valores anormais.

Grupo C - Das 19 criancas deste grupo, 14 foram avaliados com este instrumento; 10
tiveram valores normais, 3 criangas tiveram um valor limitrofe e 1 teve um valor

anormal.
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ESCALAS

SDQ - Q.Geral | Emocdo | Compor Hiper Relacéo C. Pro-
Resultados tamento atividade Social
Grupo A 10 11 9 12 10 12
Total 19 N | (66,6%) | (73,3%) | (60%) (80%) (66,6%) (80%)
Avaliados 15 | L | 2 2 2 3 0 0
(78,94%)

A3 2 4 0 4 2

N
Grupo B 8 10 7 8 7 10
Total 22 N | (72,7%) | (90,9%) (63,6%) (72,7%) (63,6%) (90,9%)
Avaliados 11 | L |- - 1 - 2 1
(50%)

A3 1 3 3 2 -

N
Grupo A+B 18 20 15 19 16 21
Total 41 N | (69,2%) (76,9%) | (57,69%) (73%) (61,53%) | (80,76%)
Avaliados 26 | L | 2 2 3 3 2 1
(63,4%)

A |6 3 7 3 6 2

N
Grupo C N | 10 10 10 10 10 13
Total 19 (71,4%) | (71,4%) | (71,4%) (71,4%) (71,4%) (92,8%)
Avaliados 14 | L | 3 3 1 1 3 1
(73,68%)

All 1 3 3 1 -

N

Quadro 10 — Distribuicdo dos grupos em funcdo dos resultados da cotagdo nos
guestionarios SDQ-Por.
Legenda QG = quociente geral; C = comportamento; N = normal; L = limite; AN =

Anormal
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3.2.7 — Resumo do estudo empirico

A parte empirica da investigacao iniciou-se com uma entrevista semiestruturada,
baseada no modelo convencional das histérias clinicas o que permitiu uma pré-selecéo
dos elementos da amostra. Definida a populacdo, concluida a pré-selecdo e selecionados
os critérios de inclusdo dos participantes nos grupos em estudo, foi feita a sua
caracterizagdo seguida da aplicacdo dos instrumentos de avaliacdo psicométrica.

Foi feito um estudo de coorte com caracter analitico ndo-experimental, cujo
modelo foi comparativo, correlacional e descritivo.

Foram analisadas as varidveis em estudo, valorizando as taxas dos principais
antecedentes e os resultados das avaliagGes instrumentais. Os resultados originais foram
informatizados em Excel® e posteriormente exportados para 0 programa estatistico
“Statistical Package for the Social Sciences” (SPSS 17.0) para Windows®.

Por se tratar dum estudo com componente retrospetiva, fomos obrigados a
excluir variaveis importantes, nomeadamente particularidades dos tratamentos de
infertilidade e dos diagndsticos subjacentes, por ndo terem sido suficientemente

registadas ou ndo permitirem uma analise consistente.

Foi respeitado o anonimato dos participantes em todas as formas escritas
incluindo tabelas. Apenas a autora do estudo manteve o acesso a identificacdo, ficando

o0s dados protegidos de acordo com as normas internacionais de prote¢édo de dados.

3.2.8 - Andlise estatistica

A andlise estatistica incluiu varios testes paramétricos e ndo-paramétricos de
comparagdo de grupos e correlagdes bi-variadas. Em circunstancias particulares que
serdo analisadas no texto, houve oportunidade para alguma analise multivariada, mas
nem sempre o nimero de casos encontrados permitiu tal discriminacdo. As varidveis a
serem estudadas, além das demogréficas em geral (e.g., idade, sexo, método de
fertilizacdo, contexto social, etc.), foram as teoricamente relevantes a cada caso
particular, constituidas pelos resultados quantitativos e qualitativos obtidos nos itens

isolados e integrados das EDMG e do SDQ-Por anteriormente referidos.
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Algumas das variaveis pré selecionadas ndo incluiam ndmero de casos
significativo e foram excluidas da andlise. A partir de cada varidvel e sempre que
possivel, calculou-se a média, a mediana e o desvio padrdo (entre o percentil 25 e 75).

A transformacdo logaritmica de alguns resultados gerou uma distribuicéo
normal, o que permitiu o uso de métodos paramétricos de analise.

Para a comparacao de variaveis qualitativas utilizou-se a prova de Qui quadrado.
No caso de haver frequéncias esperadas baixas (< 5) utilizdmos o teste exato de Fischer
para tabelas de dois por dois, permitindo maximizar resultados, sem aumentar
descriminacdes.

Em alguns casos avaliamos variaveis por subgrupos, com alguma particularidade
relevante (exemplo da gemelaridade dizigotica). Aceitamos a minima frequéncia
esperada igual ou superior a 5 ou seja, um valor de P inferior a 0,05 (P < 0,05) como

indicativo de significado estatistico.

3.2.9 - Andlise dos resultados

Recordamos que a amostra de criangas selecionada, teve muitas caracteristicas
comuns: IG igual ou superior a 36 semanas, idade entre os vinte e 0s 96 meses na altura
da avaliacdo, residéncia em territério nacional e o portugués como lingua materna, entre
outros requisitos ja referidos anteriormente. Sendo uma amostra de conveniéncia, ndo
houve motivos de exclusdo apos a pré selecdo, exceto os motivos impostos pela ndo
realizacdo ou conclusdo dos testes, o0 que se verificou em raros casos. A andlise final
englobou 60 criangas e houve uma preocupacao conseguida, de investigar uma amostra

homogénea.

3.29.1 — Analise comparativa dos perfis de desenvolvimento em funcdo da

existéncia de criopreservacao embrionaria.

Com os dados recolhidos foi feita uma analise quantitativa, com base em
metodologia de analise de coorte, que permitiu fazer uma avaliacdo da realidade em
estudo, compreendendo-a e centrando-a nas relagdes existentes. Os resultados foram

interpretados de acordo com um grau de significancia p <0.05. Ao longo do estudo
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procurou-se estabelecer também uma relacdo entre estas varidaveis demograficas e o

neurodesenvolvimento infantil.

3.2.9.2 — Analise comparativa dos perfis de desenvolvimento em funcéo de factores

demogréficos

Tanto quanto foi possivel analisar, partindo duma amostra com a dimenséo da
que foi estudada, os perfis de neurodesenvolvimento e de comportamento néo
mostraram ser afetados pelo sexo e a idade das criancas, quer do grupo com

criopreservacao embrionaria quer pertencentes aos grupos controle.

As caracteristicas demogréaficas idénticas dos 2 grupos de PMA (um com
criopreservagdo e outro sem) permitiram a comparagdo, tanto mais que as suas
caracteristicas pouco diferiam entre os seus elementos e entre estes e 0s do grupo index.
O Unico fator demografico que se revelou assimétrico entre os grupos, foi uma

distribuicdo heterogénea relativamente ao género.

Sexo — O estudo englobou 31 rapazes e 29 raparigas na totalidade, mas verificou-se uma
distribuicdo heterogénea nos grupos a qual nao foi intencional e carece de explicagdo. O
grupo A tem 47,36% rapazes, o grupo B tem 72,7% e o grupo C tem 31,6%. Um maior
namero de rapazes (51,7% versus 48,3% de raparigas) na amostra global esta de acordo

com os valores normalmente encontrados nestes grupos etarios.

Encontrada esta assimetria de distribuicdo, analisdmos outras caracteristicas

demogréaficas em funcdo do género e, encontrdmos algumas diferencas:

A idade média de todos os rapazes, a data da avaliacdo, foi de 55,5 meses e a
das raparigas foi de 47,8 meses na amostra global ndo sendo esta diferenca
estatisticamente significativa. A Unica diferenca com significado estatistico (p < 0,04)
gue encontramos dentro dos 3 grupos, foi a menor idade média das raparigas do grupo

C que é de 42,5 meses versus a dos rapazes que € de 55,5 meses.

Foi feita uma analise multifatorial de outros factores demograficos e
caracteristicas singulares e a sua relacdo com os quocientes do neurodesenvolvimento

obtidos nas EDMG pelos 3 grupos da amostra. Ou seja, foi analisada a variabilidade dos
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perfis de neurodesenvolvimento na amostra index e nas de controle, de acordo com
caracteristicas demograficas independentes das circunstancias da fertilizacdo, e nédo
foram encontradas diferencas estatisticamente significativas.

Relativamente a gemelaridade observou-se que 0s 6 gémeos dizigdticos do
grupo B obtiveram um quociente médio, nas EDMG, de 110 e as restantes 16 criancas
desse grupo tiveram um valor médio de 106. Esta diferenca é favoravel aos gémeos e
estatisticamente significativa, sendo p < 0,03. No grupo A, pelo contrario os 7 gémeos
tiveram uma pontuacdo ligeiramente inferior aos ndo gémeos. A média do quociente
geral dos gémeos foi de 100 mas houve duas criangas com patologia do
desenvolvimento que ndo completaram as EDMG e cuja participacdo teria baixado
ainda mais este valor. Os 9 ndo gémeos do grupo A tiveram um quociente médio de
106. Verificou-se que os filhos Unicos quer do grupo A quer do grupo B tiveram valores
sobreponiveis, mas 0s gémeos distinguiram-se. Enquanto os gémeos TEC obtiveram
valores abaixo da média do seu grupo, os outros gémeos FIV/ICSI sem criopreservacao
tiveram valores superiores a média do seu grupo.

Se compararmos o desempenho dos 7 gémeos do grupo A cujo quociente geral
médio foi de 100 (mas pode estar sobrevalorizado como assinalamos) com o dos 6
gémeos do grupo B cujo quociente geral médio foi de 110, a diferenca ndo chega a ter
significado estatistico, mas persistam algumas davidas por causa dos dois casos
confirmados de patologia do espectro do autismo.

Dado o elevado numero de gémeos (que no grupo A corresponde a 47% das
criangas e no grupo B a 27,3%), muitos séo filhos do mesmo casal e irméos entre si.
N&o hé& casos de gémeos excluidos da amostra por qualquer razéo.

Na nossa amostra, a incidéncia comprovada de patologia pré-natal materna foi
baixa, e ndo permitiu tirar conclusdes. Admitimos que a caracterizacdo exata dos
factores maternos pode ser influenciada pelo facto de existir um nimero elevado de
gémeos na amostra. Estas circunstancias também poderiam ter condicionado os célculos
e a caracterizagcdo dos grupos, mas ndo nos apercebemos que tal tivesse acontecido.
Como ja referimos ndo houve nenhum caso de gravidez monocoridnica na amostra
estudada.

Alguns elementos tanto dos grupos TEC como FIV/ICSI possuiam

caracteristicas singulares relacionadas com a fase embrionéria:
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Houve duas criancas gémeas dizigoticas de sexo diferente, cujos embrides

criopreservados foram adotados por um casal com infertilidade mista.
Houve uma crianga cujo embrido esteve criopreservado 9 anos.

Houve duas criangas irmés, filhas de gestacOes diferentes, que foram submetidas
a diagnostico pré implantatorio para rastreio da paramiloidose. Segundo estes pais,
70% dos embrides analisados eram portadores da mutacdo. As duas criancas tiveram
resultados superiores a média nas EDMG mas uma delas tem alteracbes no

questionario SDQ-Por e tem hiperatividade.

Uma crianca do grupo A (TEC) foi gémea dizig6tica de uma crianga com uma

alteracdo cromossOmica que moreu in utero.

No grupo B e no grupo C existem respetivamente um rapaz e uma rapariga com
alteracbes cromossdmicas equilibradas. O rapaz tem uma alteracdo que envolve o
cromossoma 20 e deriva de dissomia parental e a rapariga tem uma alteracdo do
braco longo do cromossoma 15, em loci independente quer do Sindrome de Prader
Willi quer da sindrome de Angelman, e herdada da mde. Sob o ponto de vista
clinico, estas duas criangas tém um fenétipo ligeiramente peculiar mas, dentro
daquilo que se pode considerar variante do normal; ambas tiveram resultados dentro
dos valores médios dos respetivos grupos, quer nas EDMG quer nos questionarios
SDQ-Por.

3.2.9.3 - Andlise comparativa dos quocientes obtidos nas EDMG em funcdo das

condi¢cbes embrionarias

Relativamente ao quociente geral obtido nas EDMG, a forma como o0s
resultados divergiram entre os 3 grupos foi a seguinte: o valor médio obtido pelo grupo
A foi de 103,4 (valores extremos 86 - 116 e mediana 106,5), tendo-se situado
ligeiramente abaixo dos valores do grupo B que teve valor médio 107,5 (valores
extremos 87 - 118, mediana 111) e do grupo C que teve valor médio 108,7 (valores
extremos 102 - 122, mediana 107).
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Se juntarmos todas as criancas de PMA, associando os grupos A com B,
obtemos um quociente geral médio de 105,76 (valores extremos 86 — 118, mediana 109)
e a diferenca de resultados é estatisticamente significativa quando se compara com 0s
resultados das criancas do grupo C com fertilizacdo natural, que tém um valor médio de

108,7 (valores extremos 102 -122, mediana 107) sendo o valor calculado de p < 0,03.

