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Resumo/Abstract

Actualmente, observa-se um aumento do nimero de casais com problemas de infertilidade,
0 que se relaciona, entre outros factores, com o facto de muitos casais atrasarem o inicio da
constituicdo de familia. Como consequéncia verifica-se um maior recurso as técnicas de procriagdo
medicamente assistida. Contudo, as técnicas de procriacdo medicamente assistida apresentam
alguns riscos, sobretudo associados a gravidez multipla. O aumento da gravidez maltipla no grupo
que recorre a estas técnicas deve-se a transferéncia de mais do que um embrido, como prética
comum nos diversos laboratorios de procria¢do assistida com o intuito de maximizar a hipdtese de
gravidez. Assim sendo, tém sido feitos multiplos estudos de forma a optimizar a seleccdo
embrionaria, para que seja transferido um Unico embrido, com grande probabilidade de gerar um
gravidez vidvel. Neste trabalho focam-se os diferentes métodos disponiveis para avaliacdo
embrionaria preé-implantacdo. Serdo abordados os meétodos ndo invasivos, como: avaliagdo
morfoldgica; monitorizacdo por time-lapse; avaliacdo da vascularizacdo do foliculo; avaliacdo da
composicdo do fluido folicular; medicdo da respiracdo aerdbia, e 0os métodos invasivos, como:
testes genéticos pré-implantagdo e analise da transcriptoma.

Nowadays there is an increasing number of couples with infertility problems, which is
related to the fact that many couples, for different reasons, delay the beginning of their families. As
a consequence, there is an increase use of assisted reproduction techniques. There are some risks
associated with this technique, related to multiple pregnancy. The increase rate of multiple
pregnancy in this group is related with the transfer of more than one embryo, which is a common
practice in some laboratories to maximize the chances of pregnancy. There has been an increasing
effort to study new approaches to optimize the embryo’s selection and to maximize the success of
single embryo transfer. In this work, | focus multiples methods used in embryo selection. The
noninvasive methods are: morphologic evaluation; time-lapse monitoring; follicular vascularization
evaluation; follicular fluid evaluation; oxygen consumption, and the invasive methods are: pre-
implantation genetic screening and transcriptome analysis.

Palavras-chave/Key words
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Objectivo:

Com este trabalho pretende-se realizar uma revisdo bibliogréfica dos métodos de selecgédo
embrionaria existentes. Pretende-se contextualizar a infertilidade no panorama geral, focando a
importancia da transferéncia de um Unico embrido, de forma a minimizar o risco de gravidez
multipla. O trabalho esta dividido em dois temas principais: 0s métodos ndo invasivos e 0s métodos
invasivos de seleccdo embrionaria. Nos métodos ndo invasivos aborda a avaliagdo morfoldgica,
monitorizacdo por timelapse, analise da vascularizacdo e fluido folicular e medicdo da respiracéo
aerdbia. Nos métodos invasivos aborda os diversos testes genéticos pré-implantacdo e a andlise da

transcriptoma.

Meétodos:

A pesquisa de literatura foi feita utilizando o Pubmed com o uso das seguintes palavras
chaves: embryo selection; morphological criteria; follicular fluid analysis; oxygen consumption;

time-lapse; preimplantation genetic screening; transcriptome analysis.
Resultados:

Foram seleccionados artigos, preferencialmente, publicados nos Gltimos cinco anos e

escritos em inglés. Foram consultadas referéncias citadas pelos artigos analisados.
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Introducao:

A Organizacdo Mundial de Saude define infertilidade como a incapacidade de atingir uma

gravidez clinica ap6s 12 ou mais meses de relacdes sexuais regulares desprotegidas.

Segundo a American Society for Reproductive Medicine, a infertilidade afecta 10%-15% dos
casais (48.5 milhdes de casais) em todo o mundo. Isto faz com que seja uma das doencas mais
frequentes nos individuos na faixa etaria dos 20 aos 45 anos. Destes, 19.2 milhdes nunca
engravidaram (Infertilidade primaria) e 29.3 milhdes ndo conseguem ter mais uma gravidez
(Infertilidade secundéria). O nimero de casais com problemas de infertilidade tem vindo a aumentar

desde 1990, altura em que 42 milhdes de casais ndo conseguiam engravidar.

