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Resumo

Introducado: A aneuploidia é o tipo mais comum de defeito cromossémico e a principal causa
de falha na implantacdo do embrido, aborto espontaneo e anormalidades congénitas em seres
humanos. Na fertilizacdo in vitro, o diagndstico genético pré-implantacional (PGS) permite a
selecdo de um embrido geneticamente normal para transferéncia. Porém, cerca de 48% dos
embrides que passam por PGS sdo aneuploides, ou seja, além dos altos custos dessa
tecnologia, muitos embrides sdo biopsiados desnecessariamente. Uma avaliagdo combinada
de parametros do desenvolvimento e morfologia embrionadria poderia melhorar o
procedimento de selecéo, sem a necessidade de submeter muitos embrifes a técnica de PGS.
Objetivo: identificar fatores preditivos para a formacdo de um embrido eupldide avaliados
por PGS.

Meétodo: estudo transversal onde foram incluidos 431 embrifes de casais com indicacdo de
FIV que foram submetidos a PGS, entre 2013 e 2018. Os embrides foram divididos em
euploides e aneuploides. Foram analisados dados acerca do perfil clinico das pacientes;
qualidade do évulo e do sémen; morfologia e genética do embrido.

Resultados: Foram incluidos 426 embribes, sendo divididos em euploides (201) e
aneuploides (225). O tipo de trofoectoderme foi significativo na euploidia. Dentre 0s
embrides euploides, 26,9% foram do tipo A, 58,2% do tipo B e 14,9% do tipo C (p=0,001). A
idade materna também influenciou na formacéo de um embrido euploide. 88,6% das pacientes
estavam abaixo dos 40 anos e 11,4% estavam acima dos 40 anos (p=0,001). A endometriose
apresentou valor significativo na euploidia. 91,4% eram de mulheres sem endometriose e
8,6% foram de mulheres com endometriose (p = 0,049). A média de idade das mulheres com
embrides euploides foi 33,99 anos (DP 3,98), ja entre mulheres com embriGes aneuploides a
média foi 36,48 (DP 4,52) (p=0,001). Conclusdo: A anéalise demonstrou que a morfologia
TIPO A do trofoectoderma de embriGes em fase de blastocisto, a auséncia de endometriose e
a idade da mulher sendo menor que 40 anos, sao fatores preditivos para que o embrido seja

euploide.

Palavras-chave: fator preditivo, aneuploidia, PGS, trofoectoderme.



Abstract

Introduction: Aneuploidy is the most common type of chromosomal defect and the leading
cause of failure in embryo implantation, miscarriage, and congenital abnormalities in humans.
In vitro fertilization, pre-implantation genetic diagnosis (PGS) allows the selection of a
genetically normal embryo for transfer. However, about 48% of the embryos that pass through
PGS are aneuploid, that is, in addition to the high costs of this technology, many embryos are
unnecessarily biopsied. A combined evaluation of developmental parameters and embryonic
morphology could improve the selection procedure without the need to submit many embryos
to the PGS technique.

Objective: to identify predictive factors for the formation of a euploid embryo evaluated by
PGS.

Method: A cross-sectional study involving 431 embryos of couples with indication of IVF
that were submitted to PGS between 2013 and 2018. The embryos were divided into euploids
and aneuploid. Data on the clinical profile of the patients were analyzed; quality of egg and
semen; morphology and genetics of the embryo.

Results: 426 embryos were divided into euploids (201) and aneuploid (225). The type of
trophoectoderm was significant in euploidy. Among the euploid embryos, 26.9% were type A,
58.2% type B and 14.9% type C (p = 0.001). Maternal age also influenced the formation of a
euploid embryo. 88.6% of the patients were under 40 years old and 11.4% were over 40 years
old (p = 0.001). Endometriosis presented significant euploidy value. 91.4% were women
without endometriosis and 8.6% were women with endometriosis (p = 0.049). The mean age
of women with euploid embryos was 33.99 years (SD 3.98), while among women with
aneuploid embryos the mean was 36.48 (SD 4.52) (p = 0.001).

Conclusion: The analysis showed that the morphology TYPE A of the trophoectoderm of
embryos in the blastocyst phase, the absence of endometriosis and the age of the woman

being less than 40 years, are predictive factors for the embryo to be euploid.

Key words: predictive factor, aneuploidy, PGS, trofoectoderm.
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1. INTRODUCAO

A tecnologia de reproducdo assistida (TRA) inclui todos os procedimentos para a
fertilizacdo in vitro de gametas humanos e preparo de embrides com o objetivo de estabelecer
uma gravidez (CDC, 2016). Até um em cada seis casais tera problemas com a fertilidade,
definida como falha na realizacdo de uma gravidez clinica apds a relagdo sexual regular
durante 12 meses. Desse modo, cada vez mais 0s casais estdo buscando a TRA para ajudar a
conceber um bebé vivo e saudavel (FARQUHAR et al, 2015). A TRA inclui a fertilizacdo in
vitro (FIV) convencional, a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) e todos os
processos relacionados, tais como os métodos de estimulacdo ovariana, monitoramento de
ovarios, selecdo de gametas e as técnicas de fertilizacao, selecdo, cultura e armazenamento de
embrides (MAHMOUD et al, 2013).

A infertilidade ¢é definida como uma doenca do sistema reprodutivo em que ha auséncia
de uma gravidez clinica apds 12 meses ou mais de relacBes sexuais regulares ndo protegidas
(ZEGERS-HOCHSCHILD et al, 2009). E considerada por especialistas no campo como um
problema que afeta 15-20% dos casais, ressaltando que a causa masculina est4 presente em
cerca de 30-50% dos casos (TURCHI, 2015). A infertilidade também pode ser referida como
a incapacidade da gravidez de gerar bebé vivo e pode ser por causa feminina, masculina ou
por ambos, sendo primaria ou secundaria. Na infertilidade primaria, os casais nunca foram
capazes de conceber; enquanto na infertilidade secundéaria ha dificuldade em conceber depois
de uma gravidez (gravidez a termo ou gravidez com aborto). N&o é considerada infertilidade
secundaria nos casos de mudanca de parceiros no periodo de um ano. A infertilidade cervical
é a incapacidade dos espermatozoides para chegar ao Utero devido ao dano ao colo do Utero
ou fatores cervicais como estenose cervical, anticorpos antiesperma, muco cervical
inadequado, hostil ou ndo receptivo, e infecgbes cervicais de doencas sexualmente
transmissiveis (Chlamydia, gonorréia, tricomonas, micoplasma hominis e ureaplasma
urealyticum) (ENIOLA; ADETOLA; ABAYOMI, 2017).

Aproximadamente 50% dos casais com infertilidade persistente por mais de dois anos
precisardo das TRA, desse modo, essas técnicas tornaram-se um tratamento proposto, visto
que contornam muitas barreiras naturais para a concep¢do (MAHMOUD, et al, 2013). A FIV
é uma técnica de reproducdo assistida amplamente utilizada, esta consiste em uma sequéncia
de procedimentos que envolvem a fecundacdo extracorporea de gametas, pode ser
convencional ou por ICSI. (ZEGERS-HOCHSCHILD et al, 2017) (BEGUM, 2008). A FIV
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foi introduzida pela primeira vez como tratamento para a infertilidade em 1978 e as taxas de
sucesso aumentaram de forma constante nas décadas subsequentes. Muitos fatores
contribuiram para a melhoria da fertilizacdo in vitro, incluindo o advento de novas técnicas e
procedimentos laboratoriais, como o tratamento do esperma e do embrido, a criopreservacao,
a ICSI e o diagndstico genético pre-implantacdo (PGS) (BING; OULLETTE, 2009).

As indicacdes para as TRA tém se expandido significativamente desde o sucesso da
primeira gravidez por fertilizacdo in vitro (MAHMOUD, et al, 2013). Nos casos de FIV
convencional as indicacfes incluem: endometriose que ndo respondeu ao tratamento ou a
cirurgia; auséncia de tubas uterinas ou bloqueio tubario bilateral; doenca que ndo pode ser
tratada com sucesso por cirurgia; infertilidade secundaria aos anticorpos espermaticos;
infertilidade idiopatica que ndo respondeu a outros tratamentos; contagem de esperma ou
motilidade baixa com quantidade suficiente para permitir a fertilizacdo no laboratério e
doenca genética que resulta em aborto espontaneo ou nascimentos anormais. A ICSI, que é
um procedimento em que um Unico espermatozoéide € injetado no citoplasma do odcito, €
utilizada quando ha falha recorrente de fertilizacdo devido a desordens dos gametas, as
indicacBes sdo: oligospermia grave onde a contagem de espermatozoides € inferior a 5
milhGes/ml; atenoespermia grave, teratospermia onde mais de 70% dos espermatozoides séo
morfologicamente anormais; azoospermia obstrutiva; vasectomia; obstrucdo inflamatéria do
canal deferente; disfuncdo ejaculatdria; paraplegia masculina e anticorpos antiesperma em
ambos os parceiro masculino e feminino (MAHMOUD, et al, 2013) (BEGUM, 2008).

O processo da FIV consiste em vérias etapas: estimulacdo da ovulagdo, recuperacao de
odcitos (puncdo), fertilizacdo dos dvulos; cultura de embrides, e posteriormente, a
transferéncia de embrifes para a cavidade uterina (WDOWIAK; WDOWIAK; BOJAR,
2016). As taxas de gravidez sdo em torno de 34% por ciclo e uma gravidez cumulativa com
taxa aproximada de 90%. O aborto espontaneo € de 19% a 22%, 0 que € um pouco maior do
que para a populacéo fértil. O risco de malformacéo congénita nas gestacoes realizadas apds a
FIV néo é superior ao da populacdo em geral, todavia, como a maioria das mulheres que
fazem a FIV estdo em idade avangada, pode ocorrer uma anomalia relacionada. A incidéncia
de aborto espontaneo, baixo peso ao nascer e prematuridade sdo maiores nas gravidezes por
FIV do que em gravidezes naturais (BEGUM, 2008).

Apesar dos avangos recentes, apenas a minoria dos embrides que sdo designados de

qualidade suficiente conseguem implantar (SCOTT JR et al., 2013). Dado do Centro para
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Registro de Controle e Prevencdo de Doengas de 2011 indica que nos Estados Unidos menos
de 19% dos embrides transferidos progridem para o nascimento de uma criangca (CDC, 2011).
A aneuploidia é o tipo mais comum de anormalidade cromossdmica e a principal causa de
falha na implantacdo, aborto espontaneo e anormalidades congénitas em seres humanos
(VIALARD, 2011). Apesar de o desenvolvimento morfologico temporal ser aparentemente
normal, a maioria dos embrifes ndo implanta, e muitos dos que conseguem, posteriormente,
falham precocemente na gravidez. Desse modo, aneuploidia € uma consideracdo primaria ao
avaliar estratégias de triagem para a competéncia reprodutiva embrionaria, pois esta

relacionada as falhas de implantagdo embrionaria (SCOTT JR et al., 2013).

O diagndstico genético pré-implantacional (PGS) é a préatica de se obter a bidpsia
celular de um od6cito ou embrido humano em desenvolvimento adquirido através FIV, avaliar
a composicao genética desta amostra e usar essas informacgdes para determinar quais embrides
serdo ideais para a transferéncia uterina subsequente (BREZINA, 2011). O PGS melhorou as
taxas de implantacéo e reduziu taxas de aborto espontaneo, particularmente nos pacientes com
risco aumentado de produzir embriGes aneuploides (LEE et al., 2013). Em particular, a
biopsia de trofoderme e 0 exame cromossémico abrangente, agora, representam a abordagem

mais promissora de PGS para detectar aneuploidias (BARASH et al., 2017).