As diferencas dos valores médios encontradas nos 3 grupos, ndo tém significado
estatistico mas, existem diferencas significativas se se comparar a probabilidade de uma
crianca obter um quociente geral abaixo ou acima de 2 desvios padrdo, nos diferentes

grupos. A probabilidade desta assimetria se manifestar, foi a seguinte:

Grupo A — O quociente geral médio foi 103,4 (valores extremos 86 - 116) e 2 desvios
padrdo correspondem a 10,96 (limite inferior 92,44; limite superior 114,36) — Em 16
criancas, 3 tém um desenvolvimento abaixo de 2 desvios padrdo e 2 tem um
desenvolvimento acima de 2 desvios padrdo. Sabe-se que este grupo incluiu 2 criangas
198(%) que, pela intensidade das suas dificuldades ndo completaram as EDMG mas
estariam, a priori, muito abaixo de 2 desvios padrdo. A sua omissdo nos resultados

enviesou, por excesso, 0 quociente geral.

Grupo B — O quociente geral médio foi 107,5 (valores extremos 87-118) e 2 desvios
padrdo correspondem a 11,14 (limite inferior 96,36; limite superior 118,64) — Em 21
criancas, 5 tém um desenvolvimento abaixo de 2 desvios padrdo e uma tem um

desenvolvimento acima de 2 desvios padrdo.

Grupo A+B — O quociente geral médio foi 105,76 (valores extremos 86 - 118) e 2
desvios padrdo correspondem a 11,3 (limite inferior 94,46; limite superior 117,06) -
Em 37 (+2*) criangas, 8 (+2*) tém um desenvolvimento abaixo de 2 desvios padrdo e 2

tem um desenvolvimento acima de 2 desvios padré&o.

Grupo C — O quociente geral médio foi 108,66 (valores extremos 102 - 122) e 2

desvios padréo correspondem a 8,94 (limite inferior 99,72; limite superior 117,7) — Em

146 (*) 2 criancas do sexo feminino, gémeas dizig6ticas ambas com patologia do espectro do

autismo. Uma tem um atraso ligeiro do desenvolvimento psicomotor e a outra tem um atraso
moderadamente grave
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18 criangas, nenhuma tem um desenvolvimento abaixo de 2 desvios padréo e 2 tém um
desenvolvimento acima de 2 desvios padréo.
Fazendo a analise dos resultados obtidos a partir das sub escalas das EDMG

verificaram-se 0s seguintes resultados:

A — Locomocéao/ Desenvolvimento motor:

O valor médio obtido pelo grupo C foi 113,05 (valores extremos 92 - 140) e
superou os restantes grupos [Grupo A — valor médio 102,63 (valores extremos 83 -
122), Grupo B — valor médio 107,40 (valores extremos 79 - 131) e Grupo A+B — valor
médio 105,39 (valores extremos 79 - 131)]. Esta diferenca é estatisticamente
significativa (p < 0,03) quando se compara 0 grupo TEC com o grupo da procriacdo
natural, mas ndo € significativa entre o grupo de procriacdo natural e o grupo FIV/ICSI

de transferéncia a fresco.

B - Desenvolvimento pessoal — social:

O grupo C com valor médio 114,33 (valores extremos 96 - 144) superou
ligeiramente os restantes, mas as diferencas entre grupos ndo sdo significativas [ Grupo
A — valor médio 111,06 (valores extremos 95 - 130); Grupo B — valor médio 112,68
(valores extremos 83 - 131); Grupo A+B — valor médio 112 (valores extremos 83 -131)]

C — Audicédo/ Linguagem: avalia a linguagem recetiva e expressiva.

O valor médio obtido pelo grupo C foi 112,55 (valores extremos 74 - 141) e
superou os restantes grupos [Grupo A — valor médio 104,75 (valores extremos 79 -
143), Grupo B — valor médio 109,09 (valores extremos 91 - 133) e Grupo A+B — valor
médio 107,26 (valores extremos 79 - 143). Esta diferenca é estatisticamente
significativa (p < 0,01) quando se compara 0 grupo TEC com o grupo da procriacédo

natural, mas ndo é significativa entre este e o grupo FIV/ICSI de transferéncia a fresco.

D - Coordenagéo olho-méo:

Esta foi a Unica sub escala em que o grupo B que obteve um valor médio 104,90
(valores extremos 84 - 122) superou o grupo C da procriacdo natural que obteve valor
médio 99,83 (valores extremos 83 - 118) e também superou o grupo A com valor médio

98,6 (valores extremos 73 - 117) mas esta diferenca ndo é estatisticamente significativa
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(nem mesmo comparando o grupo TEC com o grupo B da FIV/ICSI com transferéncia
a fresco).
E - Realizagéo (performance):

Tanto o grupo B com valor médio 107,50 (valores extremos 87 - 125) como o
grupo C com valor médio 107,05 (valores extremos 93 - 121) equiparam-se e superam
ligeiramente o Grupo A com valor meédio 103,50 (valores extremos 90 - 121) mas estas
diferengas ndo sdo significativas.

F — Raciocinio Préatico:

O grupo B com valor médio 104,81 (valores extremos 87 -119) e o grupo C com
valor médio 104,94 (valores extremos 92-117) equiparam-se e superam ligeiramente o
Grupo A com valor médio 100,80 (valores extremos 74-117) mas as diferencas ndo sdo

significativas.

3.2.9.4 - Anélise comparativa dos resultados obtidos no SDQ-Por em fungéo

das condices embrionarias

Na avaliacdo de capacidades e de dificuldades usando como instrumento o SDQ-
Por, os resultados pouco divergiram entre os 3 grupos denominados A, B e C. Foi
conseguido 0 objetivo de caracterizar os participantes, relativamente aos aspectos
emocionais, comportamentais, de hiperatividade e relacionamento social. As pequenas
diferencas encontradas, em nenhum caso se revelaram significativas mas, como s6 40
(66,6%) das 60 criancas tiveram um questionario preenchido, a subamostra considerada,

teve menor poténcia estatistica.

Verificou-se que aproximadamente 10% de todas as criangas, sendo 0s pais
respondedores, obtiveram resultados gerais considerados ndo normais e idéntica

percentagem teve resultados limitrofes.

Parece esbocar-se uma tendéncia geral para que os problemas de comportamento

e relacionais predominem sobre as dificuldades emocionais ou de hiperatividade, mas as
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diferencas encontradas ndo sdo estatisticamente significativas, nem entre as diversas

escalas nem inter grupos.

Contrariamente as diferencas que tinham sido identificadas pelas EDMG, em

que as criancas de um determinado grupo tinham maior probabilidade de se desviar da

média do seu grupo, os questionarios SDQ-Por ndo identificaram tais assimetrias, facto

que pode ser atribuido ou a diferente sensibilidade dos instrumentos ou a um elevado

nivel de semelhanca.

3.2.9.5 — Resumo dos resultados

A populacdo desta investigacdo integrou criancas submetidas a criopreservacao
na fase embrionaria, nascidas com mais de 36 semanas de IG e sem problemas
perinatais relevantes. A populacdo do estudo pertence a um escasso universo que

em Portugal ndo ultrapassa 80 novos casos por ano.

O periodo de 3 anos e 8 meses, calculado a partir das datas de nascimento dos
elementos da amostra, corresponde a um universo de aproximadamente 260
criangas elegiveis para o estudo (das 350 criancas nascidas nesse periodo de

acordo com os célculos enunciados).

Foram contactados pais de criangas elegiveis e foi construida uma amostra
index e dois grupos controle demograficamente homogéneos que designdmos
por grupos A, B e C.

O estudo integrou 60 criancas, 19 pertencentes ao grupo index (A) e 41
pertencentes aos 2 grupos controle (B+C). A razéo entre contactados e avaliados
tera rondado 2:1 o que revela algumas das dificuldades sentidas.

A distribuicdo por género foi globalmente equilibrada mas foi heterogénea por
grupos, sendo gque o sexo masculino predominou no grupo B e foi minoritario no

grupo C.
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A idade meédia das raparigas do grupo C foi 42,5 meses e a dos rapazes foi 55,5
meses sendo esta a Unica diferenca etaria com significado estatistico (p < 0,04)

encontrada nos 3 grupos.

Na andlise multifatorial entre os factores demograficos de sexo e idade e 0s

quocientes obtidos nas EDMG, ndo houve diferengas com significado.

A percentagem de gémeos € muito mais elevada nos grupos A e B relativamente

ao grupo C.

Os gémeos do grupo B obtiveram quocientes médios, nas EDMG, superiores aos
dos ndo gémeos, e esta diferenca foi estatisticamente significativa (p < 0,03). Os
gémeos TEC tiveram valores nas EDMG abaixo (100) dos ndo gémeos (106)
mas a diferenca ndo é significativa.

A probabilidade de uma crianca do grupo TEC ter um quociente geral, nas
EDMG, inferior a 2 desvios padrdo da média do seu grupo, é superior a de uma
crianga de procriacdo natural e, essa diferenca, é estatisticamente significativa
(p < 0,032). Se tivéssemos incluido as duas criangas com patologia do espectro
do autismo, que previsivelmente obteriam um valor abaixo dos 2 desvios padrao,

a significancia estatistica ainda seria maior.

A probabilidade de uma crianc¢a do grupo FIV/ICSI com transferéncia a fresco
ter um quociente geral inferior a 2 desvios padrdo da média do seu grupo, é
maior do que a de uma crianca de procriacdo natural e essa diferenca, é

estatisticamente significativa (p < 0,01)

A probabilidade de uma crianca superar a média do seu grupo, para além de 2
desvios padrdo, € idéntica em todos os grupos analisados e igualmente

infrequente.

Os resultados obtidos pelas criangas do grupo TEC nunca superaram 0s do
grupo da procriacdo natural. Os resultados nas sub escalas A (desenvolvimento
motor) e C (linguagem) séo inferiores quando comparados com os do grupo de

procriacdo natural. N&o existem diferencas significativas entre o grupo de
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procriacdo natural e o grupo FIV/ICSI de transferéncia a fresco relativamente as

mesmas sub-escalas.

e O grupo da procriagdo natural supera o grupo com transferéncia a fresco, em 5
das 6 sub escalas mas tal diferenca nao é estatisticamente significativa.
Salvaguarda-se a probabilidade significativa e ja referida, de elementos do grupo
B se desviarem mais de 2 desvios padréo abaixo da média, do quociente geral do

Sseu proprio grupo.

e Contrariamente as diferencas identificadas pelas EDMG, em que a probabilidade
de uma crianga se desviar da média era maior no grupo A, tais assimetrias nao se

verificam com o SDQ-Por.

3.2.10 - Discussdo dos resultados

A discussdo, a seguir apresentada, é dirigida aos objetivos de resposta as
hipoteses colocadas nesta investigacao.

Ao apresentarmos 0s pressupostos metodolégicos, que fundamentam 0 nosso
trabalho, realcamos que avaliar o neurodesenvolvimento de criancas cujos embrides
estiveram criopreservados, ou analisar os efeitos da criopreservacdo embrionaria sobre o
neurodesenvolvimento infantil, sdo abordagens diferentes. Se no primeiro caso a
avaliacdo é clinica, e o foco estd no neurodesenvolvimento de um grupo alvo, no
segundo caso o alvo desvia-se para a criopreservacdo e biotecnologia associada. N&o foi
nossa intencdo, porque ultrapassaria o ambito da nossa competéncia, aprofundar
aspectos bioquimicos, biofisicos ou mesmo laboratoriais. A nossa intervengao procurou
manter-se numa perspetiva clinica, neuropsicoldgica e bioética, ao longo de toda a

investigacao.

Os pais de criangas elegiveis para o estudo foram contactados pessoalmente. As
dificuldades sentidas na construcdo da amostra, ultrapassaram o que tinhamos previsto,
facto que atribuimos a escassez do universo alvo, e ao facto do grau de adesédo ser

moderado.
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Vencidas as maiores dificuldades de obtencdo de uma amostra populacional
representativa do universo escolhido, que pelos céalculos apresentados, rondara 260
criangas, e de terem sido selecionados os elementos dos grupos controle, procedeu-se a
colheita das historias clinicas e aplicacdo dos instrumentos. O estudo integrou 60
criancas das quais 19 foram submetidas a criopreservacdo na fase embrionaria o que

considerdmos uma amostra de dimensdo adequada (7,3% do universo populacional).

A amostra que estuddmos, pode ser considerada representativa perante a
igualmente escassa populacdo que representa. Procuramos compensar aquele aspeto
com uma selecéo rigorosa dos grupos controle e a escolha criteriosa da profissional que

aplicou os instrumentos psicométricos.

Confrontdmo-nos com um ndmero muito elevado de gémeos, sobretudo no grupo
A (TEC). Este valor ndo se equiparou nos grupos B e C o que podera ter condicionado
os resultados uma vez que a gemelaridade impde diferencas de resultados. Por outro
lado, somos levados a admitir que os embrides destinados a dar origem a gémeos
parecem possuir caracteristicas distintas, que os tornam mais resistentes as perdas
gestacionais precoces.

Era nossa intencdo inicial, ndo integrar criangcas com menos de 37 semanas de
IG porque a prematuridade acarreta riscos para 0 neurodesenvolvimento que podem ser
dificeis de isolar numa analise multifatorial. A dificuldade em encontrar criancas do
grupo TEC, com as caracteristicas pretendidas levou-nos a baixar para 36 semanas a IG
minima para participar no estudo. Admitimos que foi seguro integrar estas criancas,
para analisar os resultados que buscavamos, tanto mais que excluimos todas as que
tinham tido problemas perinatais.