Assim sendo, sdo muitos 0s casais que recorrem a técnicas de procriagdo medicamente
assistida, nomeadamente a fertilizacdo in vitro (FIV), uma técnica que ja existe hd mais de 30 anos
e que é responsavel pelo nascimento de cerca de 265 000 criancas por ano, mundialmente. (264 495
em 2008, 267 385 em 2009 e 271 882 em 2010).! Contudo as técnicas de procriacdo medicamente
assistida apresentam alguns riscos associados a gravidez mdltipla. Numa gravidez natural, a
probabilidade de gravidez multipla é de 1%?2 ao passo que, com 0 recurso as técnicas de procriacéo
medicamente assistidas, esta probabilidade aumenta para 17.9% (Europa), 27.4% (USA) e 6.5%
(Australia/Nova Zelandia)®. Associado a gravidez maltipla, existe um risco superior de baixo peso a
nascenca e prematuridade, aumento do risco de complica¢es na gravidez como por exemplo a
diabetes gestacional, anomalias placentares e complicacdes hipertensivas?. Assim sendo, o cenario
ideal sera transferir apenas um embrido para gerar apenas uma gravidez. Embora esse seja 0 cenario
ideal, sabe-se que a taxa de implantacdo média numa mulher com idade inferior a 35 anos (baixo
risco) é de 36.8%*. Ou seja, num grupo em que o prognostico € favoravel, a maioria dos embriGes
ndo implanta. O que justifica que na maioria dos casos se transfira mais do que um embrido para
aumentar as hipdteses de sucesso, aumentando-se 0 risco de gravidez mdltipla e de todas as
complicagdes inerentes. Assim, torna-se pertinente optimizar a seleccdo de embrides, para que se
garanta a transferéncia Unica de um embrido cuja probabilidade de se desenvolver num feto viavel

seja elevada.

Actualmente, a seleccdo de embribes ¢ feita, essencialmente, com base na morfologia do
embrido e do seu desenvolvimento em cultura. De tal forma que existe uma crescente investigacéo
nesta area de forma a serem avaliadas novas caracteristicas e biomarcadores que possam predizer a

sua probabilidade de implantagéo e de gerar uma gravidez de termo.



Seleccédo de embrides

1. Métodos ndo invasivos

a. Avaliacdo morfoldgica
A avaliacdo da morfologia embrionaria € o método tradicionalmente utilizado na seleccdo de
embrides. Trata-se de um pardmetro facilmente avaliavel, tendo sido o primeiro a ser utilizado nos
primordios da fertilizagdo in vitro®. Os sistemas de avaliagdo morfoldgica dependem da fase do
desenvolvimento em que é selecionado o embrido e dos critérios usados na sua avaliacio®. N&o
existe um sistema de avaliagdo comum a todos os laboratorios de procriagdo medicamente

assistida’.

i. Avaliacdo morfoldgica no dia 1 apds a fertilizacdo
Apos a fusdo dos gdmetas feminino e masculino forma-se o zigoto. Um dos primeiros passos na
avaliacdo da qualidade de um embrido consiste na avaliagdo morfoldgica do zigoto (pronuclear
stage embryo quality). Os zigotos sdo classificados através de um sistema de avaliacdo que tem em
conta caracteristicas como: numero, equidade, tamanho e distribuicdo dos nucléolos, tamanho e
alinhamento pronuclear, o tempo de clivagem pronuclear e a presenca ou auséncia de halo
citoplasmatico. Os principais sistemas de avaliagdo foram propostos por Scott e Tesarik, contudo

estes sistemas tém vindo a sofrer alteracdes de forma a simplificar o processo de avaliacéo.

Inicialmente, em 1990, segundo Wright®, apenas o alinhamento dos nucléolos na juncdo dos
dois pronucleos era considerado critério de selec¢do para a transferéncia embrionaria. Ao verificar-
se a melhoria dos outcomes no grupo submetido a avaliagdo morfoldgica, comecou a relacionar-se
também a aparéncia do citoplasma com a qualidade do embrifo. Em 1998 foi proposto por Scott®,
um método que atribui uma classificacdo ao zigoto consoante a posicdo dos seus pronucleos,
alinhamento dos nucléolos e aparéncia do citoplasma. Os embrides com classificacdo superior a 15
estavam associados a maiores taxas de implantagdo e gravidez. Em 1999 Tesarik e Grecol®
classificaram 0s zigotos consoante o tamanho e ndmero bem como distribuicdo dos nucléolos.
Classificando os zigotos como padrédo 0,1,2,3,4 e 5. Sendo o padrdo 0 considerado o padréo normal
e as restantes classificacdes consideradas desvios do padrdo normal. Em 2000 Tesarik et al** propds
uma simplificacdo do sistema anterior, classificando os zigotos como padrdo 0 ou ndo padrdo 0. Os
zigotos padrédo 0, considerados morfologicamente adequados tinham as seguintes caracteristicas: a

diferenca no nimero de nucléolos entre ambos os prondcleos ndo excedia 3; a distribuicdo dos



nucléolos era a mesma em ambos os pronucleos; a existéncia de, pelo menos, 3 nucléolos em cada

pronucleo.

No estudo realizado por Scott em 2003, citado no artigo de revisido de Nahid Nasiri®, foi proposta
uma classificacdo baseada no tamanho e alinhamento nuclear bem como o numero e distribuicéo de
nucléolos, o Z-scoring. A avaliacdo é feita de Z1 a Z4. Os zigotos Z1 tém numero igual de
nucléolos alinhados na juncdo pronuclear. Os zigotos Z2 tém igual nimero de nucléolos (3 a 6) do
mesmo tamanho e distribuidos de forma semelhante. Os zigotos Z3 tém o mesmo numero de
nucléolos nos dois ndcleos, mas num dos ndcleos os nucléolos tém diferentes tamanhos e
encontram-se dispersos engquanto no outro nucleo os nucléolos tém o mesmo tamanho e encontram-
se na juncdo pronuclear. Os zigotos Z4 apresentam nucléolos localizados perifericamente e com

tamanhos muito diferentes.