A biopsia embrionéaria elevou as taxas de implantacéo para cerca de 70% a 80%, devido
a isso, muitos casais com riscos de gerar embrides aneuploides buscam por essa tecnologia
(LEE et al., 2013). Atualmente, especialistas buscam no desenvolvimento embrionario, algum
fator que possa predizer qual embrido teria melhor chance de ser euploide, tentando evitar
assim a realizacdo da analise genética desnecessaria de embrides sem anormalidades
cromossdmicas, com isso reduzindo custos, mas mantendo as mesmas taxas elevadas de

gravidez.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da FIV

As técnicas de reproducdo assistida iniciaram uma nova era na medicina reprodutiva,
quando, ha mais de 30 anos, resultou na primeira crianga concebida in vitro na Inglaterra.
Desde entéo, o desenvolvimento tecnoldgico promoveu maiores taxas de sucesso. Estima-se
gue aproximadamente 5 milhdes de bebés tenham nascido no mundo até hoje por TRA (DE
CARVALHO etal., 2013).
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Para muitos casais, a Unica chance de possuir prole serd o procedimento de FIV. Os
procedimentos de FIV s&o o método mais eficaz de tratamento da infertilidade, e sua chance
de sucesso depende de muitos fatores (WDOWIAK; WDOWIAK; BOJAR, 2016). A FIV
consiste em varias etapas: estimulacdo da ovulacdo, recuperacdo de odcitos por puncéo,
fertilizacdo dos docitos, cultura de embrides e posteriormente, a transferéncia de embrides

para a cavidade uterina.

Para obter 6vulos de boa qualidade durante FIV, a estimulacdo da ovulacao é realizada
usando gonadotropinas em combinacdo com a co-administracdo de um antagonista do
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) ou agonista de GnRH (KLEMETTI et al.,
2005). As gonadotropinas sdo dadas sob a forma injegOes diariamente para estimular os
ovarios a produzir maltiplos ovdcitos. Apds 36 horas de injecdo de hCG, os ovdcitos maduros
sdo coletados. Isso é feito geralmente com a paciente em sedacdo profunda ou anestesia geral,
e leva entre 10-30 minutos dependendo do numero de foliculos que cresceram em resposta as
drogas (WDOWIAK; WDOWIAK; BOJAR, 2016). A puncdo folicular é ecoguiada com
sonda vaginal. Apos a obtencdo dos ovdcitos e a preparacdo dos espermatozddes, esses sao
fertilizados pela FIV classica método ou injecdo intracitoplasmatica de esperma (ICSI) de
acordo com a qualidade da ejaculacdo. Os embrides sdo cultivados durante 3 a 5 dias; e depois
sdo transferidos para o fundo para o Utero (HELLANI et al., 2008).

2.2. Fatores que influenciam no resultado da FIV
2.2.1. Disfunc¢do ovulatoria

Um dos principais fatores de infertilidade associados ao elemento feminino do casal
relaciona-se com as disfuncdes ovulatorias. Estas sdo, normalmente, resultado de déficit
hormonal, nomeadamente de gonadotrofinas, que afetam o correto ciclo menstrual,
representadas por ciclos menstruais irregulares e anovulagcdo. Assim, os tratamentos dos
problemas de disfungdo owvulatoria sdo, geralmente, determinados por administracdo de
suplementos hormonais, que reestabelecem os niveis de hormonio luteinizante (LH) e foliculo
estimulante (FSH). As disfungdes ovulatorias incluem também, faléncia ovarica prematura,

amenorreia hipotaldmica, hiperprolactinemia e anomalias da fase lutea (COSTA, 2016).

A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) representa a principal endocrinopatia
ginecoldgica na idade reprodutiva, sendo considerada a causa mais comum de infertilidade

por anovulacdo. Os tratamentos propostos para a SOP incluem mudancas no estilo de vida,
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uso de drogas insulino-sensibilizantes e indutores da ovulagdo, uso de gonadotrofinas,
tratamento cirdrgico com laparoscopia e métodos de reproducdo de alta complexidade.
(SANTANA, 2008)

A fertilizacdo in vitro (FIV) demonstrou ser tratamento eficaz para mulheres com SOP
refratarias ao tratamento com indutores da ovulagcdo (DOR, 1990; HOMBURG, 1993).
Porém, em estudo realizado por Reis (2004) verificou-se que o sucesso da FIV esta
comprometido em mulheres com SOP por apresentarem recrutamento de maior nimero de
foliculos com diametros reduzidos, taxa reduzida de fertilizacdo e elevada taxa de sindrome

de hiperestimulacao ovariana (SHO).

Em estudo realizado por Resende et al. (2010), foi analisada a concentracdo dos
horménios esteroides no fluido folicular (FF) de foliculos de mulheres com sindrome dos
ovarios policisticos (SOP) submetidas a hiperestimulacdo ovariana controlada (HOC) e FIV
foi verificado que mulheres com SOP apresentam altas concentracGes de testosterona no FF,
independentemente do estdgio de desenvolvimento folicular, e niveis de progesterona
diminuidos, sugerindo que fatores paracrinos podem inibir sua secrecdo pelas células
foliculares. As taxas de gravidez mostraram que o tratamento de HOC e FIV é uma boa opcéo

para mulheres com infertilidade secundaria a SOP.

Marquad (2011) determinou que as mulheres com SOP e obesidade tém od6citos
menores e que quando subdivididas pelo indice de massa corporal, tanto a SOP como a
obesidade influenciam, de forma independente, o tamanho do od6cito. Até agora, pouco se
sabe sobre a informacdo genética de odcitos e embriGes de pacientes com SOP, e 0 nimero
limitado de estudos tem se concentrado na aneuploidia antes da concepcéo. Entretanto, estudo
demonstrou que nao ha relagdo da aneuploidia com a SOP (WANG, 2016).

2.2.2. Diminuicdo da reserva ovariana

A reserva ovariana é a quantidade de foliculos ovarianos disponiveis para recrutamento.
Representa o potencial funcional do ovario por meio da quantidade e da qualidade dos
oocitos. Entre os testes para avaliacdo da reserva ovariana, empregam-se 0s marcadores
bioquimicos, os metodos de imagem e os testes dindmicos. Os marcadores bioquimicos
empregados sdo: hormonio FSH basal, estradiol, inibina A e B, e fator de inibicdo milleriana.
Os marcadores de imagem sdo: contagem dos foliculos antrais, volume ovariano total e

analise do fluxo das artérias uterinas. Os testes dinamicos, por sua vez, sdo: teste apds
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estimulo com clomifeno e a resposta de estradiol e inibina apds estimulo com FSH ou
agonista do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) (SILVA, et al, 2014).

A medida que a mulher vai envelhecendo, o processo de atresia folicular é acelerado,
levando a um decréscimo acentuado tanto do nimero, como da qualidade dos ovocitos. A
baixa qualidade ovocitéria reflete-se num aumento do risco de anomalias cromossomicas
embrionarias com o avancar da idade materna, resultando num risco aumentado de morte

fetal, aborto espontéaneo e gravidez ectopica (COSTA, et al, 2016)

Embora a qualidade embrionéria, do ponto de vista morfol6gico, ndo seja diferente entre
mulheres de diferentes faixas etarias, o nimero de o6citos coletados, o0 nimero de embrides
transferidos e as taxas de gravidez confirmam que a idade da mulher € um importante fator
preditivo das taxas de sucesso das técnicas de reproducdo assistida e deve ser levada em
consideracdo no momento da proposta desse tipo de tratamento para mulheres com mais de 40
anos (GOMES et al, 2009). Em estudo realizado por Hourvitz et al (2009), foi evidenciado
um declinio acentuado nas taxas clinicas de gravidez e parto, acompanhado por um aumento

nas taxas de aborto espontaneo em pacientes com mais de 42 anos de idade.

Pacientes com aborto recorrente e com diminuicdo da reserva ovariana tém uma
porcentagem maior de blastocistos aneupldidesquando comparadas com pacientes com
abortos recorrentes, mas com teste de reserva ovariana normal. A diferenca é mais

significativa em pacientes com idade <38 anos (SHAHINE, et al, 2016).

2.2.3. Endometriose

A endometriose é uma doenca cronica, inflamatoria, estrogénio-dependente que ocorre
durante o periodo reprodutivo da vida da mulher, caracterizando-se pela presenca de tecido
endometrial, glandula e/ou estroma, fora da cavidade uterina, sugere-se que o refluxo
menstrual atua como facilitador do transporte dos implantes endometriais para a cavidade
peritoneal (FEBRASGO, 2014).

O tratamento para infertilidade associada a endometriose ainda permanece obscura. As
evidéncias cientificas disponiveis indicam que a supressdo da fungdo ovariana apenas com o
tratamento hormonal, ndo melhora as taxas de gravidez. O tratamento cirdrgico é, entretanto,
provavelmente eficaz em todos os estagios da doencga. Nos casos de endometriose minima e
leve, corrigida cirurgicamente e com anatomia pélvica normal, a inseminacdo intrauterina,

acompanhada de hiperestimulo ovariano controlado, é recomendada. Em casos de
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endometriose avancada, especialmente se estiver associada a alteracfes tubérias, fatores
masculinos ou falha de tratamento prévio, apds laparoscopia a melhor opcéo é a fertilizacdo in
vitro (FIV) (CROSERA et al, 2010; MASSER e TAYLOR, 2012).

Em estudo analisou se a presenca de endometriose per se esta associada a taxas de
gravidez inferiores em mulheres submetidas a fertilizacdo in vitro (FIV), concluiu que nem a
presenca nem a extensdo da endometriose tém efeito prejudicial nas taxas de gravidez por
fertilizacdo in vitro e que embora as pacientes com endometriose moderada a grave tenham
reserva ovariana significativamente menor, isso ndo reflete as menores taxas de gravidez
(POLAT et al, 2014). Em outra pesquisa, verificou-se que, como um todo, a endometriose,
por si sO, ndo estd associada a pior resultado da FIV. Uma excecdo pode ser o caso de
mulheres com reserva ovariana significativamente diminuida, necessitando de estimulacédo
agressiva, resultando em um numero comprometido de odcitos e embrides (POLAT et al,
2015).

Juneau et al (2017), , buscou determinar se a endometriose resulta em um risco
aumentado de aneuploidia embrionaria. Pacientes que se submeteram a FIV, utilizando a
triagem genética pré-implantacional (PGS) com endometriose identificada por diagnostico
cirtrgico ou por achados ultrassonograficos foram analisadas. Essa analise descobriu que
mulheres com endometriose submetidas a fertilizacdo in vitro ndo possuem risco aumentado
de aneuploidia. Pacientes com endometriose submetidos a fertilizacdo in vitro tém taxas de
aneuploidia equivalentes a pacientes da mesma idade que ndo tém endometriose, sendo
provavel que a reducdo do sucesso na reproducdo assistida observada em pacientes com
endometriose envolva multiplos mecanismos patoldgicos. Em estudo realizado com o0citos
de bovinos, pela semelhanca em tamanho e morfologia com od6citos humanos, foi suposto
gue o estresse oxidativo no microambiente folicular pode prejudicar a maturacdo nuclear e
promover a génese de anomalias oocitarias meiodticas em mulheres inférteis com endometriose
(DA BROI, 2013).

2.2.4. Fatores uterinos

Entre os fatores uterinos, destacam-se as malformacgdes desse orgdo, como a forma
uterina anormal e o septo intra-uterino; pélipos, leiomioma e sindrome de Asherman. Miomas
grandes podem causar infertilidade ao prejudicar o revestimento uterino, bloqueando as tubas
uterinas, distorcendo a forma da cavidade uterina ou alterando a posi¢do do colo do Utero
(ENIOLA,2017).
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A implantacdo bem sucedida requer um endométrio receptivo, um embrido funcional e
conversa cruzada sincronizada entre o endométrio e embrido. Cada vez mais anormalidades
estruturais do Utero foram reconhecidas como fatores significativos limitantes para o sucesso
de fertilizacdo in vitro (PALTER, 2011).

2.2.5. Fatores masculinos

Os fatores masculinos influenciam nos resultados da fertilizagdo in vitro, desse modo,
as amostras seminais sdo analisadas levando em consideracdo parametros macroscopicos e
microscopicos. Ao exame macroscopico sdo avaliados a liquefacdo, o volume, o Ph, a cor e o
cheiro. J& ao exame microscopico avalia-se a motilidade, a vitalidade, a concentragdo, a
hiposmolaridade e a morfologia (ALVES, 2013).