Quando analisamos os resultados, colocou-se a questdo de se determinar para
efeitos de célculo, as idades corrigidas para as 40 semanas de IG, (nas criangas
avaliadas com menos de 24 meses de idade cronoldgica) mas, como so foram avaliadas
2 criangas nestas condigdes e pertencentes a grupos diferentes, essa correcdo foi

considerada desnecessaria'*’.

“Informacao condensada em
http://www.pediatrics.emory.edu/divisions/neonatology/dpc/fag.html
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Avaliamos uma crianga do grupo FIV/ICSI com transferéncia a fresco que
possui uma alteracdo cromossomica herdada do pai, ndo obstante a alteracdo
cromossémica equilibrada do pai ser distinta da do filho, existindo suspeita de
imprinting genético. Lembramos que na selecdo dos grupos se homogeneizaram as
caracteristicas demograficas para que as comparagdes fossem legitimas, mas ndo se
emparelharam dados anamnésticos que pudessem ser reveladores dos efeitos das
técnicas de fertilizagdo. Casual e curiosamente, até porque a raridade dos casos nao
permitiria a intencionalidade, o grupo C a semelhanca do B também integrou uma

crianca com uma alteragdo cromossémica equilibrada, embora herdada da mae.

Obtidos os trés grupos demograficamente idénticos, de acordo com os critérios e
objetivos pré-definidos, foram aplicados os instrumentos escolhidos. Foi usada a
historia clinica que se complementou com a metodologia de Ruth Griffiths como
instrumento de avaliacdo do neurodesenvolvimento infantil e o testemunho parental
recolhido através do SDQ — Por (hetero relato). As EDMG incluem variaveis e

definicBes originais '* .

Todas as avaliagbes decorreram em condi¢des experimentais muito idénticas. O
local, a profissional executante e todas as variaveis que foi possivel controlar, foram
mantidas constantes para todos os participantes. O objetivo de rastrear o desempenho
psicomotor e a existéncia de desvios da normalidade foi conseguido na quase totalidade

das criancas.

Embora a autora desta investigacdo esteja creditada para utilizar as EDMG,
todas as avaliacGes feitas com este instrumento, foram realizadas por uma profissional
alheia ao estudo e que, sendo uma psicologa experiente, pdde manter condicBes de
avaliagdo idénticas e minimizar o risco de enviesamento, determinado pelo

conhecimento prévio das particularidades da historia pregressa das criancas.

A exclusdo por ineréncia metodologica, de algumas criancas que né&o
completaram nenhuma das avalia¢fes instrumentais, podera ter prejudicado a avaliagdo

de algumas variaveis devido a reducdo da amostra. Registaram-se dificuldades na

8 Consultar também o restante texto e 0 glossario. As definices utilizadas ao longo deste
trabalho sdo sempre as adoptadas pelas organizacGes internacionais e consignadas pelo uso.
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avaliacdo de duas criancas com disturbios emocionais e comportamentais classificados
no DMS-5"° e houve falha na aplicacdo da EDMG em mais duas outras. Ou seja, 3
criancas do grupo A (TEC) e uma do grupo C (fertilizag&o natural) ndo completaram as
EDMG,; duas delas devido a caracteristicas neurocomportamentais que as situam no
espectro do autismo e outras duas, também ndo completaram todas as subescalas, por
razbes metodoldgicas. Estes resultados parcelares foram tidos em consideragdo no
calculo dos resultados.

As EDMG possuem qualidades psicométricas bem comprovadas ou seja, tém
bons indicadores de fiabilidade e estabilidade, boa validade inter juizes e mostraram-se
apropriadas a populacdo e ao contexto que escolhemos. Tanto a sua sensibilidade como
a especificidade séo elevadas, o que permite uma triagem correta com poucos falsos
negativos e, igualmente baixa probabilidade de falsos positivos. Uma critica que por
vezes ¢ feita as EDMG prende-se com o facto de permitir avaliar criancas até aos 96
meses mas ter como pontuacdo maxima 100 meses. Na hipotese duma crianca no limite
da idade, possuir uma idade mental muito elevada, poderia ficar subavaliada. Trata-se

de uma hipétese que ndo se verificou na nossa amostra.

Os resultados do SDQ-Por foram colhidos pelos pais e cotados pela autora deste
estudo. Este questionario tinha sido escolhido por possuir correlacdes positivas com
outros inventarios, com propriedades psicométricas fortes e bem estabelecidas,
nomeadamente o Child Behaviour Check List (versdo para pais, educadores e de
autorrelato — Teacher’s Report Form e Youth Self-Report, Achenbach, 1991)
(Rothenberger, A., Woerner,W., 2004 e Bedford, H., 2013). Mede cinco dimensdes

importantes das capacidades e do comportamento (0s cinco grandes factores ja

%9 0 Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (Diagnostic and Statistical

Manual of Mental Disorders — DSM) é utilizado mundialmente o e fornece critérios para o
diagnostico dos transtornos mentais de acordo com a American Psychiatric Association (APA).
A 1?2 edicdo é de 1952. A maior revisdo foi a DSM-IV de 1994. O DSM-5 (anteriormente
designado DSM-V) é a versdo mais recente publicada nos USA em 2013 e em Portugal em
outubro de 2014 . Existe uma versdo original disponivel on-line:

https://docs.google.com/file/d/0BwD-YtZFWixMbWs2UC1WdWJzZTQ/edit?pli=1
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descritos), através de 40 especificacbes importantes, no interior de cada dimensdo. Este
modelo permite uma perspetiva mais dindmica.

A colheita, organizacéao e andlise dos dados, iniciou-se em 2012 e terminou em
2015. Foi feita uma andlise retrospetiva e sequencial dos dados do grupo index e dos
grupos controle. Podemos classificar esta investigacdo como um estudo exploratorio,
em que se recorreu a estratégias quantitativas e semi quantitativas.

Segundo D’Oliveira (D'Oliveira, 2005, p. 19) “A abordagem qualitativa tenta
englobar toda a diversidade que o comportamento humano pode assumir e manifestar”
enquanto a abordagem quantitativa procura identificar as regularidades do

comportamento humano.

3.3- CONCLUSOES

A parte empirica desta dissertacdo ficou concluida com o teste de hipoteses
propriamente dito e a analise dos resultados. O objetivo principal de investigar
assimetrias do neurodesenvolvimento, entre criangas naturalmente concebidas e agquelas
que estiveram submetidas a criopreservacao na fase embrionéria, foi materializado neste

estudo preliminar onde foi possivel estabelecer algumas conclusdes, nomeadamente:

3.3.1- Conclusdes relativas as hipdteses do estudo quantitativo

Ao questionarmos se a criopreservacdo embrionaria € suscetivel de determinar
alteracbes no neurodesenvolvimento e comportamento infantil, pretendemos
compreender e avaliar se existe uma diferenca do nivel médio de desempenho, numa
populacdo previamente submetida a tal técnica da PMA, quando comparada com outra
demograficamente idéntica mas sem esse antecedente. Como o0s elementos de um grupo
com criopreservacdo também sdo obrigatoriamente submetidos as outras etapas da
PMA, sentimos a necessidade metodolégica de estabelecer dois grupos de controle em
que um foi de procriacdo natural e outro de PMA/FIV mas sem criopreservacao, para se

poder isolar os eventuais efeitos desta ultima tecnologia.
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Através da analise estatistica dos resultados, verificou-se que em valores médios
absolutos as diferencas existentes entre os 3 grupos ndo foram muito significativas.
Contudo, olhando dum ponto de vista mais individual, foi notdria a maior probabilidade
dos elementos de um determinado grupo, se poderem situar dois desvios padrdo abaixo
da média do seu grupo ou de todos eles. Dito de outro modo, dentro do grupo TEC
houve um numero mais elevado de criancas com atraso de desenvolvimento

relativamente a média tanto do seu grupo como da amostra populacional global.

O termo «atraso de desenvolvimento» € vago e a maioria dos autores define-o
como «a condicdo em que uma crianga nao se esta a desenvolver ou ndo esta a adquirir

% ou duma forma mais estatistica, como

competéncias espectaveis para a sua idade»™
«aqueles que numa populagdo se situam abaixo de um determinado percentil», que
Limbos e Joyce (Limbos, M. e Joyce, D.P. 2011) sugeriram ser o percentil 10. Outra
forma mais absoluta de definir a deficiéncia mental pode ser atraves de um valor (i.e.
‘scoring’) correspondente a um certo nivel. Nos Estados Unidos da América, com
algumas diferencas entre Estados, considera-se que alguém é elegivel para um cargo
publico quando ndo ultrapassa 2 desvios padrdo abaixo da média em uma area de
desenvolvimento ou 1,5 desvios padrdo em duas ou mais areas (Danaher J. 2012) **!

Neste estudo ndo existem sequéncias no tempo nem ha assimetrias de

desempenho explicéaveis pela idade dos avaliados, que oscilou entre 20 e 96 meses.

3.3.2- Conclus0es relativas as hipéteses do estudo qualitativo
Na abordagem qualitativa, valorizdamos os dados clinicos e a caracterizagéo
sociodemogréafica dos pais, procurando estabelecer uma relacdo entre estas variaveis e o

neurodesenvolvimento infantil.

150 «the condition in which a child is not developing and/or achieving skills according

to the expected time frame», in Council on Children with Disabilities, Section on
Developmental Behavioral Pediatrics, and Bright Futures Steering Committee and
Home Initiatives for Children with Special Needs Project Advisory Committee,
Identifying infants and young children with developmental disorders in the medical
home: an algorithm for developmental surveillance and screening. Pediatrics, 2006. 118
(1): p. 405-20.

31 Disponivel em http://www.nectac.org/~pdfs/pubs/nnotes27.pdf.
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Com a versdo portuguesa do SDQ, traduzida e adaptada (Fleitlich, B. et al.
2005)*? foi feita uma abordagem semi-quantitativa em que se procurou aprofundar a
incidéncia de dificuldades emocionais e comportamentais, nos distintos grupos. Este
questionario de rastreio (screening) de problemas do comportamento e satide mental em

criancas, preencheu algumas lacunas deixadas pelas EDMG.

O SDQ-Por ndo replicou as assimetrias que tinham sido identificadas pelas
EDMG, facto que pode ser atribuido a diferente sensibilidade dos instrumentos ou a

uma maior similitude entre grupos, dos aspectos pesquisados.

Enquanto foram notadas diferentes competéncias psico-motoras, relacionaveis
com o0s antecedentes embrionarios, ndo foi encontrado equivalente estatisticamente
significativo no que respeita a capacidades e dificuldades comportamentais ou
envolvendo aspectos emocionais, relativos a perfis de hiperatividade ou de

relacionamento e atitude pré social.

Poderiamos interpretar, especulando que as EDMG analisam competéncias cuja
aquisicdo depende maioritariamente de factores congénitos, e o SDQ-Por avalia
maioritariamente atributos culturalmente transmitidos. N&o seria porém correto, fazer
tal separagdo porque o desenvolvimento infantil € um todo que depende da harmonia de

maltiplos factores e influéncias.

A conclusédo principal é que existem significativas diferencas entre o processo
de procriacdo natural e os proprios individuos assim concebidos quando comparados
com outros demograficamente idénticos mas cuja procriacdo foi artificial e, essa

diferenca acentua-se de forma desfavorével se tiver havido criopreservacdo embrionaria.

Perante tantas perdas entre o inicio dos procedimentos da PMA/FIV e o0s
processos de criopreservacdo podemos questionar qual ou quais etapas parecem
condicionar os resultados, mas é dificil individualizar o contributo de cada uma delas.
N&o identificAmos aumento de risco para um aspecto isolado, mas podera existir um

efeito somatorio de varios factores.

152 Disponivel em www.sdginfo.org.
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Encontrar semelhancas de resultados entre gémeos e ndo gémeos, poderia
surpreender, porque a gemelaridade é um fator de risco conhecido. Acontece que a
gemelaridade na nossa amostra, apesar de elevada, ndo se associou a piores resultados e
este fendmeno ja tinha sido observado por outros autores (Belva et al. — 2008),
(Cortessis K.V., Duncan C., et al. — 2012), (Pinborg, A. et al. — 2013). E importante
recordar que, neste estudo, foram excluidas as criangas com problemas perinatais o que
selecionou, talvez excessivamente, a sub amostra analisada. Podemos concluir que, se
ndo existirem diferencas demograficas ou problemas perinatais entre gémeos e nao
gémeos e, se as abordagens terapéuticas forem as mesmas, os resultados poderdo
aproximar-se. Dito de outra maneira, as circunstancias da gemelaridade expdem os fetos
duma gravidez multipla a maiores e compreensiveis riscos porém, tais individuos ndo
sdo intrinsecamente diferentes nem respondem de forma diversa, pelo simples facto de
serem gémeos. Parece até adivinhar-se um factor de protecdo desconhecido, quer para a

sobrevida precoce dos gemeos da PMA, quer para a sua evolugéo posterior.

3.4 - REFLEXAO FINAL

E com apreenséo cientifica e bioética que assistimos a um aumento generalizado
do recurso a PMA/FIV, que em Portugal atinge atualmente 2,1% de todos o0s
nascimentos®®. Nas Gltimas décadas assistiu-se a uma prodigiosa evolucdo de toda a
tecnologia associada a Medicina da Reproducdo mas receamos (ue 0S recursos
desenvolvidos, para dar resposta ao problema da infertilidade, que ¢ um drama
suficientemente intenso para envolver os servicos de salde e motivar a propria
sociedade, sejam postos ao dispdr dum inadequado encarnicamento procriativo. N&o é
tanto a alocacédo de recursos medicos ou outros, que nos suscita preocupagdo, mas sim o
namero de vidas humanas levianamente interrompidas ou a quase auséncia de limites as

capacidades tecnoldgicas nesta area sensivel.