Em 2005 foi proposto por Senn'?> um método de avaliagio em que os zigotos sdo classificados
consoante a proximidade, orientacdo e centralizacdo dos prondcleos, nimero e polarizagdo dos
nucléolos e halo citoplasmatico, sendo depois feito o score cumulativo destes 6 parametros.
Segundo este estudo, os padrdes dos nucléolos e do halo citoplasmatico parecem ser os melhores
factores preditivos do sucesso da implantagdo dos zigotos. Foi Payne et al*® que identificou, pela
primeira vez em 1997, uma zona de citoplasma transltcido imediatamente antes da formacdo dos
prondcleos masculino e feminino. Esta regido, em seguida, envolve todo o citocortex, formando um
halo. Pensa-se que este fendmeno seja uma manifestacdo da translocacdo organizada através de
microtdbulos de mitocdndrias e de outros componentes citoplasmaticos. Pensa-se que este
clustering de mitocondrias na regido perinuclear esteja envolvido na regulagdo do ciclo celular
através da mobilizacdo de calcio e libertagdo de ATP’. Em 2007 um estudo feito por Depa-
Martynow et al” incluiu como critérios de avaliacio morfoldgica: a presenca de halo citoplasmatico;
tamanho e alinhamento pronuclear; nimero e distribuicdo dos nucléolos (z-scoring). Neste estudo
verificou-se que a polarizacdo dos nucléolos em ambos os pronucleos de tamanho semelhante (Z1)
e a existéncia de halo citoplasmatico, associa-se a embrides de boa qualidade e com bom
desenvolvimento. J& a auséncia de polarizagdo dos nucléolos nos embribes classificados como Z3 e
Z4 é um indicador morfologico da auséncia de polarizacdo da cromatina, 0 que leva a um
desenvolvimento mais lento e anormal, verificado neste estudo. Este estudo confirmou a utilidade
da aplicacdo do z-score e da avaliagdo do halo citoplasmatico, em conjunto com a avaliacdo
morfoldgica no dia 3 apds a fertilizacdo, na seleccdo de embrides com grandes chances de

implantar. Esta avaliacdo permite ajustar o nUmero de embrides a transferir, reduzindo os riscos de



gravidez multipla. Em 2009 um estudo feito por Brezinoval* classificou os zigotos em dois grupos:
O e Qutros, baseado na morfologia pronuclear e na early cleavage rate. O padrao “O” consistia em
zigotos que apresentavam o mesmo numero de pequenos nucléolos nos pronicleos ou grandes
nucléolos com distribuicdo polar entre os dois prondcleos. Os zigotos com alinhamento dos
nucléolos assimétrico sdo classificados como “Outros”. O segundo critério avaliado neste estudo foi
a primeira divisdo mitotica, avaliada entre as 23-27h apds a inseminacdo. Nesta altura, os embriGes
com 2 blastomeros sdo classificados como early cleavage embryos e 0s que ndo apresentam
membranas nuclear intactas sdo classificados como no early cleavage embryos. Os resultados deste
estudo indicam que os melhores outcomes sdo alcangados se ambos os sistemas de classificacdo
forem usados e quando a classificacao final é simultaneamente early cleavage embryos e padréo O.
Os resultados deste estudo demonstraram que a early cleavage rate é melhor marcador

independente do potencial de implantacdo do que a morfologia do zigoto.

ii. Avaliacdo morfologica no dia 3 apds a fertilizacéo
Apds a formacdo do zigoto inicia-se a divisao celular, o embrido entra na cleavage stage. A divisdo
do zigoto origina vérias celulas, os blastomeros. Durante esta fase, os blastdmeros organizam-se
numa massa compacta, a mérula. A cleavage stage termina com a formacdo do blastocisto. A
avaliacdo morfologica dos embrides na cleavage stage é feita tendo em conta caracteristicas como:
0 namero de blastémeros, as irregularidades nos blastdémeros, o grau de fragmentacao (que consiste
em porcdes de células do embrido que se separaram da porcdo nucleada da célula) e a

multinucleagdo (quando mais de um ndcleo € visualizado num dos blastomeros).

Segundo o Advanced Fertility Center of Chicago o embrido deve apresentar: 2 a 4 blastomeros
as 48h apos a aspiracdo oocitaria e 7 a 10 blastomeros as 72h; os blastdmeros devem ter tamanhos
semelhantes (quanto maior for a diferenca de tamanhos dos blastomeros, pior a qualidade do
embrido); nenhum ou pouco grau de fragmentacdo, sendo que um grau de fragmentacdo >25%
associa-se a um baixo potencial de implantacdo. A multinucleacdo esta associada a alteracfes
cromossomicas, contudo existem varios casos de sucesso com a transferéncia de embribes
multinucleados. Geralmente, estes embrides sdo transferidos quando sdo os Unicos disponiveis.
Outros factores a considerar sdo: presenca de vacuolos, granularidade e espessura da zona peldcida.
Em 2007 Depa-Martynow et al” classificou os embrifes em 4 classes (A a D) tendo em conta o grau
de fragmentag&o citoplasmética e o numero de blastomeros. Classe A: embrides com pelo menos 7
blastomeros (7 a 9) e com, no méximo, 20% de fragmentacdo citoplasmética (maior qualidade);