Uma viscosidade elevada associada a uma motilidade reduzida pode ter consequéncias
relevantes na capacidade de fertilizacdo, devido a baixa probabilidade dos espermatozoides
conseguirem escapar a um ejaculado téo viscoso (JEYENDRAN, 2003).

A quantidade de espermatozoides com motilidade progressiva influencia a taxa de
gravidez (ALVES, 2013), pois aumenta a probabilidade de alcancar o ovdcito. Os
espermatozoides imoveis sdo incapazes de migrar pelo muco cervical e mesmo que se
encontrem no local de fecundagéo ndo conseguem atravessar o cumulus nem a corona radiata,
sendo, consequentemente, incapazes de penetrar a zona peliucida (JEYENDRAN, 2003).
Deste modo, a motilidade permite prever a capacidade dos espermatozoides para atingir o

ovacito.

Para que um espermatozoide seja classificado como normal, nenhum defeito evidente
pode ser visivel na cabeca, no colo/peca intermédia ou na cauda. Existem, no entanto,
diversos tipos de anomalias, que podem ocorrer em cada uma das partes do espermatozoide,
sozinhas ou combinadas, devido a erros na espermatogénese ou a patologias nos epididimos
(JEYENDRAN, 2003).

Estudo demonstrou que fatores masculinos severos podem prejudicar a competéncia
embrionaria precoce em relacdo a taxa de fertilizagdo e potencial de desenvolvimento. No
entanto, a taxa de euploidia e potencial de implantacdo dos blastocistos obtidos s&o
independentes da qualidade espermatica. Ou seja, 0s parametros utilizados para analisar a

qualidade do espermatozoide ndo influenciam na euploidia embrionaria (MAZZILLI, 2017).
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2.3. Classificacdo embrionéria

Morfologicamente o embrido pode ser classificado em A: qualidade superior, B: boa
qualidade (ndo para transferéncia de um Unico embrido eletivo), C: qualidade embrionéria

prejudicada, D: ndo recomenda a transferéncia (inclui todos os embriées multinucleados).

2.3.1. Dialap6s FIV

No primeiro dia apds fertilizacdo in vitro, ha formagdo dos pro-nucleos (PN) e a
primeira clivagem, encontrando-se, nesse momento, 2 blastdbmeros. Nesse momento pode-se
classificar o tipo do PN em: simétrico, ndo simétrico e anormal. A categoria anormal inclui
PN sem corpos precursores nucleolares e aqueles com um Unico corpo precursor nucleolar
(ALPHA; ESHRE, 2011).

2.3.2. Dia2apo6s FIV

No segundo dia de desenvolvimento embrionario, o embrido deve possuir 4
blastémeros de tamanho igual formando um arranjo tridimensional, com auséncia de células
multinucleadas. No entanto, devido a variacfes nesse estagio, classifica-se o embrido no
segundo dia de acordo com a fragmentagdo, multinucleacdo e tamanho das células. Podem
assim ser de grau 1 ou bom, com menos de 10% de fragmentagéo, blastomeros de tamanhos
iguais e sem multinucleacdo; grau 2 ou razoavel, com 10-25% de fragmentacdo, maioria dos
blastbmeros de tamanhos iguais e sem multinucleacdo; e grau 3 ou pobre, com mais de 25%
de fragmentacdo, considerada severa, células de tamanhos diferentes e com evidencia de
multinucleacdo. (ALPHA; ESHRE, 2011).

2.3.3. Dia3e4apos FIV

Nessa fase espera-se que o embrido tenha em torno de 8 blastomeros mononucleados, de
tamanho igual. O embrido que permanece em cultura precisa ser mudado nesse periodo para
um meio com caracteristicas diferentes, pois a partir desta fase as necessidades nutricionais
sdo distintas. No quarto dia inicia o processo de compactagdo celular, caracterizada pelo
aparecimento de uma massa celular compactada distribuida por todo o seu tamanho (ALPHA;
ESHRE, 2011). Nesse momento classifica-se o embrido em grau 1 ou bom, havendo
evidéncia de compactacdo que envolve todo o seu volume; grau 2 ou razoavel, a compactacao
estd na maior parte do volume do embrido; e grau 3 ou pobre, com uma compactagdo
desproporcional. O sistema de pontuagédo por consenso para os embrides do Dia 4 classificou
como 1/BOM: Entrou em uma quarta rodada de clivagem. Evidéncia de compactacdo que
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envolve virtualmente todo o volume do embrido; 2/RAZOAVEL: Entrou em uma quarta
rodada de clivagem. A compactacdo envolve a maior parte do volume do embrido; 3/RUIM:
Compactacao desproporcional envolvendo menos da metade do embrido, com duas ou trés
células remanescentes como blastdmeros discretos (ISTANBUL CONSENSUS, 2011)

2.3.4. Formacéo do Blastocisto

O embrido devera atingir o estado de blastocisto por volta do quinto ou sexto dia de
cultura. Um blastocisto de elevada qualidade deve estar bem expandido, possuir uma
trofoectoderme com um grande numero de células bem definidas, formando um epitélio
coesivo, e uma massa celular interna (MCI) bem distinta, proeminente e com muitas células
bem compactadas.. A massa intracelular e um trofoectoderma funcional tem um alto valor
prognostico para implantacdo e desenvolvimento fetal. A classificacdo do blastocisto foi
realizada de acordo com do estagio de desenvolvimento (1=Prematuro; 2=Blastocisto;
3=Expandido; 4=Hatched/hatching), da massa intracelular (1/BOM = Proeminente, facilmente
discernivel, com muitas células compactadas e firmemente aderidas; 2/RAZOAVEL =
Facilmente discernivel, com muitas células que sdo agrupadas livremente; 3/POBRE = Dificil
de discernir, com poucas células) e do trofoectoderma. (ISTANBUL CONSENSUS, 2011).

A avaliacdo morfologica dos blastocistos foi realizada de acordo com a classificacdo de
Gardner e Schoolcraft (Gardner and Schoolcraft, 1999) e incluiu trés Parametros diferentes:

grau de expanséo, grau do MCI e o tipo de trofoectoderma (GARDNER, 1999).

O grau de expanséo foi avaliado como um dos seguintes: (1) blastocisto inicial, sendo
blastocele inferior a metade do volume a do embrido; (2) um blastocisto com blastocele, cujo
0 volume é metade ou maior que a metade do embrido; (3) um blastocisto completo com uma
blastocele preenchendo embrido; (4) um blastocisto expandido com volume de blastocele
maior que a do blastocisto, com um desbaste zona; (5) um blastocisto em eclosdo comecgando
a herniar através da zona; e (6) um blastocisto eclodido, no qual o blastocisto escapou
completamente da area. Para blastocistos em grau 3 de expansdo, inicia a classificacdo dos
tipos de MCI e de trofoectoderma. O MCI foi avaliado da seguinte forma: (A) massa
fortemente compactada, com muitas células; (B) massa fracamente agrupada, com menor
numero de células; e (C) massa com poucas células. O trofoectorderma foi classificado como:
(A) muitas celulas que formam um epitélio coesivo e denso; (B) poucas células formando um
epitélio solto; e (C) muito poucos células grandes (PCASRM et al., 2017). Para cada um dos

estagios de desenvolvimento, foi acordado que a massa intracelular e o trofoectoderma devem
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ser classificados em relacdo a escala Gardner A — C, mas que uma nota de 1-3 (ao invés de A
— C) deve ser dada - com equivalente a Grau 1 para Gardner A (ISTANBUL CONSENSUS,
2011).

2.4. Avaliacdo embrionaria do blastocisto

Atualmente, hd uma escassez relativa de estudos que tentaram encontrar ligacdes
confiaveis entre morfologia e aneuploidia tanto para embrides em fase de clivagem quanto

para blastocistos usando triagem cromossémica (MAJUMDAR et al., 2017).

Quanto ao embrido em fase de clivagem, estudo demonstrou que taxa de
desenvolvimento embrionario e parametros como grau, tipo de fragmentagdo e simetria dos
blastdmeros refletem o status citogenético do embrido e, portanto, sdo importantes na selecdo
de embriGes com o maior potencial de implantacdo (PHAN et al, 2014). Outro estudo
encontrou que embrides com 6 a 9 células no estagio de clivagem devem ser considerados
para transferéncia e que o nimero de blastbmeros poderia ser usado em conjunto com a
cultura estendida para melhorar a selecdo de embrides euploides, especialmente quando
embrides supranumerarios estdo disponiveis (KROENER et al, 2015). Em ambos os estudos,
foram encontradas evidéncias da influéncia da morfologia em estagio de clivagem na

euploidia embrionaria,

Em um estudo, a morfologia do blastocisto e a taxa de desenvolvimento foram
significativamente associadas a euploidia, enquanto que a morfologia do estagio de clivagem
ndo era. A morfologia geral do embrido no dia 3 é um indicador pobre do status de euploidia.
A associacdo foi considerada forte quando a morfologia do estagio de blastocisto foi
correlacionada com a taxa de aneuploidia, sendo que todos os parametros morfol6gicos de um
embrido em fase de blastocisto eram preditivos de euploidia. Os blastocistos que estavam se
expandindo com alta pontuagdo de massa celular interna (MCI) e trofoectoderme (TE)
tiveram maior chance de serem euploides do que aqueles com notas menores. Individualmente
também, o escore do trodoectoderme ou do MCI foi positivamente associado ao status de
euploidia do embrido. A taxa de desenvolvimento de um blastocisto também foi altamente
indicativa de euploidia. Os embrides que tém uma taxa de desenvolvimento mais lenta e
atingem o estagio de blastocisto no dia 6 tiveram uma taxa de aneuploidia significativamente
maior do que os embrides de crescimento mais rapido que alcancaram a expansao total no dia
5 (MAJUMDAR et al., 2017).
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Em estudo comparativo realizado entre 2013 e 2016 e publicado em 2017, com 3705
embrides analisados, relatou um vinculo entre as caracteristicas morfoldgicas do embrido e a
aneuploidia, onde a associacdo entre a morfologia do blastocisto e a anormalidade
cromossomica foi avaliada ndo apenas com base na morfologia da MCI/TE, mas também pelo
grau de expansdo do blastocisto e na dindmica do desenvolvimento embrionério. A anélise
dos dados mostrou diferenca na taxa de gravidez em curso entre 0os embrides que estavam
disponiveis para uma bidpsia no dia 5 em comparacédo ao dia 6 e ainda fornecendo evidéncias
de que os pacientes com ciclos apresentando um blastocisto disponivel no inicio do dia 5 tém
um melhor prognoéstico para o nascimento vivo no desfecho. Nesse estudo o cultivo
prolongado de embrides até o estagio de blastocisto revela uma forte correlacdo entre a
morfologia embrionaria e o estado genético do embrido, provando a associacdo entre as
caracteristicas morfoldgicas, os resultados clinicos e a genética dos embrides nos ciclos de
triagem genética de pré-implantacdo, onde a idade da paciente continua sendo o principal
responsavel pelas taxas de euploidia, qualidade do embrido e dindmica do desenvolvimento
embrionario in vitro (BARASH et al, 2017)

2.5. Diagnostico Genético Pré-implantacional (PGS)

O diagnostico genético (PGS) € a préatica de obter uma bidpsia celular de um embrido
para avaliar a composicao genética, permitindo a selecdo de um embrido geneticamente ndo
afetado para transferéncia (BREZINA et al, 2012).

Mais recentemente, as indicag¢fes para PGS se expandiram para incluir rastreio de todos
0s 24 cromossomos para detectar aneuploidia abrangente em pacientes com um cariétipo
normal (PGS-Aneuploidy, PGS-A). Em teoria, essa abordagem deveria melhorar os
resultados clinicos de FIV, melhorando as taxas de implantacdo e reduzindo taxas de aborto
espontaneo, particularmente nos pacientes com risco aumentado de produzir embrides
aneuploides, como mulheres de maternidade avancada idade, falhas recorrentes de

implantacéo ou aborto recorrente (LEE et al, 2013).