A evolugéo dos conhecimentos, e a tomada de consciéncia dos riscos bioldgicos,
tem coexistido de forma paradoxal com modelos de procriacdo a qualquer custo, que

viabilizam realidades contrarias aos mais elementares direitos dos novos seres. Aquilo

13 http://www.cnpma.org.pt/Docs/RELATORIO_ACTIVIDADE_PMA2011.pdf
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que pretendia ser uma resposta ao problema dos casais inférteis transformou-se numa
alternativa muitas vezes atentatdria da dignidade humana. Mesmo isolando a vertente
ética e moral, tantas vezes posta em causa quando deliberadamente se privilegiam os
direitos reprodutivos sobre o mais elementar dos direitos, que é o direito a vida, ha que

refletir sobre os riscos pragmaticos duma procriacao a todo o custo.

Neste trabalho foram investigadas as alteragdes do neurodesenvolvimento
infantil, que se podem relacionar (positivamente ou negativamente) com as tecnologias
da PMA, visando a identificacdo dos riscos biologicos e contribuir para a sua melhor
prevencao.

Nesta dissertacdo fizemos uma escolha criteriosa dos grupos controle, tentando
diminuir o enviesamento estatistico. Foi feito um estudo controlado, em que as criancas
avaliadas foram comparadas com outras provenientes dum estrato sobreponivel, quer do

ponto de vista etario quer econdémico e sdcio educativo.

A rigorosa selecdo das 60 criangas forneceu uma amostra credivel, além de
epidemiologicamente representativa, mesmo face a escassez de elementos elegiveis no
universo estudado. Perante os resultados, e concluida a analise, ndo ficamos mais
tranquilos sobre o0s riscos imediatos ou a longo prazo, que este somatério de
intervencbes médicas pode determinar sobre um ser humano em desenvolvimento.

Sendo verdade que este estudo ndo nos deu evidéncias de seguranca, e nos fez
manter a conviccao que podem existir riscos imediatos ou tardios, ainda desconhecidos,
por outro lado revelou criancas com excelente desenvolvimento fisico e neurocognitivo,

apesar das condicOes bioldgicas extremas a que estiveram submetidas.

Tendo circunscrito a amostra aos casos que chegaram a termo, e tendo excluido
do estudo as criancas que tiveram problemas perinatais, € possivel que tenhamos
selecionado aquilo a que poderiamos chamar «os melhores casos» porém, s6 olhando
retrospetivamente nos apercebemos dessa circunstancia. Se havia a intencdo de analisar
riscos, fomos perdendo os sinais desses mesmos riscos, excluindo todos os que tiveram
problemas de percurso. Acontece que enveredar por outro modelo comparativo, em que
nunca conseguiriamos contabilizar quantas vidas se deterioraram ou perderam ao longo
do seu percurso vital, fosse ele natural ou artificialmente iniciado, tornaria os calculos

impossiveis.
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No universo desconhecido dos embrides artificialmente criados, apenas uma
minoria ir ter o privilégio de chegar a ser transferida para o Gtero materno. De cada 100
desses embrides transferidos, s6 15 ou 16 chegardo a nascer e destes, 4 irdo ser
prematuros ou terdo problemas perinatais. Dos 11 restantes, ainda havera 1 ou 2 que
irdo ter problemas detectaveis ao nivel do neurodesenvolvimento, se os dados do nosso
estudo estiveram proximo da realidade. Mas, por outro lado, serd que podemos afirmar
que estas 15 ou 16 criancas néo justificaram o investimento? Do ponto de vista mais
pragmatico, quase nos permitiriamos afirmar que uma U(nica crianca poderia ser
justificacdo suficiente mas, sob um ponto de vista bioético menos consequencialista 0s
danos colaterais parecem-nos excessivos e levam-nos a questionar os procedimentos.
Ou seja, estamos perante um recurso médico que é capaz de viabilizar vidas humanas e
aliviar o sofrimento de muitos pais em situacdes de inultrapassavel infertilidade mas,
por outro lado, como poderemos justificar uma tecnologia em que por cada crianca que

nasce conduz a um nimero elevado de vidas perdidas?

Ao custo biolégico dum processo de procriacdo com tdo baixa rentabilidade,
somam-se as preocupacOes levantadas por numerosos estudos. Esta investigacdo
também comprovou a supremacia dos resultados das criancas de fertilizacdo natural, o
que tem sido referido pela generalidade dos autores (Pinborg, A. et al. — 2013). Ter ou
ndo ter havido criopreservacdo na fase embrionaria, pode ser determinante de alguns
aspectos do desenvolvimento humano, mas 0S processos neurocognitivos serdo apenas
um alvo entre varios possiveis. Sdo muitos os factores que afetam o desenvolvimento
humano e este caracter multifatorial é dificil de analisar parcelarmente. A quantidade de
etapas terapéuticas iniciais bem como as alteracGes epigenéticas que determinam ou que
ocorrem ao longo de tantos meses, ndo nos permitem quantificar de que forma esses
factores isolados podem ter concorrido para o resultado final. Sdo tantos os aspectos que
isoladamente interferem nos resultados, que ndo é possivel separar e quantificar
possiveis efeitos neuro protetores ou neuro agressores de um Unico procedimento.

A criopreservacao podera também conduzir a uma forma de selecéo e relacionar-
se com resultados a mais curto prazo, que nio estdo no ambito deste estudo. E
concetualizavel que a criopreservacdo embrionaria possa determinar uma selecéo
artificial, a qual s6 sobrevivam embriGes com determinadas caracteristicas intrinsecas.

Esta capacidade para sobreviver em condicGes artificialmente impostas, somar-se-ia a

273



Criopreservagao embriondria e neurodesenvolvimento infantil

todas as outras alteracdes ja ocorridas no processo de fertilizacdo e permitiria que
embrides com elevada resiliéncia biologica ndo exprimissem desvantagens
comparativamente aos embrides gerados pela “protetora” fertilizagcdo natural. Ou seja,
podemos teorizar uma situacdo comparavel a dos individuos vacinados, quando sao
expostos a determinada infecdo e se comportam como ndo vulneraveis, ou como se ndo
tivessem sido expostos. Acontece que tal resisténcia ao stress ambiental parece-nos
improvéavel entre os embrides e, mesmo 0s muito resistentes que conseguem sobreviver,
revelam-se vulneraveis, exprimem uma mortalidade muito elevada e, na rara
circunstancia de sobreviverem, exibem as inevitaveis cicatrizes.

Seriam de esperar mais complicagdes nos descendentes da PMA/FIV mas
acreditamos que o elevado investimento pessoal dos progenitores incentive a procura de
cuidados médicos, reduza riscos evitaveis e selecione casos, causando enviesamento
estatistico. As criancas, por nds avaliadas, correspondem a uma pequena percentagem
de sobreviventes e 0 enorme investimento nestas gestacdes pode ter sido facilitador de
melhores resultados. Também é importante equacionar que a elevada incidéncia de
prematuridade, comum nos grupos da PMA, ficou incdgnita neste estudo por ter sido
ativamente excluida da analise. Por outras palavras, esta ou qualquer outra investigacdo
que integre criancas geradas com o contributo da PMA limita-se a analisar 0s escassos
sobreviventes e representa sempre o que de melhor acontece na Medicina da

Reproducao.

3.5 - SINTESE CONCLUSIVA E IMPACTO DO ESTUDO

Ao analisarmos os efeitos mensuraveis da criopreservacdo embrionaria sobre o
neurodesenvolvimento infantil, pretendemos aprofundar o conhecimento nesta area e
alertar para a possibilidade de riscos tardios, ainda desconhecidos, poderem vir a afectar
0s seres humanos artificialmente concebidos. Estaremos atentos aos progressos da
ciéncia nesta area e a divulgacdo de outros resultados semelhantes e que também visem
identificar fragilidades e riscos relacionaveis com as técnicas. Defenderemos o direito a
informacdo dos casais que recorrem a PMA pois sentimos que ainda ha muito por fazer
a este nivel.

Em sintese, este estudo cumpriu 0s objetivos de:
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Comparar 0 neurodesenvolvimento dum grupo de criancas cujos embrides
estiveram criopreservados, com o de outras concebidas naturalmente ou em que houve

FIV/ICSI com transferéncia embrionéria a fresco.

e Analisar as implicagOes bioéticas dos resultados encontrados nas avaliagOes
referidas. Distinguimos duas situacfes opostas que sdo a salvaguarda do
direito & vida dos embribes criopreservados e supranumerarios que ainda
podem vir a dar origem a criangas saudaveis, e a exigivel regulamentacdo da
tecnologia que os viabiliza e da lei que os condena.

e Contribuir para o conhecimento na area da investigacéo.

e ldentificar e analisar factores de risco ou protecdo bem como 0S Seus
mecanismos subjacentes, promovendo atitudes efetivas na prevencdo de

danos evitaveis para o embrido humano em desenvolvimento.

e Nao foram identificados riscos associados a aplicacdo dos instrumentos
psicométricos, mas as exigéncias da sua realizacdo podem ter gerado algum
desconforto aos pais, posteriormente compensado pela revelacdo de
importantes aspectos do desenvolvimento dos seus filhos.

e Este estudo também terd tido a vantagem adicional, e gratificante, de ter
identificado alguns problemas anteriormente ignorados, em criangas
concretas. Evocamos a este propoésito, as palavras das autoras da ja citada

revisao britanica (Helen Bedford et al., 2013) quando afirmam:

« It would also be unethical to assess a child, identify a potential
problem requiring further investigation or intervention and yet not act on
that information. An ideal measure would therefore be one that serves two
functions:

i) It can be used to assess the child’s development which is fed back to
parents and which provides a basis for appropriate health promotion and, if
necessary, to offer additional support or refer a child for follow up and
support

ii) It can be used to inform a population outcome measure. ...»
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e Como objetivo maior, procurdmos dar o nosso contributo para uma reflexdo
critica, sobre a necessidade dum estatuto que promova a integridade e o direito a

vida do embrido criopreservado.

3.6 - LIMITACOES E DIFICULDADES

A PMA tem custos bioldgicos elevados, devido aos reduzidos indices de sucesso
e ao risco de se perpetuarem alteracdes genéticas causadoras de infertilidade, que
desfavorecem as criangas assim concebidas. Porém, tais aspectos menos favoraveis sao
minimizados pela forte selecdo artificial que é imposta aqueles que conseguem
sobreviver. Existe também uma elevada motivacdo parental e uma vigilancia médica
que funcionam como factores protetores e promotores de melhores resultados.

Fazer um estudo comparativo do neurodesenvolvimento de criangas oriundas de
amostras populacionais com antecedentes biopsicosociais tdo diferentes, pode criar
dificuldades metodoldgicas e, impde uma redobrada atencdo a qualquer viés adicional,
para se poderem retirar conclusdes validas. Recorremos por isso a amostras
populacionais demograficamente sobreponiveis. Cruzamos dados e fizémos
comparacBes entre o neurodesenvolvimento de individuos tdo semelhantes quanto
possivel, ja que os casos controle foram mais faceis de selecionar.

Apds a selecdo da populacdo a estudar, fizeram-se alguns ajustes visando a
homogeneizacdo das amostras.

Ter podido dispor de uma estreita mas representativa base de dados, fruto da
partilha e generosidade esclarecida, facilitou e ajudou a ultrapassar algumas
dificuldades. Se contratempos existiram na conclusdo deste estudo, derivam
maioritariamente das limitacdes da sua autora. Se o elevado nimero de variaveis a
investigar, informatizar e analisar, em referéncia a cada um dos aspectos estudados,
criou limitagcbes temporais e de exequibilidade préatica, por outro lado proporcionou
dados crediveis. A participagdo duma psicéloga experiente potenciou a homogeneidade

da anélise e o contributo de atentos Mestres elevou a sua qualidade.
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3.7 - MISSAO FUTURA

Gostariamos de prosseguir uma analise futura das hipdteses deste estudo, e

contribuir para os diversos aspectos que permanecem em aberto e onde realcamos 0s

seguintes:

Impacto a longo prazo das tecnologias da reproducdo ja que as mesmas Sdo
muito recentes e os «filhos da PMA» comecaram agora, eles préprios, a ser

pais.

Promocdo de medidas que respeitem a Bioética e conduzam a um patamar de
bem-estar, em que cada vida concebida tenha, a partida, uma oportunidade de

prosseguir o seu trajeto vital.

Esclarecimento verdadeiramente informado e informativo de todos aqueles
que recorrem a PMA mas permanecem pouco conhecedores das suas

principais dificuldades e implicagdes.

Defesa de solucBes que evitem a producdo supranumeraria de embrides e

defendam a dignidade e os direitos dos ja existentes.

Defesa do direito a um estatuto ético e juridico para o embrido humano
chamando a atencdo para a sua necessidade, a semelhanga de outros autores,

gue nos inspiraram e motivaram para a realizacdo deste trabalho.

Divulgacdo do contributo e promoc¢do da mensagem de um dos principais
defensores internacionais do embrido humano, o ilustrissimo Senhor
Professor Daniel Serrdo a quem dirijo a ultima frase deste trabalho que s

pode ser, naturalmente,

BEM-HAJA QUERIDO MESTRE, PELO SEU EXEMPLO E POR TUDO O
QUE NOS DEU.