Classe B: Embrides com 7 a 9 células com mais de 20% de fragmentac&o;



Classe C: Embrides com 4 a 6 células com, no méximo, 20% de fragmentacdo; Classe D: embribes
com 4 a 6 células e com mais de 20% de fragmentagdo (pior qualidade). Neste estudo
correlacionou-se a morfologia pronuclear com a morfologia do embrido na cleavage stage.
Verificou-se que a maioria dos embrides classe A tinham sido avaliados como Z1, aquando da
avaliacéo pronuclear. A presenca de halo citoplasmatico aquando da avaliacdo pronuclear também
se associou a melhores classificagdes na avaliagdo morfoldgica da cleavage stage. Em 2000 Desai
et al®® propds um método de classificacio que avalia caracteristicas especificas desta fase como
pitting citoplasmatico, compactacdo, blastomeros de igual tamanho, expansdo dos blastomeros e
auséncia de vactolos. Para além do ndmero celular e grau de fragmentacdo, pardmetros
classicamente avaliados. Os embriGes foram avaliados, inicialmente, tendo em conta o nimero de
blastomeros e 0 grau de fragmentacdo. Em seguida eram dados pontos positivos se 0s embrides
apresentassem boa expansdao dos blastobmeros, tamanhos celulares semelhantes, pitting
citoplasmatico, sinais de compactacdo e ndo apresentassem vacuolos. Foi assim obtido o score
D3EQ, quanto maior o valor do score, melhor a qualidade do embrido e melhor o outcome clinico.
O estudo feito por Pelinck et al em 2010, citado no artigo de revisao de Nahid Nasiri®, verificou que
a caracteristica que traduzia melhor qualidade embrionaria era a presenca de 4 células no dia 2, 8
células no dia 3 e menos de 10% de fragmentagdo e a auséncia de blastomeros multinucleados. Em
2014, num estudo prospectivo feito por Rhenman et al*® usando a transferéncia electiva de
embrides, foi avaliada a influéncia das varidveis: namero de blastdbmeros; propor¢édo de blastomeros
mononucleados; grau de fragmentacéo; variacdo de tamanho dos blastomeros; simetria da clivagem
no outcome. O que se verificou foi que todas as variaveis estavam associadas ao aumento do
namero de nascimentos de um nado Vvivo, a excep¢do da simetria. A correlacdo entre as variaveis e
0 outcome pode ser descrita através de uma funcdo linear, a excepcdo do nimero de blastomeros,
gue se associava ao aumento dos nascimentos de um nado vivo até 2 a 4 blastomeros, sendo que
depois diminuia o nimero de nascimentos a medida que o nimero aumentava. Concluiu-se que a
taxa de clivagem é o melhor preditor do outcome (Presenca de 4 blastomeros no dia 2). A proporg¢ao
de blastomeros mononucleados foi considerada um forte preditor da taxa de nados vivos. Ao passo
que a multinucleacdo foi considerada o preditor mais desfavoravel, marcador de anormalidades
embridnicas e diminuicdo do potencial de implantagdo. Neste estudo, concluiu-se que as variaveis:
nimero de blastomeros, grau de fragmentacdo e proporcdo de blastdmeros mononucleados séo
consideradas variaveis independentes, logo verdadeiramente preditoras, do potencial de

implantacdo do embriéo.
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iii. Avaliacdo morfoldgica no dia 4-5 apos a fertilizagdo
Apbs a compactacdo e formacdo da morula, forma-se uma cavidade preenchida por fluido, o
blastocelo. Durante a cavitacdo, as células diferenciam-se em células da massa interna e células da
trofoectoderme. As células da massa interna vdo dar origem ao embrido, enquanto as células da
trofoectoderme, que rodeiam o blastocelo, sdo responsaveis pela nutricdo do embrido e vdo dar

origem a parte da placenta.

O prolongamento da cultura dos embrides até a fase de blastocisto tornou-se rotina em muitos
laboratorios de procriagdo medicamente assistida. Esta pratica, com inicio em 1999, apresenta
varias vantagens pois permite selecionar embriGes com o genoma activado, embrides com melhores
valores preditivos de implantagdo com base na sua avaliacdo morfologica, em compara¢do com
fases mais precoces do desenvolvimento e permite a reducdo do nimero de embrides a transferir

sem comprometer o0 outcome®,

Como o prolongamento da cultura permite a diminui¢do do nimero de blastocistos a transferir,
foram criados varios scores de avaliacdo morfologica, para que se transfira o blastocisto com maior
potencial de implantagdo. Em 2000, Gardner et al*” propds um sistema de avaliagdo morfoldgica
que classifica os trés componentes do blastocisto. Os blastocistos sdo classificados de 1 a 6
consoante o grau de expansdo do blastocelo e o hatching status: 1- grau minimo de expansao; 6-
hatched blastocysts. A massa celular interna s6 pode ser classificada nos blastocistos classificados
de 3-6. A massa interna e a trofoectoderme sdo avaliadas em A, B e C: A — éptima morfologia; C —

maltiplas irregularidades.