Mais recentemente foi identificada a presenca do mosaicismo celular nos embrides, ou
seja, a presenca de mais de uma linha celular distinta dentro de um embrido, cada um com
contagens cromossémicas (consequéncia da segregacdo cromossémica e erro durante a
mitose, isto €, apos a fertilizagdo). Frequentemente embrides em mosaico ndo contém células
eupldides, apenas uma mistura de diferentes linhas celulares aneupldides. No entanto, em

alguns casos, um embrido pode ser composto por uma combinacdo de células normais e
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anormais, e sdo esses embrides que s&o risco particular de erros de diagnostico, pois 0 PGS do
trofoectoderme pode encontrar um falso positivo ou um falso negativo. No entanto, a
transferéncia de embrides com uma biopsia de trofectoderma eupldide, em detrimento
daqueles com evidente mosaicismo, resulta em maiores taxas de implantacdo e um risco
menor de aborto (MUNNE, 2016).

O PGS-A também encoraja a melhor pratica clinica da TRA ao apoiar a sele¢do de um
Unico embrido euploide para transferéncia, minimizando assim nascimentos multiplos e os
riscos simultdneos para maes e bebés (LEE et al, 2013). A triagem de aneuploidia é
amplamente aceita, no entanto, 0s custos dessa abordagem sao muito altos e isso dificulta sua
realizacdo pelos casais. (HELLANI et al, 2008).

2.6. Transferéncia de embrides

A transferéncia de embrides, ou seja, 0 momento em que o embrido é colocado no Utero
materno com ajuda do ultrassom, é de vital importancia e considerado critico para o sucesso
da gravidez, visto que é envolvido por variaveis multiplas que podem afetar o sucesso do
método (SCHOOLCRAFT, 2016).

A escolha do embrido e 0 momento de sua transferéncia, que pode ser realizada em D2,
D3 ou blastocisto, é a primeira etapa do processo (BROWN; DAYA; MATSON, 2016).
Quanto a escolha pela utilizacdo de embribes criopreservados ou naturais, existe uma
preferéncia pelos congelados por provaveis desfechos favoraveis na gestacdo (EVANS et al.,
2014). Uma meta-analise sugeriu que a transferéncia de embrides congelados teve um
desempenho significativamente melhor nas taxas de nascidos vivos, de gravidez clinica, de
aborto espontaneo e de ocorréncia da sindrome de hiperestimulacdo ovariana moderada a
grave do que na transferéncia de embriGes frescos (ZHANG et al, 2018). Além da forma que
0 embrido é conservado, o seu estagio de desenvolvimento altera o sucesso do procedimento
(PCASRM et al, 2013).

O procedimento é minucioso, pois cada detalhe pode alterar o resultado da fertilizacéo.
Inicia-se com a colocagdo do espéculo e em seguida a introducdo do cateter. Sabe-se que a
retirada de muco do cateter, o tamanho do mesmo e a utilizacdo do ultrassom para avaliacéo
do procedimento sdo requisitos para o sucesso da fertilizacdo. Em seguida ha a inser¢do do
embrido, previamente analisado e selecionado (ALPHA; ESHRE, 2011).
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Diante dos aspectos supracitados, juntamente com a corroboracdo da literatura, este
estudo pretende identificar quais fatores sdo preditivos para que haja a formagdo de um
embrido euplodide, ou seja, a formacdo de um embrido dito normal, para, finalmente, passar
pelo diagndstico pré-implantacional para analise genética do embrido. Essa avaliacdo
combinada dos parametros de geracdo embrionaria e da técnica de fertilizacdo in vitro,
poderia favorecer o aperfeicoamento do processo de selecdo do melhor embrido, evitando,
assim, a submissdo de todos os embrides de um mesmo casal a técnica de PGS, propiciando,
além da diminuicéo dos custos do procedimento, uma possivel elevacdo nas taxas de gestacao

bem sucedidas.
3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Tipo de estudo
Estudo transversal.
3.2. Populacéo e Aspectos Eticos

Foram selecionados 431 embrifes de pacientes com diagnostico de infertilidade
conjugal com indicacdo para realizar fertilizacdo in vitro Centro de Medicina Reprodutiva Pré
Social e Clinica Pronatus — Medicina Reprodutiva / Belém que fizeram PGS no periodo de 13
de marco de 2013 a 30 de abril de 2018 e que atenderam os critérios de inclusdo mencionados
a seguir. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética do Instituto de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Para - ICS/UFPA, sob 0 CAAE: 12779919.0000.0018 (ANEXO A).

Todas as pacientes estiveram em protocolo assistencial de atendimento para FIV.
3.3. Critérios de inclusdo

As pacientes incluidas no estudo foram pacientes submetidas a FIV no respectivo
periodo e seguiram o0s seguintes protocolos de atendimento: avaliacdo pré-conceptual
protocolar do casal, avaliacdo da reserva ovariana, contagem de foliculos antrais no dia 2 ou 3
do ciclo menstrual, além da dosagem de FSH, horménio luteinizante (LH) e estradiol e

horménio antimulleriano no 3 dia do ciclo menstrual.
3.4. Procedimentos

Foram analisados 431 embrides de pacientes que passaram pelo processo de FIV e que

foram analisados por PGS. As pacientes forma submetidas a avaliacdo pré-conceptual
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protocolar, posteriormente, foi realizada uma contagem de foliculos antrais no dia 2 ou 3 do
ciclo menstrual, além da dosagem de FSH, hormdnio luteinizante (LH) e estradiol. No 6° dia
do ciclo foi iniciado o acompanhamento do crescimento folicular através do US tv e a cada
dois dias até o crescimento adequado dos foliculos. Quando um ou mais foliculos estavam
com 14 mm ou mais, foi iniciado o0 antagonista do GNRH (orgalutram). Apds o 9° dia, a dose
complementar de RFSH (PUREGON) 150 Ul dia foi iniciada. Quando a maior parte dos
foliculos atingiu 17 mm ou mais, desencadeou-se 0 processo de maturacdo dos odcitos pela

administracao de HCG (250 pg), sendo programada a captagao ovular apos 34 a 36 horas.

Os odcitos foram colhidos pela aspiracdo individual de cada foliculo, por meio de
agulhas especiais. A intervencédo foi realizada em torno de 26 a 28 horas depois da deteccédo
do pico de LH enddgeno (ciclo natural) ou de 34 a 36 horas apés a injecdo de hCG (ciclos

estimulados).

O esperma foi coletado por masturbacdo (dois dias de abstinéncia sexual) em placa de
cultura. Uma vez liquefeito, foi processado segundo as técnicas de capacitacdo espermatica.
Apbs o preparo, foi determinada a concentracdo dos espermatozoides mdveis em progressao
linear. Ajustou-se a concentracdo entre 1 e 2 milhGes de espermatozoides moveis por ml,
conservando-se o material na temperatura de 37°C e na atmosfera de CO2 a 5%. Os 00citos
foram inseminados com 100 mil a 150 mil espermatozoides méveis por ml, apds quatro a seis
horas da coleta. Em casos de oligozoospermia moderada ou grave e/ou astenozoospermia,

utilizou-se a técnica de injecdo intracitoplasmética de espermatozoides (lIE).

Apbs a puncdo folicular por ultrassom vaginal, o liquido folicular foi depositado em
placas de cultura. Em seguida, os odcitos foram identificados e seu complexo cumulus-
corona, removido por exposicao a hialuronidase e manuseio mecanico. A IIE foi realizada em
sistema com microscopio invertido e equipado com um sistema de lentes especiais e acoplado
a um micromanipulador automético. Uma delicada sucgdo foi aplicada cuidadosamente para
quebrar o oolema e evidenciar a presenca de ooplasma dentro da micropipeta, confirmando a
deposicdo intracitoplasméatica do espermatozoide. O processo de fertilizacdo normal foi
definido pela formacdo de dois pronucleos distintos, seguida do aparecimento de clivagem
embrionaria apds 24 horas da fertilizacdo. Um nimero ideal de embribes (anélise caso a caso)
foi transferido apds 48 horas, 72 horas ou 150 horas de cultura (periodo determinado de

acordo com cada situacgdo clinica), sendo os embrides excedentes criopreservados.
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3.5. Avaliagéo e classificacdo embrionaria

A avaliagdo da fertilizacdo e da morfologia embrionaria foram realizadas por
observacao da evolucgdo do embri&o nos dias 1, 2 e 3 (fase de clivagem) e dias 5 e 6 (fase de
blastocisto). No dia 4 o embrido ndo e avaliado por estar em fase de moérula (compactagéo),
fase que ndo ha paradmetros adequados para analise. Os parametros morfologicos para a
pontuacdo embrionéria foram: polarizacdo, presenca de halo citoplasmatico, nimero de
prondcleos e aparéncia pronuclear. Uma vez que as caracteristicas morfoldgicas estdo
relacionadas ao tempo poés-fertilizacdo, a pontuacdo do zigoto foi realizada dentro de um
periodo de tempo fixo apds a inseminacdo. Morfologicamente o embrido pode ser

classificado da seguinte forma:
e CLASSIFICACAO EMBRIONARIA:

A: qualidade superior.
B: boa qualidade (ndo para transferéncia de um unico embrido eletivo).

C: qualidade embrionaria prejudicada.

D: ndo recomenda a transferéncia (inclui todos os embrides multinucleados).
3.6. Avaliacao da fertilizagéo

D1: O odcito fertilizado considerado ideal foi o esférico e com dois corpos polares, dois
pronucleos justapostos centralmente localizados e de tamanho uniforme, com membranas
distintas. Os prondcleos tinham numeros e tamanhos equivalentes de nuacleos polares
precursoes que estivessem idealmente alinhados equatorialmente na regido da justaposicéo da
membrana. Tanto o tamanho quanto a localizacdo do pronuclear foram avaliados no teste de
fertilizacdo. As seguintes caracteristicas dos prondcleos foram consideradas atipicas:
prondcleos amplamente separados; pronucleos de tamanhos grosseiramente diferentes;
micronucleos. O consenso sobre a pontuacao pronuclear foi que deveria haver trés categorias:
simétrica; ndo simétrico; e anormal. A categoria anormal inclui prondcleos sem nucleos
polares precursores (os chamados "pronucleos fantasmas™) e aqueles com um unico corpo
precursor nucleolar ("pronucleos de olho de boi"), que foram associados a resultados

anormais em modelos animais.

D2/D3: O consenso é de que, em média, 0os embrides que se separaram mais lentamente

do que a taxa esperada tém um potencial de implantacdo reduzido, e que os embrides que se
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clivaram mais rapidamente do que a taxa esperada sdo provavelmente anormais e tém um
potencial reduzido de implantagdo. Portanto, a observagdo para o desenvolvimento
embrionario foi de 4 células no dia 2 e 8 celulas no dia 3, dependendo do tempo decorrido

pOs-inseminacao.

Um fragmento foi definido como uma estrutura citoplasmatica ligada a membrana
extracelular que tem 45 mm de didmetro em um embrido no Dia 2 e 40 mm de didmetro em
um embrido do Dia 3. Os graus relativos de fragmentagdo foram definidos como: leve (10%);
moderada (10-25%) e grave (0,25%). Os valores percentuais sdo baseados nos equivalentes
celulares, portanto, para um embrido de 4 células, a fragmentacdo de 25% equivaleria a um
volume de blastdmero. O consenso foi de que uma definicdo do impacto da localizacdo de
fragmentos ndo poderia ser incluida, pois isso pode ser um fenbmeno dindmico, ou seja, 0s

fragmentos podem se mover dentro do embrido.

A multinucleacdo foi definida como a presenca de mais de um ndcleo em um
blastbmero e inclui micronucleos. O consenso foi que a multinucleacdo esta associada a
diminuicdo do potencial de implantacdo, e que os embrifes multinucleados estdo associados a
um aumento do nivel de anomalia cromossémica e, como consequéncia, aumento do risco de
aborto esponténeo. Concordou-se que a avaliacdo de multinucleacgéo foi realizada no dia 2 (ou
seja, 44 +/- 1 h pds-inseminacdo), e que a observacdo de multinucleacdo em uma célula foi
suficiente para o embrido ser considerado multinucleado. O esquema de classificacdo para

multinucleacdo foi binario, observando sua presenca ou auséncia.