MUITO OBRIGADA!

Célia Francisca Iglésias Batista Neves

Outubro de 2015.
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ANEXO 1 - CLASSIFICACAO SOCIAL SEGUNDO GRAFFAR (Bruxelas)

Este método de estratificacdo social do individuo ou da familia observada,
baseia-se no estudo dum conjunto de cinco critérios:
1. A profisséo;
2. O nivel de instrucao;
3. As fontes de rendimentos familiares;
4. O conforto da habitacdo;

5. A qualidade do local de residéncia.

Atribui-se uma pontuacéo relativa a cada um dos cinco critérios enumerados, e

procede-se a soma dessas pontuacdes para definir o escaldo social.

1. A profissdo — as familias sdo classificadas em cinco categorias segundo a profissdo
exercida pelo pai, servindo-nos da classificagdo britanica, tal como se descreve na obra
‘Classification of Occupations”, General Register Office (London Stationary Office
1951); no caso da mée de familia exercer uma profissdo de nivel mais elevado do que a
do pai, sera essa a que servira de base para a classificacdo da familia.

Nota — A pontuacdo dada na classificacdo britanica ndo é equivalente a todos os paises

pelo que sdo aceites adaptacOes regionais equiparaveis. O estatuto de algumas

profissdes difere de pais para pais.

e 1° Grau — Diretores de bancos, directores técnicos de empresas, profissionais

com titulos universitarios ou de escolas especiais e militares de alta patente.

e 2° Grau — Chefes de seccBes administrativos ou de negécios de grandes

empresas, subdirectores de bancos, peritos e técnicos

e 3° Grau — Ajudantes técnicos, desenhadores, caixeiros, contramestres, oficiais

de primeira, encarregados, capatazes e mestres-de-obras.
e 4° Grau - Motoristas, policias, cozinheiros, etc.

e 5% Grau - Jornaleiros, mandaretes, ajudantes de cozinha ou de limpeza, etc.
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2. O nivel de instrucédo: as categorias estabelecidas sdo as seguintes:

1°. Grau - Ensino universitario ou equivalente
2°. Grau - Ensino médio ou técnico superior
3°. Grau - Ensino médio ou técnico inferior
4°. Grau - Ensino priméario completo

5°. Grau - Ensino primério incompleto ou nulo

Exemplos de graus de instrucéo

1°. Grau - Catedréticos e assistentes, doutores, titulos universitarios ou de
escolas superiores ou diplomas especiais, economistas, notarios, juizes,

magistrados, agentes do Ministério Publico, militares de Academia.
2°. Grau - Técnicos e peritos

3°. Grau - Cursos de liceu, industrial ou comercial, militares de baixa patente ou

sem Academia
4°, Grau - Ensino priméario completo

5°. Grau - Saber ler e escrever ou analfabetos.

3. Os rendimentos familiares — é considerada a principal fonte de rendimentos da

familia. Adoptam-se as cinco categorias seguintes:

1°. Grau - A fonte principal mais fortuna herdada ou adquirida.

2°. Grau - Os rendimentos consistem em lucros de empresas, altos honorarios,

lugares bem remunerados, etc.

3°. Grau - Os rendimentos correspondem a um vencimento mensal fixo. Tipo

funcionario

4°, Grau - Os rendimentos resultam de salarios; ou seja remuneragcdo por

semana, jornal, horas a tarefa.

5°. Grau - Beneficiéncia publica ou privada e que sustenta o individuo ou a

familia. N&o se incluam as pensdes de desemprego ou de incapacidade

Exemplos de rendimentos familiares
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e 1° Grau — Pessoas que vivem de rendimentos, proprietarios, grandes industriais

ou grandes estabelecimentos comerciais.

e 2° Grau — Encarregados e gerentes, lugares com adicdo de rendimentos igual
aos Encarregados e gerentes, representantes de grandes firmas comerciais.

ProfissGes liberais com grandes vencimentos.

e 3° Grau — Empregados do Estado, Governos Civis ou Camaras Municipais,
oficiais de primeira, subgerentes ou cargos de responsabilidade em grandes
empresas. Profissdes liberais de mediano rendimento. Caixeiros — viajantes.

e 4° Grau — Operérios, empregados de comércio e escriturarios.

e 5° Grau — Desempregados ou sem rendimentos

4. O conforto da habitacdo — avalia-se o conjunto, ainda que seja um pouco subjectivo.
Estabeleceram-se cinco categorias:
* Grupo 1 — Casas ou andares luxuosos ou muito grandes oferecendo aos
moradores 0 maximo conforto.
* Grupo 2 — Categoria intermédia: casas ou andares que sem serem t&o luxuosas
como as da categoria precedente sdo, ndo obstante, espacosos e confortaveis
 Grupo 3 — Casas ou andares modestos, bem construidos e em bom estado de
conservacao, bem iluminadas e arejadas, com cozinha e casa de banho.
* Grupo 4 — Categoria intermédia entrea3eab
» Grupo 5 — Alojamentos improprios. Chogas, barracas ou andares desprovidos

de ventilagdo, iluminagéo ou sobrelotados.

5. Qualidade do bairro habitado
* Grupo 1 — Bairro residencial elegante, onde o valor do terreno ou os alugueres
séo elevados
* Grupo 2 — Bairro residencial bom, de ruas largas com casas confortaveis e bem
conservadas.
» Grupo 3 — Ruas comerciais ou estreitas e antigas com casas de aspecto geral

menos confortavel e zonas rurais ndo degradadas
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* Grupo 4 — Bairro operario, populoso, mal arejado ou bairro em que o valor do
terreno esta diminuido como consequéncia da proximidade de oficinas, fabricas,
estacOes de caminho de ferro, etc.

No caso em que haja uma notoria diferenca entre o bairro relativamente

confortavel e a residéncia miseravel deve ser considerada esta Ultima.

6. Classificacéo social

Aplicando coeficientes de ponderacdo de 1 a 5 em cada um dos grupos
encontrados, obteremos a seguinte classificacédo:

* Classe 1 — Familias cuja soma de pontos vai de 5a 9

* Classe IT — Familias cuja soma de pontos vai de 10 a 13

* Classe III —Familias cuja soma de pontos vai de 14 a 17

* Classe 1V — Familias cuja soma de pontos vai de 18 a21

* Classe V — Familias cuja soma de pontos vai de 22 a 25
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ANEXO 2
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QUESTIONARIO DE CAPACIDADES E DE DIFICULDADES
(SDQ-Por) (PERGUNTAS PARA RESPONDER)

Ndao é
verdade

E um
pouco
verdade

E muito
verdade.

1 E sensivel aos sentimentos dos outros

2 E irrequieto, muito mexido e nunca esta quieto

3 Queixa-se frequentemente de dores de cabeca, de barriga ou vomitos

4 Partilha facilmente com as outras criancas (guloseimas, brinquedos,
lapis, etc)

5 Enerva-se muito facilmente e faz muitas birras

6 Tem tendéncia a isolar-se, gosta mais de brincar sozinho/a

7 Obedece com facilidade, faz habitualmente o que os adultos Ihe
mandam

8 | Tem muitas preocupacdes, parece sempre preocupado/a

9 Gosta de ajudar se alguém esta magoado, aborrecido ou doente

10 | N&o sossega. esta sempre a mexer as pernas ou as maos

11 | Tem pelo menos um bom amigo/uma boa amiga

12 | Luta frequentemente com as outras criangas, ameaga-as ou intimida-as

13 | Anda muitas vezes triste, desanimado/a ou choroso/a

14 | Em geral as outra criangas gostam dele/a

15 | Distrai-se com facilidade, esta sempre com a cabeca no ar

16 | Em situacOes novas é receoso/a, muito agarrado/a e pouco seguro/a

17 | E simpéatico/a e amavel com criancas mais pequenas

18 | Mente frequentemente ou engana

19 | As outras criangas metem-se com ele/a, ameagam-no/a ou intimidam-
no/a

20 | Sempre pronto a ajudar 0s outros (pais professores ou outras criangas)
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QUESTIONARIO DE CAPACIDADES E DE DIFICULDADES
(SDQ-Por) (PERGUNTAS PARA RESPONDER)

Nao é
verdade

E um
pouco
verdade

E muito
verdade.

21 | Pensa nas coisas antes de as fazer

22 | Rouba em casa, na escola ou em outros sitios

23 | Da-se melhor com adultos do que com outras criangas
24 | Tem muitos medos, assusta-se com facilidade

25 | Geralmente acaba 0 que comeca, tem uma boa atengéo

Tem algum comentario ou preocupacao? Descreva.

Em geral, parece-lhe que o seu filho/a tem dificuldades em algumas das seguintes
areas: Emocdes, concentragdo, comportamento ou na relagdo com outras pessoas?

(assinale com x)

Sim, dificuldades pequenas.........
Sim, dificuldades grandes............
Sim, dificuldades muito grandes....

Se respondeu «simy», por favor responda as seguintes questdes sobre essas dificuldades:

1 — Ha quanto tempo existem essas dificuldades?

Menos de 1 més
1 a5 meses

6 a 12 meses
Mais de 1 ano

2 — Essas dificuldades incomodam ou fazem sofrer o seu filho/a?

e Nada
e Pouco
e Muito

e Imenso
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3 - Essas dificuldades perturbam o dia a dia do seu filho/a nas seguintes areas?

3.1 - Em casa

Nada
Pouco
Muito
Imenso

3.2 - Com 0s amigos

¢ Nada

e Pouco
e Muito
e [menso

3.3 — Na aprendizagem na escola

Nada
Pouco
Muito
Imenso

3.4 — Nas brincadeiras e nos tempos livres

e Nada

e Pouco
e Muito
e Imenso

4 — Essas dificuldades sdao uma sobrecarga para si ou para a familia?

e Nada

e Pouco
e Muito
e Imenso

Assinatura... / Data..../ Mae/pai/outro (por favor indique quem respondeu):

MUITO OBRIGADA PELA SUA COLABORACAO
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ANEXO 3 - ORGANIZACAO DO SDQ-Por

COTACAO DO QUESTIONARIO DE CAPACIDADES E DIFICULDADES
(SDQ-Por) - VERSAO DE PAIS/ PROFESSORES

Os 25 itens que constituem o SDQ, estdo organizadas em 5 escalas, cada uma
composta por 5 itens. Geralmente é mais facil cotar as 5 escalas, antes de calcular a

pontuacdo total de dificuldades.
Cada item tem, como referimos, 3 opcdes de resposta:

e N3ao é verdade

e E um pouco verdade

e E muito verdade

A opcdo «é pouco verdade» é sempre cotada com 1. Cada uma das outras 2
opcOes pode ser cotada com 0 ou 2 pontos, conforme o item, tal como é apresentado no
quadro da pégina seguinte, escala por escala.

A pontuacdo total de cada uma das 5 escalas pode variar entre 0 e 10, se 0s 5
itens tiverem sido todos respondidos. O resultado de cada escala pode ser considerado
desde que, pelo menos 3 itens tenham sido respondidos.
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COTACAO DO QUESTIONARLO DE CAPACIDADES E
DIFICULDADES (SDQ-Por) - VERSAO DE PAIS/ PROFESSORES™

As
vVezes

Sim

ESCALA DE SINTOMAS EMOCIONAIS
Queixa-se frequentemente de dores de cabega, dores de barriga ou vomitos

Tem muitas preocupacdes, parece sempre preocupado/a

Anda muitas vezes triste, desanimado/a ou choroso/a

Em situacdes novas é receoso/a, muito agarrado/a e pouco seguro/a

Tem muitos medos, assusta-se com facilidade

[ellelie] o] le]

A

NINNININ

ESCALA DE PROBLEMAS DE COMPORTAMENTO

Enerva-se muito facilmente e faz muitas birras

Obedece com facilidade, faz habitualmente o que os adultos Ihe mandam

Luta frequentemente com as outras criangas, ameacga-as ou intimida-as

Mente frequentemente ou engana

Rouba em casa, na escola ou em outros sitios

OO OINO

PR R R e

NININOIN

ESCALA DE HIPERACTIVIDADE

E irrequieto, muito mexido e nunca esta quieto

N&o sossega. esti sempre a mexer as pernas ou as maos

Distrai-se com facilidade, estd sempre com a cabeca no ar

Pensa nas coisas antes de as fazer

Geralmente acaba o0 que comeca, tem uma boa atencéo

NINO O|O

PR R R e

OIOINININ

ESCALA DE PROBLEMAS DE RELACIONAMENTO COM OS
COLEGAS

Tem tendéncia a isolar-se, gosta mais de brincar sozinho/a

Tem pelo menos um bom amigo/uma boa amiga

Em geral as outra criancas gostam dele/a

As outras crian¢as metem-se com ele/a, ameagam-no/a ou intimidam-no/a

Déa-se melhor com adultos do que com outras criancas

OIOINNIO

S

NINOIOIN

E sensivel aos sentimentos dos outros

-

E Partilha facilmente com as outras criancas (guloseimas, brinquedos, lapis,
etc)

Gosta de ajudar se alguém esta magoado, aborrecido ou doente

E simpatico/a e amavel com criancas mais pequenas

Sempre pronto a ajudar os outros (pais professores ou outras criangas)
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1 - Pontuacéo total de dificuldades

A pontuacéo total de dificuldades é obtida pela soma da pontuacéo total de todas
as escalas, com excepcédo da escala pro-social. Deste modo a pontuacao resultante pode
variar entre zero e 40 (e ndo pode ser computado caso a pontuacdo de alguma das

escalas, excepto a pro-social, esteja ausente).