Grupo | Grupo Il Grupo lll
2 blastocistos>3AA 1 blastocisto>3AA Blastocistos<3AA
Taxa de gravidez 86.8% 69,6% 43,8%

Tab. 1 — Resultados obtidos no estudo de Gardner et al em 2010. (P <0.001)

Neste estudo foi verificada uma relacdo, estatisticamente significativa, entre o score atribuido ao

embrido e o0 outcome.
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b. Time-lapse
A monitorizacdo por time-lapse caracteriza-se pela captura de imagens frequentes do embrido em
desenvolvimento, sem alteragcdes no meio de cultura do mesmo. Permite avaliar de forma
sequencial o processo de desenvolvimento do embrido, com obtencdo de imagens a cada 5 a 20

minutos?é,

Podem ser aplicados diferentes métodos para executar esta técnica, dependendo do estudo.
O seguinte exemplo demonstra um método de monitorizacdo por time-lapse, utilizado no estudo de
Goodman et al*® em 2016. Neste estudo, os embrides do grupo submetido a avaliagio por time-
lapse foram cultivados no Embryoscope. Foram avaliados, inicialmente, tendo em conta as
caracteristicas morfoldgicas. Apo6s serem classificados como morfologicamente adequados,
adicionaram-se timings especificos de intervalos mitéticos, timings de compactacdo e cavitacdo,
avaliacdo continua de anomalias na clivagem e multinucleacdo. Os marcadores cinéticos especificos
avaliados foram: tempo para desaparecimento pro-nuclear ou singamia (tPNf), tempo para se
formarem 2 células (t2), 3 células (t3), 4 células (t4), 5 células (t5), 8 células (t8) e mais de 9 células
ou compactacdo parcial (t9), tempo para morula (tMor), inicio da blastulacéo (Tsb: definido como a
primeira imagem em que o fluido intracelular na mérula pode ser identificado), blastocisto (tBL:
definido quando uma regido em forma de crescente pode ser visualizada no fluido) e blastocisto
expandido (tEBL.: identificado quando a expansdo do blastocisto € notada). Parametros cinéticos
adicionais foram calculados, incluindo: Duragdo do segundo ciclo (cc2; t3-t2), terceiro ciclo celular
(cc3; t5-t3), intervalos entre 4 e 5 células (t4int; t5-t4) e entre 2 e 5 células (t5-t2) e o tempo para
completar divisGes sincronas sl (t2 — tPNf), s2 (t4-t3) e s3 (t8-t5). Anomalias da clivagem,
incluindo reverse cleavage (RCLV: reabsorcdo de um blastémero depois da confirmacdo visual
prévia), clivagem desigual directa (DUC: evidéncia de um blastdmero dividir-se directamente em
trés) e divisdo irregular e a presenca de multinucleacdo (MU: mais de um nucleo por célula na fase
de 2-4 células, registo baseado no nimero de células afectado e o nimero de nucleos por célula)
foram avaliados continuamente e registados. Em seguida, o score é feito pela soma de pontos
negativos e positivos: Pontos negativos: cc2< 5 horas (-1), presenca de multinucleacdo (-0.5),
presenca de diviséo irregular (-0.5); Pontos positivos: t5 45.8-57.0 HPI (+1), s2 0.0-0.1 horas (+1),
s31.4-7.0 (+1), tSB < 100 HPI (+1) *HPI: horas apos a fertilizagao.
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Fig. 1 — Monitorizagdo convencional vs monitorizagéo por time-lapse

Com a monitorizacdo por time-lapse, num estudo feito por Conaghan et al em 2013, citado no
artigo de revisdo de Daniel J. Kaser8, verificou-se uma melhoria na seleccdo de blastocistos e
reducdo da variabilidade intra e inter observador em comparacao a avaliagdo morfolégica. Contudo,
os estudos feitos nesta area ndo demonstram evidéncia suficiente que suporte a aplicacdo desta
técnica na pratica clinica. Os estudos caracterizam-se por serem muito heterogéneos quanto aos
métodos utilizados, timings de avaliacdo e resultados. Por exemplo, em 2014, num estudo feito por
Rubio et al®®, foi comparada a monitorizacdo feita por time-lapse em relacdo a avaliagdo
morfoldgica convencional. Neste estudo observou-se uma melhoria dos outcomes reprodutivos,
sendo estatisticamente significativa o aumento na taxa de gravidez evolutiva e a diminuicdo no
numero de abortos. Este estudo apresentou como limitagdo ndo ser possivel averiguar a influéncia
da melhoria das condic¢Ges de cultura nos outcomes clinicos. Enquanto que, em 2016, num estudo
feito por Goodman et al'®, ndo foi verificado melhoria significativa dos outcomes clinicos com a
adicdo dos parametros morfocinéticos. Apenas parametros como: auséncia de multinucleag&o,
timing da blastulacéo e score morfocinético foram associados a um aumento da taxa de implantacdo
dos blastocistos. Embora ndo se justifique a utilizacdo desta monitorizacdo como rotina, a mesma
pode ser usada de forma experimental por cada laboratorio até que exista evidéncia que suporte o