Para embrifes nas fases de 2, 4 e 8 células, os blastdbmeros deveriam ser de tamanho
uniforme. O esquema de classificacdo para o tamanho da célula foi binario, observando se
todos os tamanhos de células sdo apropriados para o estdgio. Outras caracteristicas
morfoldgicas, como a granulosidade citoplasmatica, a aparéncia da membrana e a presenca de
vacuolos, também foram usadas como parte da avaliagdo morfologica dos embriGes do Dia 2
e Dia 3.

Um embrido do Dia 2 foi considerado ideal (44 + 1 h pds-inseminagdo) com 4
blastdmeros mononucleados de tamanho igual em um arranjo tetraedrico tridimensional, com
10% de fragmentacdo. Um embrido foi considerado ideal no Dia 3 (68 + 1 h p6s-inseminacao)
com 8 blastbmeros mononucleados do mesmo tamanho, com 10% de fragmentacdo. O
formato de pontuacdo seria 0 numero de celulas, grau e razdo para o grau (por exemplo, 4

celulas, grau 2, fragmentacéo).
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D5/D6 (BLASTOCISTO): Foi considerado que um embrido ideal nesta fase de
desenvolvimento estava completamente expandido através de blastocistos eclodidos com uma
massa intracelular proeminente, facilmente discernivel e consistindo em muitas células, com
as células compactadas e firmemente aderidas, e com um trofoectoderma que compreende
muitas células formando um epitélio coeso. A massa intracelular e um trofoectoderma
funcional tem um alto valor prognostico para implantagdo e desenvolvimento fetal. A
classificacdo do blastocisto foi realizada de acordo com do estagio de desenvolvimento, da

massa intracelular e do trofoectoderma, seguindo o esquema abaixo:
e ESTAGIO DE DESENVOLVIMENTO:
Estagio 1 = Prematuro
Estagio 2 = Blastocisto
Estagio 3 = Expandido
Estagio 4 = Hatched/hatching
e MASSA CELULAR INTERNA:

1 - BOM: Proeminente, facilmente discernivel, com muitas células compactadas e

firmemente aderidas.

2 - RAZOAVEL: Facilmente discernivel, com muitas células que sdo agrupadas

livremente.
3 - POBRE: Dificil de discernir, com poucas células.
e TROFOECTODERMA:
1 - BOM: Muitas celulas formando um epitélio coeso.
2 - RAZOAVEL: Poucas células formando um epitélio solto.
3 - POBRE: Pouquissimas células.

Um embrido ndo viavel foi um embrido em que o desenvolvimento foi interrompido por

pelo menos 24 h, ou em que todas as células degeneraram ou foram lisadas.
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Todos os blastocistos foram biopsiados, enviados para PGS e divididos em 2 grupos:
grupo euploide (n = 201) e grupo aneupléide (n = 225). Foi realizada uma analise de
associacdo entre euploidia e aneuploidia com todas as varidveis do desenvolvimetno
embrionario, além das caracteristicas clinicas do casal, como idade, causa e tempo de
infertilidade, presenca ou ndo de endometriose, sindrome dos ovarios policisticos, fator
imune, fator trombofilico, nimero de foliculos antrais, peso, altura, qualidade seminal e

qualidade do odcito.

3.7. Analise estatistica

Analise estatistica foi realizada através do software SPSS. A anélise do qui-quadrado foi
utilizada para avaliar a diferenca nos valores categoricos e teste T para valores nédo
categdricos. Os valores continuos serdo apresentados como médias com desvio padrdo. O
odds-ratio foi utilizado para calcular a chance de aneuloidia embrionéria. Um valor de p <

0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

4. RESULTADOS

Dos 431 embriBes selecionados para estudo, foram excluidos 5 embrides por falha de
ampliacdo de DNA, sendo que no total foram analisados 426 embribes, os quais foram

divididos em euploides (201) e aneuploides (225).

Influéncia de fatores clinicos, doencas maternas e de reserva ovariana no risco de
aneuploidia embrionéria estd demosntarda nas tabelas 1 e 2. Quanto maior a idade média
materna, maior o risco de aneuploidia (grupo euploide 33,99 anos DP 3,98 idade versus grupo
aneuploide 36,48 anos DP 4,52 idade, p=0,001). Mulheres acima de 40 anos tem OR 2,9 (IC
1,6 — 5, P 0,001,) para aneuploidia. A endometriose tem um OR 0,4, (IC 0,1 — 1, P 0,049) para
aneuploidia. Os outros fatores como aborto de repeti¢éo, fator masculino, fator tubario, fator
uterino, SOP, fator imunologico, trombofilias, embrido fresco e poor responder ndo foram

associados com o risco de aneuploidia.



TABELA1

Influéncia de fatores clinicos e doencas maternas no risco de aneuplidia embrionaira

Euploide % (n) Aneuploide % (n) OR p?
Idade
<40 88,6% (163) 72,6% (151) 2.9 SG 0,001
> 40 11,4% (21) 27,4% (57)
Aborto de repeticdo
Nao 92,4% (170) 92,8% (193) 0,881
Sim 7,6% (14) 7,2% (15)
Fator tubario®
Nao 52,2% (96) 55,3% (115) 0,537
Sim 47,8% (88) 44,7% (93)
Fator uterino®
Nao 84,6% (154) 85,5% (177) 0,805
Sim 15,4% (28) 14,5% (30)
SOP
Nao 46,5% (86) 53,1% (111) 0,189
Sim 53,5% (99) 46,9% (98)
Endometriose
« 0,4(0,1-
Nao 91,4% (169) 96,1% (199) 1) 0,049
Sim 8,6% (16) 3,9% (8)
Fator imunologico
Nao 69,2% (128) 76,6% (160) 0,1
Sim 30,8% (57) 23,4% (49)
Trombofilias
Nao 85,4% (158) 88% (184) 0,441
Sim 14,6% (27) 12% (25)
Embrido fresco
Nao 84,6% (170) 79,6% (179) 0,179
Sim 15,4% (31) 20,4% (46)
Poor responder
Nao 97,9% (190) 94,9% (205) 0,103
Sim 2,1% (4) 5,1% (11)

® Teste: Qui-quadrado

® Fatores tubérios: aderéncias, mas formacdes, , laqueadura.

9 Fatores uterinos: mas formacdes, histerectomia, mioma.
¢ Poor responder: menos de 6 embrides
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TABELA 2

Influéncia de fatores clinicos e de reserva ovariana maternas no risco de aneuploidia
embrionaria

Euploide M (DP) Aneuploide M (DP) p?

Tempo de infertilidade 3,07 (2,53) 3,74 (3,24) 0,340°
Idade da mulher 33,99 (3,98) 36,48 (4,52) 0,001°
Peso da mulher 63,45 (8,04) 1233,78 (8711,85) 0,830°
Altura da mulher 3,16 (15,29) 2,82 (13,54) 0,861
Foliculos antrais 16,10 (8,99) 14,59 (11,44) 0,155
*T-test

Mann-Whitney

Média

Desvio Padrao

Na Tabela 3 estd demonstrada a avaliagdo dos fatores masculinoas no risco de
aneuplidia embrionaira. Os fatores como idade e qualidade do sémen (concentragéo,

motilidade, capacitacédo e espermatozoides ovais) ndo foram associados com aneuploidia.

TABELA 3
Avaliacdo dos fatores masculinos no risco de aneuploidia embrionaria

Euploide M (DP) Aneuploide M (DP) p?
Idade do homem 39,07 (7,44) 40,83 (7,51) 0,18
Concentracdo sémen 58,69 (45,39) 56,69 (48,65) 0,686
Motilidade do semén 51,64 (22,19) 50 (21,98) 0,483
Capacitacdo do semén 29,39 (31,43) 21,32 (29,65) 0,058
Espermatozoides ovais 2,54 (2,45) 1,98 (1,20) 0,052°
*T-test
Mann-Whitney
Média

Desvio Padrao

A influéncia do nimero de células em D2 e D3 na euploidia esta exposta na tabela 4.

N&o houve associa¢do no nimero de células embrionéarias em D2 e D3 com euploidia.

TABELA 4
Numero de células no embrido em D2 e D3 relacionados com euploidia

Euploide Média (DP) Aneuploide Média (DP) pe
D2 CEL 3,99 (0,9) 3,88 (1,0) 0,099
D3 CEL 7,54 (1,8) 7,56 (1,5) 0,169
8 T-test
b Mann-Whitney
Média

Desvio Padrao
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Nas tabelas 5, 6 e 7 estdo expostas as avaliacdes da morfologia embrionaria em D1, D2
e D3 no risco de aneuploidia. Nao foi encontrada associa¢do do numero e tipo de pro-nucleos
e do namero de corpusculo polar em D1 com a euploidia embrionaria, bem como, também foi
demonstrado que ndo houve influéncia na taxa de formacdo de blastocistos euploides em

relacdo & qualidade embrionaria em D2 e D3.

TABELA5
Avaliacdo da morfologia embrionaria do D1 no risco de aneuploidia

Tipo Euploide % (n)  Aneuploide % (n) p?

D1 NUmero de pro-nucleos 0 2,1% (4) 4,7% (10) 0,256
1 0 0,5% (1)
2 97,4% (188) 94,9% (204)
3 0,5% (1) 0

D1 Tipo de pro-nucleos 1 58% (109) 58,5% (120) 0,978
2 18,1% (34) 18,5 % (38)
3 19,7% (37) 19,5% (40)
4 4,3% (8) 3,4% (7)

D1 Numero de corpusculo polar 1 1,6% (3) 1,9% (4) 0,812
2 98,4% (190) 98,1% (211)

*Teste: Qui-quadrado

TABELA 6
Avaliacdo da morfologia embrionaria do D2 no risco de aneuploidia

Tipo  Euploide % (n) Aneuploide % (n) p?

D2 Irregularidade celular 0 53,9% (103) 56,5% (122) 0,605
1 46,1% (88) 43,5% (94)

Teste: Qui-quadrado

TABELA 7

Avaliacdo da morfologia embrionéria do D3 no risco de aneuploidia

D3 Grau 1 88,8% (159) 93% (187) 0,367
2 9,5% (17) 7% (14)
3 0,6% (1) 0

*Teste: Qui-quadrado
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Na tabela 8 est4d demonstrada a avaliacdo da morfologia embrionéria do blastocisto no

risco de aneuploidia. A classificagdo da trofoectoderme foi dividida em A, B e C. Analisando

os tipos morfologicos do trofoectoderme, massa celular interna e grau de expansao, 0sS

resultados demonstram que apenas a qualidade do trofoectoderme (p = 0,001) esta relacionada

com a euploidia. Maiores taxas de euploidia foram encontradas em embrides com

trofoectodorme do tipo A (36,3%) quando comparados com os aneuploides do tipo A

(27,1%), enquanto que os do tipo B tiveram taxas semelhantes, euploides (47,3%)

aneuploides (50,7%) e ja no tipo C a taxa de euploidia foi menor (16,4%) do que de

aneuplodia (22,2%). Ja a andlise do grau de expansdo (p = 0,228) e o tipo de massa celular

interna (p = 0,084) n&o tiveram influéncia na euploidia embrionaria.

TABELAS
Avaliacdo da morfologia embrionaria do blastocisto no risco de aneuploidia
Tipo  Euploide % (n)  Aneuploide % (n) OR p?
Grau de expansao 3 62,2% (125) 66,7% (150) 0,228
4 34,3% (69) 32,4% (73)
5 2,5% (5) 0,9% (2)
6 1% (2) 0
Massa celular interna A 36,3% (73) 27,1% (61) 0,084
47 3% (95) 50,7% (114)
C 16,4% (33) 22,2% (50)
Trofoectoderme A 26,9% (54) 13,8% (31) 2,7(1,6-43)° 0,001
B 58,2% (117) 53,8% (121) 41(22-177)°
C 14,9% (30) 32% (72)

*Teste: Qui-quadrado
PRisco de aneuploidia: (TIPO A + TIPO B) x TIPO C

‘Risco de aneuploidia: TIPO Ax TIPO C

Embribes com trofoectoderma do tipo C apresentaram risco 2,7 vezes maior de

aneuploidia (OR 2.7, IC 1,6 — 4.3) quando comparadas aos trofoectoderma tipos A + B e risco
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4,1 vezes maior de aneuploidia (OR 4.1, IC 2.2 — 7.7), quando comparados ao trofoectoderma
do tipo A. Nao foi encontrada associagdo entre grau de expansdo e euploidia (p=0,228) nem

entre massa celular interna e euploidia (p=0,084).