2 - Interpretacdo da pontuagéo dos sintomas e definicdo de «caso »

Os intervalos provisorios, apresentados em baixo, foram estabelecidos de tal
forma que, aproximadamente 80% das criangas na comunidade sdo normais, 10% séo
limitrofes e 10% apresentam desvios da normalidade. Em estudos com amostras de alto
risco, onde os falsos positivos ndo constituam a maior preocupacdo, 0S possiveis

“casos” podem ser identificados por uma pontuacdo alta ou limitrofe, em uma das

quatro escalas de dificuldades. Em estudos com amostras de baixo risco, onde € mais
importante reduzir a taxa de falsos positivos, 0s possiveis «casos para estudo» podem

ser identificados por uma pontuacdo alta em uma das quatro escalas de dificuldades.
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PREENCHIDO PELOS PAIS NORMAL | LIMITROFE | ANORMAL
Pontuacao total das dificuldades 0-13 14-16 17-40
Pontuacao dos sintomas emocionais 0-3 4 5-10
Pontuacao de problemas de comportamento 0-2 3 4-10
Pontuacao para hiperactividade 0-5 6 7-10
Pontuacao para problemas com colegas 0-2 3 4-10
Pontuacdo para comportamento pré-social 6-10 5 0-4

PREENCHIDO PELO PROFESSOR/A

Pontuacao total das dificuldades 0-11 12-15 16-40
Pontuacdo dos sintomas emocionais 0-4 5 6-10
Pontuacao de problemas de comportamento 0-2 3 4-10
Pontuacdo para hiperactividade 0-5 6 7-10
Pontuacdo para problemas com colegas 0-3 4 5-10
Pontuacao para comportamento pro-social 6-10 5 0-4




Criopreservagao embriondria e neurodesenvolvimento infantil

3 - Pontuacéo e interpretacdo do impacto

Quando é usada a versdo de SDQ que inclui o «suplemento de impacto», 0s
items relativos ao sofrimento global e as dificuldades sociais podem ser somados para
se obter a pontuacédo do impacto, que pode variar entre zero e 10 na versdo para pais e
entre 0 e 6 na vers&o para professores.
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_ NADA | POUCO | MUITO | IMENSO

AVALIACAO DOS PAIS

As dificuldades incomodam/ fazem sofrer a crianca | O 0 1 2
Interferem em casa 0 0 1 2
Interferem com 0s amigos 0 0 1 2
Interferem na aprendizagem na escola 0 0 1 2
Interferem nas brincadeiras/ tempos livres 0 0 1 2
AVALIACAO DO PROFESSOR

As dificuldades incomodam/ fazem sofrer a crianca | O 0 1 2
Interferem com os colegas 0 0 1 2
Interferem na aprendizagem na escola 0 0 1 2

As respostas as questdes sobre cronicidade e sobrecarga para 0s outros ndo sdo
incluidas na cotacdo de impacto. Quando os entrevistados tiverem respondido «ndo» a
primeira questdo do suplemento de impacto (i.e. quando ndo se considerarem como
tendo alguma dificuldade emocional ou de comportamento), ndo deverdo responder as
questdes sobre sofrimento ou dificuldades e, nestas circunstancias, a pontuacdo do

impacto serd automaticamente zero.

Uma pontuacdo total do impacto igual ou maior do que 2 é anormal, uma

pontuacdo de 1 é limitrofe e uma pontuacédo de zero é normal.
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ANEXO 4 - PROJECTO DE ESTUDO SUBMETIDO A CNPD

Projecto de estudo - Criopreservacao embrionaria e neurodesenvolvimento infantil
(Effect of cryopreservation of embryos on developmental outcome)
1.1 — Area cientifica principal — Bioética
1° Curso de Doutoramento em Bioética
Universidade Cat6lica Portuguesa — Lisboa
1.2 — Areas cientificas secundarias

e Neurociéncias
e Medicina da Reproducéo

e Pratica clinica baseada na evidéncia

1.3 - Autoria - Célia Francisca Iglésias Batista Neves
Documentos em anexo
A - Sinopse do estudo

B - Descri¢do sucinta dos objectivos e metodologia do estudo com o impresso de
consentimento informado, segundo o modelo que sera entregue aos pais ou Seus

representantes legais.

C — Modelo de historia clinica que idealmente ira ser colectada para cada participante

no estudo.

D — Descrigdo sucinta do método psicométrico de Ruth Griffiths ® e do Inventério do

Comportamento da Crianca para Pais (ICCP)**®

155 posteriormente optou-se pelo SDQ-Por facto esse que nio introduziu qualquer necessidade de revisdo
do pedido, tanto mais que este instrumento é de utilizagdo gratuita.
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A —SINOPSE DO ESTUDO APRESENTADA E APROVADA PELA CNPD

UNIVERSIDADE CATOLICA PORTUGUESA
BIOETICA

CRIOPRESERVACAO EMBRIONARIA E
NEURODESENVOLVIMENTO INFANTIL

Célia Francisca Iglésias Batista Neves

Dissertacdo apresentada a Universidade Catolica Portuguesa (UCP) no cumprimento
dos requisitos necessarios a obtencdo do grau de Doutor em Bioética, realizada sob a
orientacdo cientifica do Professor Doutor Daniel Serrdo, Docente Emérito da Faculdade
de Medicina da Universidade do Porto e da UCP. 2014
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CRONOGRAMA

Estando a autora deste projecto na fase final da elaboracdo da dissertacdo sobre
«CRIOPRESERVACAO EMBRIONARIA E NEURODESENVOLVIMENTO INFANTIL»
vem por este meio confirmar o seu desejo de a concluir no presente ano lectivo (2013-2014) e

dar conhecimento da sua estrutura conforme foi solicitado pelo Coordenador Cientifico.

PREAMBULO

Esta dissertacdo reune um conjunto de reflexdes e estudos realizados pela autora, no
ambito do Programa de Doutoramento em Bioética, apresentado a Universidade Catélica
Portuguesa (UCP) e realizado sob a orientacdo do Professor Doutor Daniel Serrdo, docente
emérito da Faculdade de Medicina da Universidade do Porto e da UCP.

O presente trabalho, como o seu titulo ilustra, foi idealizado e desenvolvido, com o
intuito de melhor conhecer o neurodesenvolvimento de criangas cujos embrides foram
criopreservados e promover a discussdo critica, dum possivel impacto das técnicas de
procriacdo medicamente assistida (PMA), sobre a integridade e desenvolvimento do ser humano
em inicio de vida e consequentemente sobre o futuro da nossa espécie.

O objectivo central foi investigar o neurodesenvolvimento de criangas entre os 18 meses
e 0s oito anos, comparando grupos de criangas concebidas umas naturalmente e outras com
recurso @ PMA sendo que algumas estiveram submetidas a criopreservagdo na sua fase
embrionéria. Os resultados encontrados na avaliacdo dos varios grupos de criangas, usando um
conjunto de instrumentos com reconhecida especificidade para a obtengdo do resultado
pretendido, foram relacionados a existéncia ou ndo de processos de criopreservacgao
embrionéria, que os pudessem ter condicionado. Na prética, recorreu-se a anamnese clinica
complementada pelo recurso a instrumentos.

Na avaliacdo psicométrica foi utilizada a versdo portuguesa das Escalas de
Desenvolvimento Mental de Ruth Griffiths (EDMG - a que aludiremos no texto). Apesar da

autora deste estudo se encontrar reconhecida®®

para a aplicagdo das EDMG, entendeu como
mais adequado minimizar um eventual mas importante viés, e recorreu a uma profissional

especializada na utilizagdo do instrumento. A Mestre Dr? Lilia Brito, experiente psicologa na

1% A «Association for Research in Infant and Child Development» (ARICD)
supervisiona e assegura que a utilizagdo das EDMG, seja feita apenas por profissionais com
formacdo especifica (http://www.aricd.org.uk/about-the-griffiths-scales/).
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area do desenvolvimento infantil, fez todas as avaliacbes e pode actuar de forma cega, visto
desconhecer os objectivos da investigacao.

Complementou-se a avaliagdo com o Inventario de Competéncias Sociais e de
Problemas do Comportamento em criangas (Child Behavior Checklist - CBCL) originalmente
criado por Thomas Achenbach nos Estados Unidos da América e revisto pelo autor em 1991
mas disponivel na versdo portuguesa adaptada por Fonseca et al. em 1994, em que o inventério
destinado a pais passou a designar-se por «Inventario do Comportamento da Crianca para Pais
(ICCP)"'».

Embora ja exista alguma investigacdo sobre factores de risco da PMA e da
criopreservacdo embriondria, e tenha sido publicada uma importante meta analise em 2013
(Michele Hansen, Jennifer J. Kurinczuk, Elizabeth Milne, Nicholas de Klerk, and Carol
Bower.Assisted reproductive technology and birth defects: a systematic review and meta-
analysis. Human Reproduction Up-date. Vol.19,No.4pp.330-354, 2013), sentimos que a
informacdo ainda é escassa e que é possivel ir um pouco mais longe, nomeadamente na
avaliagcdo do neurodesenvolvimento das criangas submetidas a tais técnicas. O estudo realizado
e revisto apos a publicacdo da supracitada meta analise, prop6s-se contribuir para a avaliacdo do
resultado de técnicas cada vez mais divulgadas mas, de efeitos pouco conhecidos. Pretendeu-se
igualmente promover a defesa do embrido humano chamando a atencéo para a necessidade e o
direito a um estatuto ético juridico, & semelhanca de outros autores, que nos inspiraram e

motivaram para a realizagéo deste trabalho.
Esta dissertacdo esta organizada em trés partes principais que integram varios capitulos:

Na Parte 1 é apresentado um resumo do projecto de investigacao e, na Parte 2 é feita a
fundamentacdo tedrica do tema em estudo englobando aspectos médicos, socio-juridicos e

bioéticos. A Parte 3 integrou a parte empirica e de contribui¢do pessoal.

A vertente direcionada a Medicina da Reproducdo, ocupou a maior parte do estudo
exploratério, focado nas etapas da PMA e é composto por uma revisao da literatura acerca das
variaveis em estudo e a formulacdo das principais hip6teses de investigacdo. Aspectos do
neurodesenvolvimento humano e os instrumentos psicométricos utilizados na avaliacdo das
criangas estudadas também foram descritos. A existéncia de indices bibliograficos de literatura

cientifica e técnica, bem como de revis@es internacionais disponibilizadas e facilmente acediveis

57 1dem 142
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«on-line», em locais de referéncia (Medline, Pubmed e Cochrane entre os principais)®

proporcionou uma significativa economia temporal e um notével auxilio a investigacao.

Na Parte 3 € exposta toda a parte pratica e teoérico-pratica utilizada no ambito da
investigacdo. Sao referidos os métodos de recrutamento dos grupos de estudo e é feita a
caracterizacdo das amostras utilizadas. A descricdo dos instrumentos de avaliacdo e dos
procedimentos estatisticos utilizados, foi realizada e foi também referida a validacdo
psicométrica das versdes portuguesas das Escalas de Desenvolvimento Mental de Ruth Griffiths

(EDMG) e do Inventario do Comportamento da Crianca para Pais (ICCP).

A discussdo, foi precedida pela apresentacdo em texto e em tabelas dos resultados
encontrados e pretendeu contribuir para a avaliacdo do efeito das técnicas de criopreservagdo
embrionaria sobre o neurodesenvolvimento infantil. No final, sdo enunciados os principais

resultados obtidos, quer proprios quer comparados de uma forma integrada.

Apbs a conclusdo que ocupou a Parte 4 deste trabalho, mencionaram-se as referéncias
bibliogréficas e anexos, onde se incluem dados sobre os instrumentos de avaliacdo psicométrica

utilizados.

Concluindo, salientamos que, paralelamente a dificil decisdo de aderir ou ndo ao acordo
ortografico, procuramos utilizar uma linguagem acessivel e assente nos principios gerais que

orientam a redacéo de trabalhos cientificos.

B - DESCRICAO SUCINTA DOS OBJECTIVOS E METODOLOGIA DO ESTUDO E
ANEXO DO IMPRESSO DE CONSENTIMENTO INFORMADO, SEGUNDO O MODELO
QUE SERA ENTREGUE AOS PAIS OU SEUS REPRESENTANTES LEGAIS.

158 MEDLINE - é uma base de dados da literatura médica e biomédica, produzida pela NLM

(National Library of Medicine, USA) e que contém referéncias bibliogréaficas e resumos de mais
de 6.000 titulos de revistas publicadas nos USA e em mais de 70 paises. Contem referéncias
desde 1966 e a sua actualizagcdo é mensal.

Biblioteca Cochrane - estd integrada no Portal de Evidéncias da BVS. Possui informagéao
atualizada sobre medicina baseada na evidéncia, incluindo a Base de Dados Cochrane de
RevisBes Sistematicas preparadas pelos Grupos da Colaboragdo Cochrane.

SciELO - Scientific Electronic Library Online - ¢ um projeto seguindo o modelo de Open
Access, que disponibiliza de modo gratuito, os textos completos dos artigos de mais de mil
revistas cientificas Ibero Americanas.
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Numa primeira fase, foi solicitada autorizacdo a Comissdo Nacional de Proteccdo de
Dados assim como aos proprios individuos de maior idade, envolvidos neste estudo. Nos
pedidos de autorizacdo e participacdo foi integrada informacédo, elaborada com o intuito de
esclarecer os participantes dos objectivos do estudo e obter da sua parte um comprovativo do

seu consentimento informado..