Seu uso na prética clinica.
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Na revisdo sistematica de Daniel J. Kaser e Catherine Racowsky'®, os autores propdem maior
uniformidade nos estudos futuros. Propdem que o outcome avaliado seja a implantagéo de um feto
viavel (8 semanas), uma vez que a perda fetal pode ser confundido com infertilidade de factor
uterino ou aneuploidia. Propdem que no futuro se utilize uma unica nomenclatura para os varios
timings de avaliacdo e estabelecem como prioridades: criacdo de um programa de monitorizagéo
das criancas nascidas apds a monitorizagdo por time-lapse, devido a exposi¢do prolongada a low
intensity light e energia electromagnética; avaliacdo relativa do custo-eficécia; determinacgéo do test
performance (Especificidade, sensibilidade e niUmero necessario para tratar por TLM vs avaliacdo
morfolégica convencional, com a implantacdo como end-point); correlacdo dos parametros de time-
lapse com o screening de aneuploidias através de comprehensive chromosome screening; validacao

de marcadores da monitorizacéo por time-lapse relevantes em varios pacientes e tipos de ciclo (Mas

respondedoras, esquema de antagonista GnRH, cultura apds descongelamento, etc.)

Proposed
nomenclature

Developmental measure

Spermatozodn entry into cocyte (IVF or ICSI)

to

Milestone

Time of sperm injection into oocyte (ICSI) or at which sperm head binds to

oolemma (IVF)
t2pb Extrusion of the 2™ polar body Time that 2™ polar body is first encircled by a complete membrane
tapn Appearance of the two pronuclei Time that two pronuclei are first visualized
t2pn.a Abuttal of the two pronuclei Time that two pronuclei first remain in contact before onset of dissolution
t Disappearance of the two pronuclei Time that both pronuclei are no longer visible

tefls Ty el - - -

b, G t.. . e

Identification of the |, 2", 3 etc. cytokinesis
furrow

Formation of 2-cell stage, 3-cell stage, 4-cell stage,

etc. through the | 6-cell stage

Time at which the 1°, 2", 3" etc. cytokinesis (cleavage) furrow is clearly
distinguishable

Time at which newly formed cells are completely separated by confluent
membranes

te Start of compaction Time at which membranes of adjacent blastomeres start to become
indistinguishable

tm Formation of morula Time at which the membranes of all blastomeres are no longer distinguishable

teaw Start of cavitation Time at which a pocket of fluid is first identified between blastomeres

the Formation of early blastocyst Time at which a single pocket of fluid (the blastocoelic cavity) first occupies less
than half the volume of the embryo

thxg Formation of expanding blastocyst Time at which the blastocoelic cavity first occupies more than half the volume of
the embryo

tof Formation of full blastocyst Time at which the blastocoelic cavity first occupies the entire volume of the
embryo

thxd Formation of expanded blastocyst formation Time at which the embryo first becomes fully expanded

thhg Formation of hatching blastocyst Time at which the trophectoderm starts to herniate through the zona pellucida

th hd Formation of hatched blastocyst Time at which the blastocyst completes escapement from the zona pellucida

thcls th.c2s the3 - - -

Identification of blastocyst contractions

Time at which the 1%, 2™, 3 etc. contraction of the blastocyst occurs (i.e. time of
maximum shrinkage during one contraction event)

t; Time interval The time required for the embryo to reach a more advanced stage from a specified
earlier stage®
d Duration Thisis a special case of the more general term, time interval, and indicates the time

passed between two consecutive developmental stages®

Fig. 2 - Nomenclatura dos varios timings proposta por Daniel J. Kaser e Catherine Racowsky*®,
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c. Analise da vascularizagédo folicular
O desenvolvimento de um embrido viavel relaciona-se com a qualidade e a capacidade de
desenvolvimento do odcito. Pensa-se que a hipoxia intrafolicular, relacionada com um
desenvolvimento inapropriado da microvasculatura perifolicular, pode provocar diminuicdo do
metabolismo e diminuir o pH intracelular, reduzir a fertilizacdo, aumentar as alteragdes
citoplasmaticas e cromossomicas, que resulta em embrides com blastdmeros multinucleados e com

limitagBes na capacidade de desenvolvimento?!.