5. DISCUSSAO

Este estudo buscou avaliar a presenca de fatores morfoldgicos do embrido e clinicos do
casal que sejam preditivos para a formacdo de blastocistos euploides. Encontramos que um
embriao com trofoderme tipo C tem 4,1 mais chances de ser aneuplodie (IC 2,2 - 7,7) sendo
este 0 unico parametro de morfoloia embrionaria que foi associada com a aneuploida. Os
demais parametros morfolégicos das fases de clivagem e de formagdo do blastocisto ndo
foram associados com aneuploidia. Além disso, entre os fatores clinicos, apenas a idade da
mulher e a endometriose tiveram associacdo com a euploidia sendo que mulheres a partir de
40 anos tem 2,9 vezes mais risco de aneuploidia (IC 1,6 — 5) e pacientes com endometriose

tem risco 0,4 vezes maior (IC 0,1 -1).

A avaliacdo morfoldgica do blastocisto parece apresentar correlagdo com a as taxas de
implantacdo, mas ndao ha uma resposta definitiva sobre a associacdo desta com a euploidia
(ALFARAWATI et al, 2011; BARASH et al, 2017; MAJUMDAR et al,2017). Analisando 0s
tipos morfoldgicos do trofoectoderme, massa celular interna e grau de expansao, encontramos
resultados que demonstram que apenas a qualidade do trofoectoderme esta relacionada com a
euploidia. Maiores taxas de euploidia foram encontradas em embriées com trofoectodorme do
TIPO A quando comparados aos do TIPO C (OR 4,1; 2,2 — 7,7). J& a analise do grau de
expansdo e do tipo de massa celular interna ndo teve influéncia na euploidia embrionéria.
Alguns estudos também demonstraram que a morfologia do embrido em estagio de blastocisto
tem associacdo com a euploidia, especialmente os parametros de massa celular interna e
trofoectoderme (BARASH et al, 2017; MAJUMDAR et al,2017). Nosso estudo demonstrou
que a qualidade das células do trofoblasto esta associada com a euploidia, mas a qualidade da
massa interna ndo. O numero reduzido de células do TE pode ser atribuido a falha da diviséo
celular devido a anormalidades das organelas e anormalidades cromossémicas como
aneuploidia e morte celular (IWASAWA et al, 2019). Alguns estudos encontrarem associagéo
da euploidia com o estagio de clivagem do embrido (KROENER et al, 2015; PHAN et al,

2014). Entretanto ndo encontramos relacdo da morfologia embriondria com a euploidia
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corroborando com estudos recentes sobre este tema (BARASH et a, 2017; MAJUMDAR et
al, 2017).

Foi encontrada relacdo entre a idade da mulher e euploidia. Pesquisa anterior apresentou
0 mesmo achado, usando 38 anos como idade de corte (BARASH et al, 2017; SHAHINE et
al, 2016). Foi constatado que mulheres com idade inferior a 40 anos tém embrides com
maiores taxas de euploidia (OR 2,9; IC 1,6 - 5). Sabe-se que mulheres com idade acima de 38
anos apresentam reducdo da reserva ovariana, além disso, tem baixa qualidade oocitaria e
maior risco de anomalias cromossdmicas (COSTA et al, 2016; BEGUM, 2008). Segundo
estudos, a idade materna avancada afeta negativamente o desenvolvimento embrionario e isso
poderia estar relacionado com a aneuploidia (ZIEBE et al, 2001). Nossos dados apontaram,

entretanto, que a idade do homem néo esteve relacionada com a euploidia.

Encontramos que mulheres com endometriose tem maior risco de aneuploidia
embrionaria (OR 0,4; 0,1 - 1). Nossos resultados foram diferentes de estudos anteriores que
ndo encontraram essa associagdo (POLAT et al, 2015; JUNEAU, 2017). Essa relagdo poderia
ser explicada pela presenca de alteracBes no complexo de células fusiformes de odcitos em
mulheres com endometriose que poderia estar alterado e ser propenso a comprometer 0s
microtubulos, aumentando os erros meidticos, isso poderia explicar o risco aumentado de
aneuploidia (DE BROI, et al, 2013).

Sabe-se que as taxas de implantacdo estdo relacionadas com a presenca da euplodia
(BEGUM, 2008). Por isso nosso estudo buscou relacionar se as mulheres que tinham abortos
recorrentes podiam ter associacdo com a aneuploidia, analisamos se tempo de infertilidade da
mulher e 0 nimero de abortos recorrentes poderiam estar relacionados com a aneuploidia e
ndo encontramos associacdo. Outras patologias clinicas maternas, como sindrome dos ovarios
policisticos, alteracdes imunoldgicas e trombofilias, alteracdes tubarias e uterinas ndo tiveram
influéncia estatistica com euploidia em nosso estudo. Em relagdo & SOP, pouco se sabe sobre
a informacdo genética de odcitos e embriGes de pacientes com essa patologia, entretanto,

estudo demonstrou que ndo ha relacdo da aneuploidia com a SOP (WANG, 2016).

Conforme estudos, fator masculino grave prejudica a competéncia embrionaria precoce
em termos de taxa de fertilizagdo e potencial de desenvolvimento. No entanto, a taxa de
euploidia e potencial de implantacdo dos blastocistos obtidos independem do espermatozoide
(MAZZILLI, 2017). Apesar disso, a qualidade do gameta masculino como concentragéo,
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motilidade e capacitacdo do sémen, e também a presenca de espermatozoides ovais nao

influenciaram na euploidia.

Nosso estudo foi transversal retrospectivo, mas apesar disso 0 nosso numero de
embrides € significativo e nossos resultados sdo representativos. Tivemos, em nossa analise,
achados que nos fazem compreender melhor a dindmica embrionaria, dessa forma nosso
estudo tem grande contribuicdo, pois podera orientar melhor a selecdo de embriGes

submeticos ao PGS.

6. CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou que a ma qualidade do trofoectoderma embrionario esta
associada a um risco de 4,1 vezes para formacéao de embrides aneuploides. Demosntramos que
0s outros parametros de avaliagdo embrionaria ndo estdo associados a aneuploidia. Além
disso, entre os fatores clinicos maternos e paternos, somente a presenga de endometriose (OR
0,4; IC 0,1 - 1) e 0 avanco da idade materna, especialmente mulheres acima de 40 anos (OR
2,9; 1,6 - 5) estdo associadas com a aneuploida. Esse achado tem grande importancia para as
tecnologias de reproducéo assistida, visto que pode auxiliar na selecdo dos embrides que seréo

submetidos a analise genética pre-implanticonal .
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APENDICE A - ARTIGO CIENTIFICO
BLASTOCISTOS EUPLOIDES: AVALIACAO DOS FATORES PREDITIVOS DE
FORMACAO ATRAVES DO DIAGNOSTICO GENETICO PRE-IMPLANTACIONAL
(PGS)

Resumo

Introducédo: A aneuploidia é o tipo mais comum de defeito cromossémico e a principal causa
de falha na implantacdo do embrido, aborto espontaneo e anormalidades congénitas em seres
humanos. Na fertilizacdo in vitro, o diagndstico genético pré-implantacional (PGS) permite a
selecdo de um embrido geneticamente normal para transferéncia. Porém, cerca de 48% dos
embrides que passam por PGS sdo aneuploides, ou seja, além dos altos custos dessa
tecnologia, muitos embrides sdo biopsiados desnecessariamente. Uma avaliagdo combinada
de parametros do desenvolvimento e morfologia embrionaria poderia melhorar o
procedimento de sele¢éo, sem a necessidade de submeter muitos embrides a técnica de PGS.
Objetivo: identificar fatores preditivos para a formacdo de um embrido eupldide avaliados
por PGS.

Meétodo: estudo transversal onde foram incluidos 431 embribes de casais com indicacdo de
FIV que foram submetidos a PGS, entre 2013 e 2018. Os embrides foram divididos em
euploides e aneuploides. Foram analisados dados acerca do perfil clinico das pacientes;
qualidade do évulo e do sémen; morfologia e genética do embrido.

Resultados: Foram incluidos 426 embries, sendo divididos em euploides (201) e
aneuploides (225). O tipo de trofoectoderme foi significativo na euploidia. Dentre 0s
embrides euploides, 26,9% foram do tipo A, 58,2% do tipo B e 14,9% do tipo C (p=0,001). A
idade materna também influenciou na formacdo de um embrido euploide. 88,6% das pacientes
estavam abaixo dos 40 anos e 11,4% estavam acima dos 40 anos (p=0,001). A endometriose
apresentou valor significativo na euploidia. 91,4% eram de mulheres sem endometriose e
8,6% foram de mulheres com endometriose (p = 0,049). A media de idade das mulheres com
embrides euploides foi 33,99 anos (DP 3,98), ja entre mulheres com embrides aneuploides a
média foi 36,48 (DP 4,52) (p=0,001). Conclusdo: A anélise demonstrou que a morfologia
TIPO A do trofoectoderma de embriGes em fase de blastocisto, a auséncia de endometriose e
a idade da mulher sendo menor que 40 anos, sdo fatores preditivos para que o embrido seja

euploide.

Palavras-chave: fator preditivo, aneuploidia, PGS, trofoectoderme.
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Abstract

Introduction: Aneuploidy is the most common type of chromosomal defect and the leading
cause of failure in embryo implantation, miscarriage, and congenital abnormalities in humans.
In vitro fertilization, pre-implantation genetic diagnosis (PGS) allows the selection of a
genetically normal embryo for transfer. However, about 48% of the embryos that pass through
PGS are aneuploid, that is, in addition to the high costs of this technology, many embryos are
unnecessarily biopsied. A combined evaluation of developmental parameters and embryonic
morphology could improve the selection procedure without the need to submit many embryos
to the PGS technique.

Objective: to identify predictive factors for the formation of a euploid embryo evaluated by
PGS.

Method: A cross-sectional study involving 431 embryos of couples with indication of IVF
that were submitted to PGS between 2013 and 2018. The embryos were divided into euploids
and aneuploid. Data on the clinical profile of the patients were analyzed; quality of egg and
semen; morphology and genetics of the embryo.

Results: 426 embryos were divided into euploids (201) and aneuploid (225). The type of
trophoectoderm was significant in euploidy. Among the euploid embryos, 26.9% were type A,
58.2% type B and 14.9% type C (p = 0.001). Maternal age also influenced the formation of a
euploid embryo. 88.6% of the patients were under 40 years old and 11.4% were over 40 years
old (p = 0.001). Endometriosis presented significant euploidy value. 91.4% were women
without endometriosis and 8.6% were women with endometriosis (p = 0.049). The mean age
of women with euploid embryos was 33.99 years (SD 3.98), while among women with
aneuploid embryos the mean was 36.48 (SD 4.52) (p = 0.001).

Conclusion: The analysis showed that the morphology TYPE A of the trophoectoderm of
embryos in the blastocyst phase, the absence of endometriosis and the age of the woman
being less than 40 years, are predictive factors for the embryo to be euploid.

Key words: predictive factor, aneuploidy, PGS, trofoectoderm.
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1. INTRODUCAO:

A aneuploidia é o tipo mais comum de anormalidade cromossémica e a principal causa
de falha na implantacdo, aborto espontaneo e anormalidades congénitas em seres humanos.
(LEE et al., 2013). Em torno de 34,6% das causas de aborto espontaneo em mulheres acima
de 35 anos sdo por anormalidades cromossomicas (HODES-WERTZ et al, 2012). Por essa
razdo, a aneuploidia € uma consideracdo primaria ao avaliar estratégias de triagem para a

competéncia reprodutiva embrionaria.