A histdria clinica e a respectiva colheita dos dados, foi feita sempre e s pela autora do
estudo, que é licenciada em Medicina e se encontra inscrita ha Ordem dos Médicos com o
nimero 28846. Os participantes no estudo foram recrutados maioritariamente entre os seus
utentes habituais ja& que a investigadora possui a especialidade de Pediatria. N&do foram
consultados processos clinicos institucionais. Os dados demogréficos e relativos as técnicas de
PMA, inscritos no estudo limitaram-se aqueles que eram conhecidos dos participantes ou

constavam dos seus documentos pessoais.
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ANEXO 5 - MODELO DO CONSENTIMENTO INFORMADO

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

(ETHICAL STATEMENT

The author has indicated that, in defense of ethics, all infants and their families in this

study are anonymous and patients were not randomized.

There were not financial relationships relevant to this article to disclose. )

[Conforme a “Declaragdo de Helsinquia” da Associagdo Médica Mundial (Helsinquia
1964; Toquio 1975; Veneza 1983; Hong-kong 1989, Somerset West 1996, Edimburgo
2000, Toquio 2004, Seul 2008)]

INFORMACAO PARA PARTICIPAR EM PROJECTO DE INVESTIGACAO

1 - Titulo do projecto: criopreservacdo embrionaria e neurodesenvolvimento infantil
(Effect of cryopreservation of embryos on developmental outcome)

1.1 — Area cientifica principal — Bioética

1.2 — Areas cientificas secundarias

e Neurociéncias
e Medicina da Reproducéo

e Pratica clinica baseada na evidéncia

2 — Autoria - Célia Francisca Iglésias Batista Neves
1° Curso de Doutoramento em Bioética

Universidade Catdlica Portuguesa — Lisboa
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Este projecto de investigacdo tem como objectivo identificar factores de éxito e
de risco associados aos processos e técnicas de Procriagdo Medicamente Assistida
(PMA) na perspectiva do pediatra.

Pretende-se, fazer uma avaliagdo comparada do desenvolvimento psico-motor de
criancas com idade entre um e seis anos nascidas por processo natural e por recurso a
PMA. Para além da recolha e analise dos dados fornecidos pelos pais ou presentes nos
boletins de saude infantil de que séo titulares, faremos a avaliacdo do desenvolvimento
das criancas integradas neste estudo, utilizando a avalia¢do clinica e 0 método de Ruth
Griffiths. Este instrumento psicométrico consiste numa bateria de testes padronizados e
maioritariamente aferidos para a populacdo portuguesa e internacionalmente
reconhecida. A aplicacdo dos testes sera feita por uma psicdloga com muita experiéncia
nesta area e que, para potenciar a total isencdo do seu trabalho, intencionalmente nada
saberd sobre os antecedentes familiares e pessoais das criangas, até ao fim da

investigacao.

As informacges acerca da gravidez e da satde da(o) sua/seu filho(a) serdo para
nos, fundamentais. Mesmo conservando os dados totalmente an6nimos, poderemos vir a
identificar factores de éxito ou de risco, associados as técnicas de PMA e, a0 mesmo
tempo proporcionaremos uma avaliacdo util e isenta de encargos, sobre o

desenvolvimento do(s) seu(s) filho(a, os, as).

Eu, abaixo assinado,

Compreendi os objectivos do estudo que se vai realizar e foi-me dada a
oportunidade de tirar quaisquer davidas relacionadas. Tomei conhecimento que a
informacao recebida, versou os objectivos, os métodos, os beneficios previstos e que
sera assegurada a maxima confidencialidade dos dados. As circunstancias do
nascimento permanecerdo sempre confidenciais, nos termos que a lei exige, e foram-me
fornecidos todos os contactos para que posteriormente possa modificar ou actualizar os

dados.
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A minha identidade assim como a do meu filho nunca serdo associadas a
nenhum dos grupos estudados e, s6 sera divulgada se eu assim o entender, para fins de

agradecimento.

Naquelas circunstancias, aceito participar neste estudo, autorizando que o meu
filho realize uma avaliagdo profissional e possa ser futuramente contactado(a) para

prestar informacdo médica relativa ao seu desenvolvimento.

Pelos investigadores responsaveis

Assinatura---------------- T e PR e
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ANEXO 6 - MODELO DA HISTORIA CLINICA

Nome

Morada

Data e local de nascimento

Constituicdo do agregado familiar

Pais coabitantes sim/nédo

Idade, profissdo e grau académico da mae
Idade, profisséo e grau académico do pai

Sexo e idade dos irmaos

CONCEPCAO SEM INTERVENCAO MEDICA

PROCRIACAO MEDICAMENTE ASSISTIDA (PMA)

INFERTILIDADE CAUSA MATERNA

INFERTILIDADE CAUSA PATERNA

AMBOS/MISTA

DESCONHECIDO

PMA 1 - FIV COM TRANSFERENCIA A FRESCO

A — Homologo; B — Homdlogo. ICSI; C — Sémen heter6logo; D — Ovécitos heterdlogos;

E - Ambos heter6logos

PMA 2 — EMBRIAO CONGELADO

A — Homodlogo; B — Homdlogo. ICSI; C — Sémen heterdlogo; D — Ovacitos heterélogos;
E - Ambos heter6logos

ANTECEDENTES FAMILIARES
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Mée

Patologia da gravidez
Pai

Irmaos

Outros

ANTECEDENTES PESSOAIS

I.G. Parto: Eutdcico Forceps Ventosa Cesariana

Periodo pos-natal: 1.LA.1'=5'=

PN = C= PC =

Patologia malformativa sim néo desconhecido

Infeccdo neonatal: N&o Sim Desconhecida

Tipo

Encefalopatia N&do Sim Desconhecida

Tipo:

Convulstes N&o Sim Desconhecida

Ap. respiratério:Ventilagdo Néo Sim NCde dias

Ap. Cardio-vascular: Cardiopatia Nao Sim Desconhecida

Ap.Gastro-Intestinal: patologia Nao Sim Desconhecida




Ap. Genito-urinario: patologia Nad

Doenca metabolica: N&do

DOENCA NEUROLOGICA:

Défice cognitivo Néo

Criopreservagao embriondria e neurodesenvolvimento infantil

Sim

Sim

Sim

Desconhecido

Alteracdes da linguagem e/ou da comunicacao

Nao

Alteracdes comportamentais Nao

Sim

Deficiéncia motora Nao

Deficiéncia sensorial Nao

Tipo

Alteracdo da sensibilidade N&o

Alteracdo do equilibrio N&o

Desconhecido

TERAPEUTICAS EM CURSO

Farmacoldgica

Medicina fisica e reabilitacdo Sim

QOutras Nao

Estabelecimento de ensino que frequenta

Necessidades educativas especiais Nao

Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao

Desconhecido

Desconhecida

Desconhecido

Desconhecido

Desconhecido

Desconhecida

Desconhecido

Desconhecido

Desconhecido

Sim

Desconhecido
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D - Descricéo sucinta do método psicométrico de Ruth Griffiths ®

e do Inventario do Comportamento da Crianca para Pais (ICCP)**

Na escolha dos instrumentos para avaliagdo do neurodesenvolvimento infantil
encontrdmos oferta suficiente mas, perante a exigéncia de afericdo para a populacdo
portuguesa verificAmos que o repositorio de instrumentos de avaliacdo existente € mais
escasso quando é dirigido as criancas mais jovens.

Para criancas em idade pré escolar e depois de analisados varios instrumentos,
optdmos pelas «Escalas de Desenvolvimento Mental de Ruth Griffiths» (EDMG),
que foram concebidas pela reconhecida psicéloga britanica Ruth Griffiths e sdo um
instrumento psicométrico composto por varios testes destinados a criancas desde o
nascimento até aos 8 anos (ou desenvolvimento equiparavel). Ao longo do texto
teremos oportunidade de desenvolver este tema mas antecipamos que a célebre
«Abilities of Babies 0- 2 years», foi publicada pela primeira vez em 1954 e s0
posteriormente e em 1970 se lhe seguiu a escala «Abilities of Young Children»'®.
Ambas as escalas das EDMG foram desenvolvidas em Inglaterra, mas tém sido
validadas, e adaptadas, em diversos paises onde sdo muito usadas na avaliacdo do
desenvolvimento infantil.

Resolvido o problema da avaliagdo do desenvolvimento cognitivo e motor na
perspectiva das capacidades intelectuais e neuro sensoriais, sentimos que outros
aspectos do desenvolvimento mais ligados ao comportamento podiam estar a ser
descurados ou sub avaliados. Para avaliacdo de desvios do comportamento neste grupo
etario recorremos por isso a um instrumento auxiliar e escolnemos um muito conhecido,
extensamente aplicado em trabalhos de investigacdo internacionais e validado para a
populacdo portuguesa, que é o «Child Behavior Checklist » [(CBCL) de
Achenbach(1991)]

%9 |dem 142
160 A practitioner’s guide to the Assessment of Mental Development in Infants and Young
Children. P. Preston 2006: ISBN 0-88937-296-9, Publishers: Hogrefe.
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ESCALAS DE DESENVOLVIMENTO MENTAL DE RUTH GRIFFITHS

As «Escalas de Desenvolvimento Mental de Ruth Griffiths» (EDMG), séo a base
do método criado por Ruth Griffiths para avaliacdo do desenvolvimento infantil. A
«Association for Research in Infant and Child Development» (ARICD) supervisiona e
assegura que a utilizacéo, seja feita por psicologos e pediatras do desenvolvimento, a
quem ¢é exigida formacao especifica (consultar ARICD website).

As EDMG identificam as areas melhor ou pior desenvolvidas, quantificando os
desvios padréo relativamente a media do grupo etario porque a bateria de testes possui
varias sub-escalas, com itens ordenados sequencialmente que permite estabelecer o
perfil de desenvolvimento duma crianca e orientar a intervengao.

Entre o nascimento e os dois anos a avaliacdo é feita a partir de cinco sub-
escalas que sdo:

A — Locomogéo/ Desenvolvimento motor: avalia a motricidade global incluindo o
equilibrio, a coordenacéo e o controle dos movimentos.

B - Desenvolvimento pessoal —social: avalia as competéncias sociais ao nivel da
autonomia e a capacidade de interaccdo com os cuidadores e 0s pares.

C — Audicao/ Linguagem: avalia a linguagem receptiva e expressiva.

D - Coordenagéo olho-méo: avalia a motricidade fina, a destreza manual e as
competéncias visuo-motoras.

E - Realizacdo (performance): avalia as capacidades visuo-espaciais, incluindo a rapidez

de execucéo e precisao.

Quando em 1970, foi publicada uma 22 versdo das Escalas de Desenvolvimento
Mental de Ruth Griffiths, com uma extensdo para a faixa etaria dos 2-8 Anos,
conservou-se a estrutura original mas foi acrescentada uma 62 subescala:

F — Raciocinio Pratico (somente contida na escala para os 2-8 anos) que avalia a
capacidade da crianca resolver problemas praticos, ordenar sequéncias e a forma como

faz a abordagem de questdes morais.

Tem havido actualizacdes periddicas das EDMG e, em 1996, foi publicada uma
revisao para o grupo etario do nascimento aos dois anos (Birth to 2 years Scales) da

responsabilidade do Dr Michael Huntley (anterior psicologo responsavel do Wolfson
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Centre, Institute of Child Health, em Londres) que levou a efeito uma revisdo completa
e uma padronizacdo das escalas, juntando oito novos items ao equipamento e revendo
igualmente os boletins de registo das observagdes. Seguidamente, foi revista a EDMG
(2-8 anos) e feita a sua afericdo com criangas das ilhas britanicas. Em Maio de 2006, a
versdo alargada e re-padronizada das antigas escalas (Griffiths 2-8 year Scales the
GMDS-ER no original inglés) foi publicada em lingua inglesa (Extended Revised
Scales, Luiz, Barnard, Knoesen, Kotras, Burns, Faragher & Challis, 2006) juntamente
com a analise estatistica das ilhas britanicas. As GMDS-ER integram algumas
mudancas aos items anteriores e todas as alteracdes introduzidas, estdo perfeitamente

descritas nos manuais dos novos equipamentos.

Em Portugal, ainda sdo muito usadas tabelas de normas britanicas, mas
prosseguem estudos que visam a sua validacdo e melhor adequacdo a populacdo
portuguesa. As primeiras edi¢des em lingua portuguesa das duas escalas [EDMG (0-2
anos) e (2-8 anos)] foram publicadas, em 2007 e em 2008 respectivamente. (Patricia
Borges, Inés Pessoa e Costa, Carlota Themudo Ferreira, lolanda Gil, Inés Carvalho,
Solange Fernandes e Manuela Verissimo. Escalas de Desenvolvimento Mental de Ruth
Griffiths — Adaptacéo para a populagdo portuguesa. Actas do 12° Coloquio de Psicologia e
Educacdo. Olhares contemporaneos através da investigacdo e da préatica — pag. 922-932
- ISPA 1.2 EDICAO: JUNHO DE 2012).