Chui et al?® verificou, pela primeira vez em 1997, uma forte associacio entre o grau de
vascularizacdo perifolicular (avaliado por ecografia+doppler) e o potencial de implantacdo do
embrido, taxa de fertilizacdo e gravidez. Neste estudo os outcomes foram melhores em odcitos
obtidos de foliculos com maior grau de vascularizacdo perifolicular. Varios estudos realizados nos
anos seguintes apresentam resultados semelhantes em que os foliculos com maior vascularizacdo
contém odcitos que quando fertilizados tém melhores taxa de gravidez?® 2%, Palomba S. et al?!, em
2005, num estudo em que foi avaliada uma populagdo com bom prognéstico, mulheres jovens ndo
obesas com FSH basal baixo, ndo se obtiveram dados com relevancia clinica, ndo havendo
diferencas entre os grupos submetidos a seleccdo oocitaria por doppler e o grupo submetido a
seleccdo convencional. Ragni G. et al?®®, em 2007, concluiu que a vascularizacio folicular no
prediz a chance de gravidez no grupo experimental avaliado (mulheres submetidas a estimulacéo
ovérica controlada e ciclos de inseminacdo intrauterina). A diferenca de resultados em relacdo 0s
estudos anteriores, pode ser devido ao recrutamento de um grupo populacional diferente, diferentes
protocolos de estimulacdo ovarica (neste estudo foram usadas doses mais baixas e em 2001, Bahl et
al, no seu estudo relacionou doses maiores de gonadotrofinas com maior vascularizagdo
perifolicular) e a vascularizagdo folicular pode estar mascarada na inseminagédo intra-uterina por
factores confundentes que afectem o transporte do esperma e do embrido, aspiracdo oocitaria e a
fertilizacdo in vivo. Stephen JR et al?®, em 2008, fez a avaliagio da vascularizagio folicular aquando
da aspiracdo oocitaria através da ultrassonografia, usando a técnica de imagem power doppler. Os
foliculos foram avaliados de 1 a 4, tendo em conta 0 seu grau de vascularizacdo — pouco
vascularizados (grau 1 e 2) e muito vascularizados (grau 3 e 4). Verificou-se um aumento da taxa de
gravidez nos embribes que derivaram de foliculos que apresentavam grau 3 e 4 de vascularizag&o.
Os autores apresentaram como vantagem o facto desta técnica ndo acrescentar complexidade ao
processo, podendo vir a ser Gtil na pratica clinica. Palomba S.2’, em 2008, verificou diferengas nos
resultados, tendo em conta os niveis de FSH de uma popula¢do com idade materna avangada (>40
anos).Em pacientes com baixos niveis de FSH (<10,9 UI/L) os resultados em relagdo ao numero de
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odcitos fertilizados, qualidade embrionaria (grade 4 and 3 of cleaved embryos), nimero de arrested
embryos, taxa de implantagéo e taxa de gravidezes correntes foi maior no grupo experimental do
que no grupo de controlo. Em doentes com niveis elevados de FSH (>10,9 UI/L) n&o se verificou

diferenca no outcome clinico do grupo experimental e do grupo de controlo.

Concluindo, a analise da vascularizagédo folicular pode ser atil em grupos selecionados como em
mulheres mais velhas, com niveis basais de FSH baixos e com boa reserva ovarica. Ndo deve ser
aplicada numa populacdo indiferenciada e em grupos de bom progndstico, uma vez que ndo
apresenta diferencgas significativas de resultados entre os grupos experimental e de controlo. No
grupo de mau progndstico com niveis basais de FSH elevados a principal limitacdo deve-se ao
numero reduzido de odcitos obtidos, que ndo permite que sejam tiradas conclusfes da utilidade

desta técnica.

d. Analise da composicdo do fluido folicular
O desenvolvimento do odcito esta relacionado com o fluido folicular que o nutre. Assim a analise
deste fluido é um passo légico para o desenvolvimento de novos métodos nédo invasivos de seleccao
de odcitos. O fluido folicular é um bioproduto da aspiracdo oocitéaria, o que faz com que seja um
produto ideal de analise. A composicdo deste fluido é fundamental para o crescimento e
desenvolvimento do foliculo e pode constituir um indicador importante para aferir se determinado

odcito fertilizado vai desenvolver-se até & cleavage stage?®.

Martina Wallace et al®®, em 2012, verificou que a prolina e branched-chain amino acids
estavam aumentados no grupo de estudo em que o0s o0citos atingiram o desenvolvimento e
terminaram em gravidez. No grupo de odcitos que ndo atingiu a cleavage stage a concentracdo de
glicose e HDL estava aumentada, enquanto que as concentracbes de lactato, a colina,
glicerofosfocolina e fosfocolina estavam diminuidos. O’Gorman et al*®°, em 2013, identificou 21
acidos gordos que compBem o fluido folicular. Havendo diferenga, estatisticamente significante, nas
concentragdes de 9 dos &cidos gordos, entre os grupos em estudo. Os &cidos gordos mais
abundantes presentes no fluido folicular sdo os acidos palmitico, oleico, linoleico, araquidénico e
estearico. No grupo de odcitos que atingiu a cleavage stage verificou-se um aumento do acido
estearico, acido oleico, acido araquidonico e acido dihomo-y-linoleico, sendo que os dois ultimos
sd0 necessarios em processos de sintese de eicosinoides, regulacdo da endocitose e exocitose,
modulacédo e canais ionicos, inibicdo da DNA polimerase e na expressdo genética. No grupo que
ndo atingiu a cleavage stage verificou-se um aumento do acido palmitico. O aumento do &cido
palmitico estd associado a apoptose das células da granulosa e piora a capacidade de
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esteroidogénese, que é uma funcdo critica no suporte do desenvolvimento folicular no ovério e na
maturacdo oocitaria. Embora os autores tenham verificado uma forte correlacdo positiva entre os
perfis metabolicos e os outcomes do embrido, o estudo foi feito numa amostra muito pequena (108

amostras) e por isso foi sugerida maior investigacao desta correlacao.