No procedimento da fertilizacdo in vitro (FIV) pode ser realizado o diagnostico genético
pré-implantacional (PGS), o qual se obtém uma bidpsia celular de um embrido para avaliar a
sua composicao genética, permitindo a selecdo de um embrido euploide para transferéncia
(BREZINA et al., 2012). O PGS melhorou as taxas de implantacéo e reduziu taxas de aborto
espontaneo, particularmente nos pacientes com risco aumentado de produzir embrides
aneuploides. (LEE et al, 2013). Uma avaliacdo combinada de parametros do
desenvolvimento e morfologia embrionaria poderia melhorar o procedimento de selecéo, sem

a necessidade de submeter muitos embrides a técnica de PGS.

Recentemente alguns estudos buscaram correlacionar morfologia e taxa de
desenvolvimento embrionario com euploidia. Ndo ha um consenso no que diz respeito ao
esdgio de clivagem, mas parece ndo estar relacionado com a euploidia embrionaria
(MAJUMDAR et al, 2017). Em outro ponto, estudo revelou uma proporcao significativa de
embribes aneuploides capaz de atingir os mais altos escores morfolégicos, enquanto alguns
embrides eupldides sdo de morfologia baixa (ALFARAWATI et al, 2011). No entanto, ha
evidencias de que embrides em fase de blastocisto com alta pontuacdo de massa celular
interna e trofoectoderme tem maiores chances de serem euploides (YOSHIDA, 2018;
SHARARA et al., 2017; MAJUMDAR et al., 2017; BARASH et. al, 2017).

A biopsia embrionéaria elevou as taxas de implantacéo para cerca de 70% a 80%, devido
a isso, muitos casais com riscos de gerar embrides aneuploides buscam por essa tecnologia
(LEE et al., 2013). Porém, aproximadamente 48% dos embrides biopsiados séo aneuploides,
ou seja, muitos embrides inviaveis passam pelo PGS (PLATTEAU et al, 2006). Os casais
encontram o desafio dos altos custos dessa tecnologia (LEE et al. 2013), sendo que muitos
dos seus embrides sdo biopsiados desnecessariamente. O objetivo desse estudo foi identificar

fatores preditivos para a formacgédo de um embrido euploide avaliados por PGS, analisando se
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a morfologia embrionaria em D1, D2, D3 e D5, fatores ovarianos, uterinos e masculinos
podem ter relacdo com aneuploidia.

2. MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo transversal com 431 embrides na fase de blastocisto que foram
submetidos ao PGS Os blastocistos foram divididos em 2 grupos: grupo euploide n = 201 e
aneuploide n = 225. Este estudo foi realizado no Centro de Medicina Reprodutiva Pro Social
e Clinica Pronatus — Medicina Reprodutiva na cidade de Belém, no Estado do Para, no
periodo 13 de marco de 2013 a 30 de abril de 2018. Este estudo foi aprovado pelo comité de
ética do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para - ICS/UFPA, sob o
CAAE: 12779919.0000.0018. Todas as pacientes estiveram em protocolo assistencial de
atendimento para FIV.

As pacientes incluidas no estudo foram pacientes submetidas a FIV no respectivo
periodo e seguiram o0s seguintes protocolos de atendimento: avaliagdo pré-conceptual
protocolar do casal, avaliacdo da reserva ovariana, contagem de foliculos antrais no dia 2 ou 3
do ciclo menstrual, além da dosagem de FSH, horménio luteinizante (LH) e estradiol e

hormonio antimulleriano no 3 dia do ciclo menstrual.

No 6° dia do ciclo foi iniciado o acompanhamento do crescimento folicular através da
US tv e a cada dois dias até o crescimento adequado dos foliculos. Quando um ou mais
foliculos estavam com 14 mm ou mais, foi iniciado o antagonista do GNRH (orgalutram).
Apbs o 9° dia, a dose complementar de RFSH (PUREGON) 150 Ul dia foi iniciada. Quando a
maior parte dos foliculos atingiu 17 mm ou mais, desencadeou-se 0 processo de maturacao
dos oocitos pela administragao de HCG (250 pg), sendo programada a captacdo ovular apds

34 a 36 horas.

O esperma foi coletado por masturbacdo e foi processado segundo as técnicas de
capacitacdo espermatica. Todas as pacientes realizaram técnica de injecdo intracitoplasmatica

de espermatozoides (ICSI — Intracytoplasmatic Sperm Injection).

Apos a puncdo folicular por ultrassom vaginal, o liquido folicular foi depositado em
placas de cultura. Em seguida, os oocitos foram identificados e seu complexo cumulus-
corona, removido por exposicdo a hialuronidase e manuseio mecanico. A ICSI foi realizada
em sistema com microscopio invertido e equipado com um sistema de lentes especiais e

acoplado a um micromanipulador automatico. Uma delicada succ¢do foi aplicada
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cuidadosamente para quebrar o oolema e evidenciar a presenca de ooplasma dentro da
micropipeta, confirmando a deposic¢do intracitoplasmatica do espermatozoide. O processo de
fertilizacdo normal foi definido pela formacdo de dois pronucleos distintos, seguida do

aparecimento de clivagem embrionaria apés 24 horas da fertilizagéo.

A avaliacdo da fertilizacdo e da morfologia embrionaria foram realizadas por
observacao da evolucgdo do embri&o nos dias 1, 2 e 3 (fase de clivagem) e dias 5 e 6 (fase de
blastocisto). No dia 4 o embrido ndo e avaliada por estar em fase de moérula (compactacao),
fase que ndo ha parametros adequados para analise. No D1 o odcito fertilizado considerado
ideal foi o esférico e com dois corpos polares, dois pronucleos justapostos centralmente
localizados e de tamanho uniforme, com membranas distintas. Tanto o tamanho quanto a
localizag&o do pronuclear foram avaliados no teste de fertilizagdo. A pontuacéo pronuclear foi

dividida em trés categorias: simétrica; ndo simétrico; e anormal.

D2/D3: Um embrido do Dia 2 foi considerado ideal (44 + 1 h p6s-inseminacao) com 4
blastdbmeros mononucleados de tamanho igual em um arranjo tetraédrico tridimensional, com
10% de fragmentacdo. Um embrido foi considerado ideal no Dia 3 (68 + 1 h pds-inseminacao)
com 8 blastdbmeros mononucleados do mesmo tamanho, com 10% de fragmentagdo. O
formato de pontuacédo seria 0 numero de células, grau e razdo para o grau. Um fragmento foi
definido como uma estrutura citoplasmatica ligada a membrana extracelular com 45 mm de
didmetro em um embrido no Dia 2 e 40 mm de diametro em um embrido do Dia 3. Os graus
relativos de fragmentacdo foram definidos como: leve (10%); moderada (10-25%) e grave
(0,25%). A multinucleacdo foi definida como a presenca de mais de um nucleo em um

blastdmero e inclui microntcleos.

D5/D6 (BLASTOCISTO): A classificagdo do blastocisto foi realizada de acordo com do
estagio de desenvolvimento, da massa intracelular e do trofoectoderma, seguindo o esquema a

sequir:

ESTAGIO DE DESENVOLVIMENTO: 1=Prematuro; 2=Blastocisto; 3=Expandido;
4=Hatched/hatching.

MASSA CELULAR INTERNA: 1 - BOM = Proeminente, facilmente discernivel, com
muitas células compactadas e firmemente aderidas; 2 - RAZOAVEL = Facilmente
discernivel, com muitas celulas que sdo agrupadas livremente; 3 - POBRE = Dificil de

discernir, com poucas células.
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TROFOECTODERMA: 1 — BOM: Muitas células formando um epitélio coeso; 2 —
RAZOAVEL: Poucas células formando um epitalio solto; 3 — POBRE: Pouquissimas células.

Todos os blastocistos foram biopsiados e enviados para PGS. Os blastocistos foram

divididos em 2 grupos: grupo euploide n = 201 e aneuploide n = 225.

Foi realizada uma analise de associagdo entre euploidia e aneuploidia com todas as
variaveis do desenvolvimetno embrionario, além das caracteristicas clinicas do casal, como
idade, causa e tempo de infertilidade, presenca ou ndo de endometriose, sindrome dos ovarios
policisticos, fator imune, fator trombofilico, nimero de foliculos antrais, peso, altura,

qualidade seminal e qualidade do odcito.

Anélise estatistica foi realizada através do software SPSS. A analise do qui-quadrado foi
utilizada para avaliar a diferenca nos valores categdricos e teste T para valores nao
categoricos. Os valores continuos serdo apresentados como meédias com desvio padrdo. O
odds-ratio foi utilizado para calcular a chance de aneuloidia embrionéria. Um valor de p <
0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

4. RESULTADOS

Dos 431 embrides selecionados para estudo, foram excluidos 5 embrides por falha de
ampliacdo de DNA, sendo que no total foram analisados 426 embribes, os quais foram

divididos em euploides (201) e aneuploides (225).

Influéncia de fatores clinicos, doencas maternas e de reserva ovariana no risco de
aneuploidia embriondria estd demosntarda nas tabelas 1 e 2. Quanto maior a idade média
materna, maior o risco de aneuploidia (grupo euploide 33,99 anos DP 3,98 idade versus grupo
aneuploide 36,48 anos DP 4,52 idade, p=0,001). Mulheres acima de 40 anos tem OR 2,9 (IC
1,6 —5, P 0,001,) para aneuploidia. A endometriose tem um OR 0,4, (IC 0,1 — 1, P 0,049) para
aneuploidia. Os outros fatores como aborto de repeticdo, fator masculino, fator tubério, fator
uterino, SOP, fator imunologico, trombofilias, embrido fresco e poor responder ndo foram

associados com o risco de aneuploidia.



TABELA1

Influéncia de fatores clinicos e doencas maternas no risco de aneuplidia embrionaira

Euploide % (n) Aneuploide % (n) OR p?
Idade
<40 88,6% (163) 72,6% (151) 2.9 SG 0,001
> 40 11,4% (21) 27,4% (57)
Aborto de repeticdo
Nao 92,4% (170) 92,8% (193) 0,881
Sim 7,6% (14) 7,2% (15)
Fator tubario®
Nao 52,2% (96) 55,3% (115) 0,537
Sim 47,8% (88) 44,7% (93)
Fator uterino®
Nao 84,6% (154) 85,5% (177) 0,805
Sim 15,4% (28) 14,5% (30)
SOP
Nao 46,5% (86) 53,1% (111) 0,189
Sim 53,5% (99) 46,9% (98)
Endometriose
« 0,4(0,1-
Nao 91,4% (169) 96,1% (199) 1) 0,049
Sim 8,6% (16) 3,9% (8)
Fator imunologico
Nao 69,2% (128) 76,6% (160) 0,1
Sim 30,8% (57) 23,4% (49)
Trombofilias
Nao 85,4% (158) 88% (184) 0,441
Sim 14,6% (27) 12% (25)
Embrido fresco
Nao 84,6% (170) 79,6% (179) 0,179
Sim 15,4% (31) 20,4% (46)
Poor responder
Nao 97,9% (190) 94,9% (205) 0,103
Sim 2,1% (4) 5,1% (11)

® Teste: Qui-quadrado

® Fatores tubérios: aderéncias, mas formacdes, , laqueadura.

9 Fatores uterinos: mas formacdes, histerectomia, mioma.
¢ Poor responder: menos de 6 embrides
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TABELA 2

Influéncia de fatores clinicos e de reserva ovariana maternas no risco de aneuploidia
embrionaria

Euploide M (DP) Aneuploide M (DP) p?

Tempo de infertilidade 3,07 (2,53) 3,74 (3,24) 0,340°
Idade da mulher 33,99 (3,98) 36,48 (4,52) 0,001°
Peso da mulher 63,45 (8,04) 1233,78 (8711,85) 0,830°
Altura da mulher 3,16 (15,29) 2,82 (13,54) 0,861
Foliculos antrais 16,10 (8,99) 14,59 (11,44) 0,155
*T-test

Mann-Whitney

Média

Desvio Padrao

Na Tabela 3 estd demonstrada a avaliacdo dos fatores masculinos no risco de aneuplidia
embrionaira. Os fatores como idade e qualidade do sémen (concentracdo, motilidade,

capacitacdo e espermatozoides ovais) ndo foram associados com aneuploidia.