Concluimos a justificacdo da nossa escolha, corroborando as palavras do grupo
de trabalho portugués que publicou em 2012 um estudo sobre educacao aprendizagem e
desenvolvimento em que citou que «as EDMG... tém-se revelado de grande interesse
clinico na avaliacdo do desenvolvimento, no diagnéstico e no aconselhamento
educacional e terapéutico de criancas em situacdo de risco de desvios do

desenvolvimento, sendo também utilizadas em diversos trabalhos de investigac&o»'®.

'L In http://hdl.handle.net/10400.12/1608 de L. Mata, F. Peixoto, J. Morgado, J. C. Silva & V.
Monteiro (Eds.), Actas do 12.° Coldquio Internacional de Psicologia e Educacéo: educacéo,
aprendizagem e desenvolvimento: Olhares contemporaneos através da investigacao e da pratica
(pp. 922-932). Lisboa: ISPA - Instituto Universitario]
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Inventario do Comportamento da Crianca para Pais (ICCP)

Achenbach criou nos Estados Unidos da America em 1984, o Inventario de
Competéncias Sociais e de Problemas do Comportamento para criancas e adolescentes
(Child Behavior Checklist - CBCL) que se destina a avaliar comportamentos
problematicos entre os 4 e os 18 anos. A CBCL foi revista em 1991 pelo proprio autor
que estabeleceu uma nova versdo. Este inventario constitui um auxiliar clinico muito
utilizado a nivel internacional (Fonseca et. al., 1995) e pode ser respondido pelos pais
ou pelos professores da criangca em questdo. H&A uma versdo que pode ser preenchida
pela propria crianca a partir de certa idade, o que revela a preocupagdo do autor em
avaliar os problemas de comportamento infantil na perspectiva dos diversos informantes
(ver Achenbach, 1991a, 1991b).

O inventéario de Achenbach na versdo original é constituido por duas partes
distintas. H& uma primeira parte que inclui 13 itens de resposta livre que sdo cotados de
forma qualitativa. Os primeiros items do inventario dizem respeito a relacdo do
professor com o aluno bem como ao desempenho deste. A segunda parte do
questionario possui 120 frases (itens) dirigidas a problemas de comportamento. Nesta
segunda parte 118 itens descrevem problemas verificaveis no grupo etério a que o
inventario se dirige e alteracBes especificas do comportamento infantil consideradas
problematicas pelos pais e ainda 2 items de resposta aberta destinados a fornecer
informacdo sobre problemas que possam estar em falta no questionario (Achenbach,
1991).

Os varios itens sdo cotados de 0 a 2 de acordo com uma escala de resposta em que:
e 0 =Na&o Verdadeiro
e 1= As Vezes Verdadeiro

e 2 = Muitas Vezes Verdadeiro

A versdo revista em 1991 foi adaptado a populagéo portuguesa por Fonseca, A.
C., Simdes, A., Rebelo, J. A., Ferreira, J. A. A., & Cardoso, F. (1994). **? e nesta

192 Fonseca, A. C., Simdes, A., Rebelo, J. A, Ferreira, J. A. A., & Cardoso, F.
(1994). Um inventario de competéncias sociais e de problemas de comportamento em criancas e
adolescentes. O Child Behavior Checklist de Achenbach (CBCL). Psychologica, 12, 55-78.
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versdo nacional o inventario destinado a pais passou a designar-se por «Inventario do
Comportamento da Crianca para Pais (ICCP)».

No presente estudo, ndo foi utilizada a parte destinada a professores e
educadores por razdes varias mas sobretudo de acessibilidade. SO foi utilizada a

segunda parte do instrumento a qual se manteve inalterada.
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ANEXO 7 — AUTORIZACAO 3616/15 DA CNPD
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Processo N.° 13846/2014 | 2

COMISSAO NACIONAL
DE PROTECCAO DE DADOS

Qs destinatarios sdc ainda informados sobre a natureza facultativa da sua participag¢do
e garantia de confidencialidade no tratamento, caso decidam participar, recolhendo

responsavel o seu consentimento informado para o efeito.

. Andlise

A CNPD ja se pronunciou na sua Deliberagdo n.® 227/2007 sobre o enquadramento
legal, os fundamentos de legitimidade, os principios orientadores para o correto
cumprimento da LPD, bem como as condiges gerais aplicdveis ao tratamento de
dados pessoais para a finalidade de estudos de investigagdo na area da salde.
Porque em grande parte referentes & vida privada e também & saulde, os dados
recolhidos pela requerente tém a natureza de sensiveis, nos termos do disposto no n.°
1 do artigo 7.° da LPD.

Em regra, o tratamento de dados sensiveis & proibido, de acordo com o disposto no
n.° 1 do artigo 7.° da LPD. Todavia, nos termos do n.° 2 do mesmo artigo, o tratamento
de dados da vida privada e de salde & permitido, quando haja uma disposigao legal
que consagre esse tratamento de dados, quando por motives de interesse publico
importante o tratamento for indispensével ao exercicic das atribuigbes legais ou
estatutarias do seu responsavel ou quando o titular dos dados tiver prestado o seu
consentimento.,

Nao estando preenchidas as duas primeiras condi¢des de legitimidade, o fundamento
de legitimidade sé pode basear-se no consentimento dos titulares dos dados ou dos
representantes legais, quando os titulares dos dados sejam incapazes.

Assim, € necessario o «consentimento expresso do titular», entendendo-se por
consentimento qualquer manifestac8o de vontade, livre, especifica e informada, nos
termos da qual o titular aceita que os seus dados sejam objeto de tratamento (cf. artigo
3.°, alinea #4), da LPD), o qual deve ser obtido através de uma “declara¢gao de

consentimento informado” onde seja utilizada uma linguagem clara e acessivel.

Rua de S8o Bento, 148-3° + 1200-821 LISBOA ! 30039
Tel: 213928400 Fax:213976 832 LiNHA PRIVAGIDADE

Dias uteis das 10as 13 h
www.cnpd.pt duvidas@cnpd. pt
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Processo N.® 13846/2014 | 3

//L

COMISSAO NACIONAL
DEPROTECCAO DE DADOS

Nos termos do artigo 10.° da LPD, a declaracdo de consentimento tem de conter a
identificagio do responsavel pelo tratamento e a finalidade do tratamento, devendo
ainda conter informac&o sobre a existéncia e as condigdes do direito de acesso e de
retificagcdo por parte do respetivo titular.

No caso de participantes menores, terd de haver consentimento a prestar pelos
representantes legais. Impde-se, ainda, que a crianga seja ouvida e em fungdo da
idade, nos termos da lei, ela prépria preste a sua anuéncia & recolha de dados
pessoais para patticipagio no estudo. O estudo deve ter em conta o superior interesse
da crianga.

Os titulares dos dados, de acordo com a declaragdo de consentimento informado junta
aos autos, apdem as suas assinaturas na mesma, deste modo satisfazendo as

exigéncias legais.
Cabe ao Investigador assegurar a confidencialidade dos dados pessoais e da
informacao tratada, conforme o estatuido na alinea g) do artigo 10.° da Lei n.°

21/2014, de 16 de abril (Lei da investigagao clinica).

A responsavel declarou a existéncia de comunicagdc de dados a terceiros, mas
apenas sao transmitidos dados anonimizados, pelo que aquela néo se verifica.

A informacgao tratada é recolhida de forma licita (artige 5.°, n.°1 alinea &) da Lei n.°
67/98), para finalidades determinadas, explicitas e legitimas (cf. alinea 5) do mesmo

artigo) e nao é excessiva.

O fundamento de legitimidade é o consentimento expresso do titular dos dados.

Hi. Conclusdo

Rua de Sio Bento, 148-3° - 1200-821 LISBOA
Tel: 213928400 Fax:213976 832

Dias Gteis das 10 as 13 h
www.cnpd.pt duvidas@cnpd.pt
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Processo N.° 13846/2014 | 4

COMISSAO NACIONAL
DE PROTECCAQ DE DADOS

Assim, nos termos das disposigSes conjugadas do n.° 2 do artige 7.°, n.° 1 do artigo
27.°, alinea &) do n.° 1 do artigo 28.° e artigo 30.° da Lei de Protegéo de Dados, com
as condigbes e limites fixados na referida Deliberago n.® 227/2007, que se ddo aqui
por reproduzidos e que fundamentam esta decisdo, autoriza-se o tratamento de dados
supra referido, consignando-se o seguinte:

Responsdvel pelo tratamento: Célia Francisca lglésias Batista Neves;

Finalidade: estudo “Criopreservagiao Embriondria e Neurodesenvolvimento Infantil;
Categoria de Dados pessoais tratados: cédigo do participante; género; histria clinica;
caracteristicas da PMA; tempo de gestacéo; tipo de parto; patologia perinatal; doengas
infantis; problemas de desenvolvimento; terapéuticas em curso; Escalas de
Desenvolvimento Mental de Ruth Griffiths; Inventario de Competéncias Sociais e de
Problemas de Comportamento em Criangas.

Em relacio aos pais adultos: recurso/ndo recurso a tratamentos de PMA; tempo de
gestacio; condigdes do parto; nimero de filhos; profisséo; dados académicos.
Entidades a quem podem ser comunicados: N&o ha.

Formas de exercicio do direito de acesso e retificagio: Junto da responsavel.
Interconexdes de tratamentos: Nao ha.

Transferéncias de dados para paises terceiros: Nao ha.

Prazo de conservagiio: A chave de codificagdo dos dados do titular deve ser destruida
um més apos o fim do estudo.

Dos termos e condigbes fixados na Deliberagio n.° 227/ 2007 e na presente
Autorizacdo decorrem obrigagdes que o responsavel deve cumprir. Deve, igualmente,
dar conhecimento dessas condigdes a todos os iniervenientes no circuito de
informacédo.

Lisboa, A;‘“de abril de 2015
—
7\'/\\/@__

Filipa Calvao (Presidente)

Rua de Sdo Bento, 148-3° = [200-821 LISBOA (271 3930039
Tel: 213928400 Fax:213976832 LIMNHA PRIVAGIDADE

Dias uteis das 10 45 13 h
WWW.CI'lpd.pt duvidas@enpd.pt
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ANEXO -8
PEDIDO- «POR RESPEITO AO VOSSO ESPACO»

2009/9/13 Celia Iglésias Neves <celiaiglesiasneves@hotmail.com>

Caros responsaveis da Associacdo Portuguesa de Fertilidade,

Sou pediatra na Maternidade Dr. Alfredo da Costa (inscricdo na Ordem dos
Médicos nimero 28846) e tenho pela vossa Associacdo uma grande simpatia que
tem sido potenciada pelos membros que entretanto se foram tornando pais e ndo
esquecem o apoio que receberam.

Estou a frequentar um curso de doutoramento em Bioética na Universidade
Catdlica e gostaria de entrar em contacto com frequentadores da vossa pagina, tendo
por objectivo ouvir as suas opinides anonimas (on-line) sobre o estatuto do embrido
e a problemaética dos embrides excedentarios...

Percebo que o0 acesso ao "blog" e outros "links" € livre mas, sentir-me-ia a
desrespeitar 0 vosso espago se ndo vos pedisse autorizacdo para o fazer.
Antecipadamente grata por uma resposta

Subscrevo-me com consideragao

Célia Iglésias Neves

RESPOSTA - Re: Por respeito ao vosso espaco

o apfertilidade@gmail.com on behalf of Associagao Portuguesa Fertilidade
‘(geral@apfertilidade.org)
Sent: Wednesday, September 16, 2009 9:41:55 AM
To: Célia Iglésias Neves (celiaiglesiasneves@hotmail.com)
"Prezada Dra. Célia Iglésias Neves,

Muito obrigado pelo seu contacto. Antes de tudo, apraz-nos saber que
estd a desenvolver uma investigacao sobre um assunto tdo intimamente
relacionado com a PMA. O tem em particular é de facto de alguma
complexidade e foi, até historicamente, um dos aspectos que mais
dificuldades criou na construcao do eficicio legislativo que vem

regulando a PMA em varios paises. Pela nossa ppa experiéncia de

leitura e didlogo, a comunidade que precisa de recorrer a PMA tem uma
visdo assaz pragmadtica desta questdo, dando prioridade a realizagdo de
um projecto de vida com filhos. Pela nossa parte ndao antecipamos
nemhum obstaculo a consulta que desenvolve, desde que assegurada uma
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certa reserva que apesar de tudo os foristas por vezes descuidam.
Gostariamos também de Ihe pedir o favor de nos enviar um exemplar do
seu projecto, quando estiver concluido, pra que o posmaos integrar num
pequeno centro de documentacdo que queremos abrir em 2010.

Com os desejos de um bom trabalho, os nossos cumprimentos,
APFertilidade"

Actions
associacao portuguesa de infertilidade
8/27/2014

Newsletters
To: celiaiglesiasneves@hotmail.com

Show this message...

APFertilidade (geral@apfertilidade.org) You moved this message to its current
‘location.

Sent: Wednesday, August 27, 2014 1:03:05 PM

To: celiaiglesiasneves@hotmail.com

Agradecemos a sua inscricdo como associado da Associagao Portuguesa de Fertilidade.
Relembramos os dados para o Pagamento de Servico no Multibanco:

Entidade: 10241

Referencia: 689 916 258

Valor: 30.00 euros

A inscricdo ficard finalizada depois de efectuado e validado o pagamento da referéncia
Multibanco

. Em breve enviaremos por correio o original da declaracdo da APFertilidade e recibo
referente ao pagamento da sua quota.

From

Associacdo Portuguesa de Fertilidade
geral@apfertilidade.org
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