TABELA 3
Avaliacdo dos fatores masculinos no risco de aneuploidia embrionaria

Euploide M (DP) Aneuploide M (DP) p?
Idade do homem 39,07 (7,44) 40,83 (7,51) 0,180
Concentracdo sémen 58,69 (45,39) 56,69 (48,65) 0,686
Motilidade do semén 51,64 (22,19) 50 (21,98) 0,483
Capacitacdo do semén 29,39 (31,43) 21,32 (29,65) 0,058
Espermatozoides ovais 2,54 (2,45) 1,98 (1,20) 0,052°
*T-test
Mann-Whitney
Média

Desvio Padrao

A influéncia do nimero de células em D2 e D3 na euploidia esta exposta na tabela 4.

N&o houve associa¢do no nimero de células embrionéarias em D2 e D3 com euploidia.

TABELA 4
Numero de células no embrido em D2 e D3 relacionados com euploidia

Euploide Média (DP) Aneuploide Média (DP) pe
D2 CEL 3,99 (0,9) 3,88 (1,0) 0,099
D3 CEL 7,54 (1,8) 7,56 (1,5) 0,169
8 T-test
b Mann-Whitney
Média

Desvio Padrao
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Nas tabelas 5, 6 e 7 estdo expostas as avaliacdes da morfologia embrionéaria em D1, D2
e D3 no risco de aneuploidia. Nao foi encontrada associa¢do do numero e tipo de pro-nucleos
e do namero de corpusculo polar em D1 com a euploidia embrionaria, bem como, também foi
demonstrado que ndo houve influéncia na taxa de formacdo de blastocistos euploides em

relacdo & qualidade embrionaria em D2 e D3.

TABELA5
Avaliacdo da morfologia embrionaria do D1 no risco de aneuploidia

Tipo Euploide % (n)  Aneuploide % (n) p?

D1 NUmero de pro-nucleos 0 2,1% (4) 4,7% (10) 0,256
1 0 0,5% (1)
2 97,4% (188) 94,9% (204)
3 0,5% (1) 0

D1 Tipo de pro-nucleos 1 58% (109) 58,5% (120) 0,978
2 18,1% (34) 18,5 % (38)
3 19,7% (37) 19,5% (40)
4 4,3% (8) 3,4% (7)

D1 Numero de corpusculo polar 1 1,6% (3) 1,9% (4) 0,812
2 98,4% (190) 98,1% (211)

*Teste: Qui-quadrado

TABELA 6
Avaliacdo da morfologia embrionaria do D2 no risco de aneuploidia

Tipo  Euploide % (n) Aneuploide % (n) p?

D2 Irregularidade celular 0 53,9% (103) 56,5% (122) 0,605
1 46,1% (88) 43,5% (94)

Teste: Qui-quadrado

TABELA 7

Avaliacdo da morfologia embrionéria do D3 no risco de aneuploidia

D3 Grau 1 88,8% (159) 93% (187) 0,367
2 9,5% (17) 7% (14)
3 0,6% (1) 0

*Teste: Qui-quadrado
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Na tabela 8 est4d demonstrada a avaliacdo da morfologia embrionéria do blastocisto no

risco de aneuploidia. A classificagdo da trofoectoderme foi dividida em A, B e C. Analisando

os tipos morfologicos do trofoectoderme, massa celular interna e grau de expansao, 0sS

resultados demonstram que apenas a qualidade do trofoectoderme (p = 0,001) esta relacionada

com a euploidia. Maiores taxas de euploidia foram encontradas em embrides com

trofoectodorme do tipo A (36,3%) quando comparados com os aneuploides do tipo A

(27,1%), enquanto que os do tipo B tiveram taxas semelhantes, euploides (47,3%)

aneuploides (50,7%) e ja no tipo C a taxa de euploidia foi menor (16,4%) do que de

aneuplodia (22,2%). Ja a andlise do grau de expansdo (p = 0,228) e o tipo de massa celular

interna (p = 0,084) n&o tiveram influéncia na euploidia embrionaria.

TABELAS
Avaliacdo da morfologia embrionaria do blastocisto no risco de aneuploidia
Tipo  Euploide % (n)  Aneuploide % (n) OR p?
Grau de expansao 3 62,2% (125) 66,7% (150) 0,228
4 34,3% (69) 32,4% (73)
5 2,5% (5) 0,9% (2)
6 1% (2) 0
Massa celular interna A 36,3% (73) 27,1% (61) 0,084
47 3% (95) 50,7% (114)
C 16,4% (33) 22,2% (50)
Trofoectoderme A 26,9% (54) 13,8% (31) 2,7(1,6-43)° 0,001
B 58,2% (117) 53,8% (121) 41(22-177)°
C 14,9% (30) 32% (72)

*Teste: Qui-quadrado
PRisco de aneuploidia: (TIPO A + TIPO B) x TIPO C

‘Risco de aneuploidia: TIPO Ax TIPO C

Embrides com trofoectoderma do tipo C apresentaram risco 2,7 vezes maior de

aneuploidia (OR 2.7, IC 1,6 — 4.3) quando comparadas aos trofoectoderma tipos A + B e risco
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4,1 vezes maior de aneuploidia (OR 4.1, IC 2.2 — 7.7), quando comparados ao trofoectoderma
do tipo A. Nao foi encontrada associagdo entre grau de expanséo e euploidia (p=0,228) nem

entre massa celular interna e euploidia (p=0,084).

3. DISCUSSAO

Este estudo buscou avaliar a presenca de fatores morfologicos embrionarios e clinicos
do casal que sejam preditivos para a formacdo de blastocistos euploides. Encontramos que um
embrido com trofoectoderme tipo C tem 4,1 mais chances de ser aneuploide (IC 2,2 - 7,7),
sendo este 0 Unico parametro de morfologia embrionéria que foi associada com a aneuploida.
Os demais parametros morfoldgicos das fases de clivagem e de formacdo do blastocisto ndo
foram associados com aneuploidia. Além disso, entre os fatores clinicos, apenas a idade da
mulher e a endometriose tiveram associacdo com a euploidia sendo que mulheres a partir de
40 anos tem 2,9 vezes mais risco de aneuploidia (IC 1,6 — 5) e pacientes com endometriose

tem risco 0,4 vezes maior (IC 0,1 -1).

A avaliacdo morfoldgica do blastocisto parece apresentar correlagdo com a as taxas de
implantacdo, mas ndo ha uma resposta definitiva sobre a associacdo desta com a euploidia
(ALFARAWATI et al, 2011; BARASH et al, 2017; MAJUMDAR et al,2017). Analisando os
tipos morfologicos do trofoectoderme, massa celular interna e grau de expansao, encontramos
resultados que demonstram que apenas a qualidade do trofoectoderme esta relacionada com a
euploidia. Maiores taxas de aneuploidia foram encontradas em embriées com trofoectodorme
do TIPO C quando comparados aos do TIPO A (OR 4,1; 2,2 — 7,7). Ja a andlise do grau de
expansdo e do tipo de massa celular interna ndo teve influéncia na euploidia embrionéria.
Alguns estudos também demonstraram que a morfologia do embrido em estagio de blastocisto
tem associacdo com a euploidia, especialmente os parametros de massa celular interna e
trofoectoderme (BARASH et al, 2017; MAJUMDAR et al,2017). Nosso estudo demonstrou
gue a qualidade das células do trofoblasto esta associada com a euploidia, mas a qualidade da
massa interna ndo. O namero reduzido de células do TE pode ser atribuido a falha da divisdo
celular devido a anormalidades das organelas e anormalidades cromossémicas como
aneuploidia e morte celular (IWASAWA et al, 2019). Alguns estudos encontraram associagdo
da euploidia com o estagio de clivagem do embrido (KROENER et al, 2015; PHAN et al,
2014). Entretanto, ndo encontramos relacdo da morfologia embrionaria com a euploidia
corroborando com estudos recentes sobre este tema (BARASH et a, 2017; MAJUMDAR et
al, 2017).
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Foi encontrada relacdo entre a idade da mulher e euploidia. Pesquisa anterior apresentou
0 mesmo achado, usando 38 anos como idade de corte (BARASH et al, 2017; SHAHINE et
al, 2016). Foi constatado que mulheres com a partir dos 40 anos tém embrifes com maiores
taxas de aneuploidia (OR 2,9; IC 1,6 - 5). Sabe-se que mulheres com idade acima de 38 anos
apresentam reducdo da reserva ovariana, além disso, tem baixa qualidade oocitaria e maior
risco de anomalias cromossomicas (COSTA et al, 2016; BEGUM, 2008). Segundo estudos, a
idade materna avancada afeta negativamente o desenvolvimento embrionéario e isso poderia
estar relacionado com a aneuploidia (ZIEBE et al, 2001). Ademais, nossos dados apontaram

que a idade do homem néo teve relagdo com a euploidia embrionaria.

Encontramos que mulheres com endometriose tem maior risco de aneuploidia
embrionaria (OR 0,4; IC 0,1 - 1). Nossos resultados foram diferentes de estudos anteriores
gue nao encontraram essa associacdo (POLAT et al, 2015; JUNEAU, 2017). Essa relacédo
poderia ser explicada pela presenca de alteracdes no complexo de células fusiformes de
odcitos em mulheres com endometriose que poderia estar alterado e ser propenso a
comprometer os microtibulos, aumentando os erros meidticos, isso poderia explicar o risco
aumentado de aneuploidia (DE BROI, et al, 2013).

Sabe-se que as taxas de implantacdo estdo relacionadas com a presenca da euplodia
(BEGUM, 2008). Por isso nosso estudo buscou relacionar se as mulheres que tinham abortos
recorrentes podiam ter associacdo com a aneuploidia, analisamos se tempo de infertilidade da
mulher e o nimero de abortos recorrentes poderiam estar relacionados com a aneuploidia e
ndo encontramos associacdo. Outras patologias clinicas maternas, como sindrome dos ovarios
policisticos, alteracGes imunoldgicas e trombofilias, alteracbes tubarias e uterinas nao tiveram
influéncia estatistica com euploidia em nosso estudo. Em relagdo a SOP, pouco se sabe sobre
a informacdo genética de odcitos e embriGes de pacientes com essa patologia, entretanto,

estudo demonstrou que ndo ha relacdo da aneuploidia com a SOP (WANG, 2016).

Conforme estudos, fator masculino grave prejudica a competéncia embrionaria precoce
em termos de taxa de fertilizacdo e potencial de desenvolvimento. No entanto, a taxa de
euploidia e potencial de implantagdo dos blastocistos obtidos independem do espermatozoide
(MAZZILLI, 2017). Apesar disso, a qualidade do gameta masculino como concentracao,
motilidade e capacitagdo do sémen, e também a presenca de espermatozoides ovais nao

influenciaram na euploidia.
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Nosso estudo foi transversal retrospectivo, mas apesar disso 0 nosso numero de
embribes é significativo e nossos resultados séo representativos. Tivemos, em nossa analise,
achados que nos fazem compreender melhor a dindmica embrionéria, dessa forma nosso
estudo tem grande contribuicdo, pois podera orientar melhor a selecdo de embrides

submeticos ao PGS.

4. CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou que a ma qualidade do trofoectoderma embrionério esta
associada a um risco de 4,1 vezes para formacdo de embrides aneuploides. Demosntramos que
0S outros pardmetros de avaliacdo embrionaria ndo estdo associados a aneuploidia. Além
disso, entre os fatores clinicos maternos e paternos, somente a presenca de endometriose (OR
0,4; IC 0,1 — 1) e o0 avanco da idade materna, especialmente mulheres acima de 40 anos (OR
2,9; 1,6 - 5) estdo associadas com a aneuploida. Esse achado tem grande importancia para as
tecnologias de reproducéo assistida, visto que pode auxiliar na selecdo dos embrides que serdo

submetidos a analise genética pre-implanticonal .
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