e. Medicdo da respiracdo aerdbia
O consumo de oxigénio tem sido avaliado como possivel biomarcador para avaliar a viabilidade dos
embrides. Pode ser avaliado através de vérias técnicas como: a microespectrofotometria (técnica
que faz a medicdo do espectro de amostras microscopicas, utilizando diferentes comprimentos de
onda de radiacdo electromagnética), foi o primeiro método usado em 1986; a microscopia
eletroquimica (avalia o comportamento electroquimico das interfaces liquido/sélido, liquido/gasoso
e liquido/liquido); loop mediated isothermal amplification (¢ uma técnica de amplificacdo isotermal
dos acidos nucleicos); o respirometro (técnica que permite avaliar continuamente o consumo de

oxigénio de cada embrifo através da introduc&o de um elétrodo no meio de cultura)®..

Tejera et al®2, em 2015, combinou a monitorizagdo por time-lapse com medicdes de oxigénio,
atraveés de um respirémetro, para investigar a potencial correlacdo entre a morfocinética do embrido
e a sua actividade metabdlica. Neste estudo, 0 consumo de oxigénio foi superior na primeira divisdo
de embribes que tiveram melhores taxas de implantacdo. Verificou-se que embribes com maiores
consumos de oxigénio tiveram melhor desenvolvimento e, com isto, melhor competéncia na
implantacdo. Apesar destes resultados, sdo precisos mais estudos para que se possa estabelecer uma

correlacdo entre as variaveis.
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2. Métodos invasivos

a. Testes genéticos pré-implantacdo
A avaliacdo genética pré-implantacdo (Preimplantation genetic screening) é uma variante do
diagnostico genético pré-implantacdo (Preimplantation genetic diagnosis), que é uma técnica
utilizada em casais com alteracGes cromossomicas para que estes ndo transmitam essas alteracdes a

descendéncia.

A PGS consiste na biopsia de células do embrido numa fase inicial da cultura e na avaliagdo dos
seus cromossomas antes de se proceder a transferéncia dos mesmos. E uma técnica usada para
avaliar a existéncia de aneuploidias cromossomicas nos embrifes seleccionados. Uma vez que a
aneuploidia é a alteracdo cromossomica mais frequente do embrido e a causa mais frequente de
aborto espontaneo, colocou-se a hipdtese de que ao selecionarmos os embrifes euploides,
aumentamos o sucesso dos tratamentos de infertilidade®. Sabe-se que o sucesso dos tratamentos de
infertilidade estd dependente da idade materna, podendo estar relacionado com o aumento de
aneuploidias verificado nos odcitos de mulheres com idade superior a 35 anos. Por outro lado, foi
verificado que as aneuploidias sdo mais frequentes em odcitos de mulheres inférteis do que em
mulheres da mesma idade sem problemas de fertilidade®*. A PGS tem indicagdo primaria para os
casos de idade materna avancada, falha recorrente na implantacdo, abortos recorrentes e

infertilidade masculina grave®.

Técnica utilizada e os seus resultados:
Esta técnica pode ser efectuada através da puncéo de trés tipos de células: os corpos polares
do odcito, os blastomeros (cleavage stage) e as células da trofoectoderme do blastocisto. Os

diferentes tipos de puncdo véo influenciar a precisdo da técnica e o seu potencial impacto no

outcome clinico®.

Fig 3: Odcito; Embrido na cleavage stage; Blastocisto.
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Uma vez obtido o material para andlise, este pode ser analisado atraves de varias técnicas
laboratoriais como a flourescence in situ hybridization (FISH) e a comprehensive chromosome

screening.

A FISH foi a primeira técnica a ser usada, em 1992. Embora na altura se esperasse uma melhoria
dos outcomes clinicos através da seleccdo embrionaria com esta técnica, uma serie de estudos
controlados randomizados nos anos seguintes, verificaram que a PGS baseada na FISH néo
melhorou a taxa de nascimentos® %', Pensa-se que isto ocorra devido: ao nimero reduzido de
cromossomas avaliados, esta técnica avalia os cromossomas 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X, Y; a fase
precoce em que é feita a biopsia do embrido, no 3° dia apos a fertilizacdo — cleavage stage, e ao
mosaicismo, que é mais prevalente nesta fase do embrido em que é feita a bidpsia®®. Os resultados
negativos fizeram com que, hoje em dia, a European Society for Human Reproduction (ESHRE)
recomende a utilizacdo de comparative genomic hybridisation, alternativa a PGS com a técnica
FISH na cleavage stage, uma vez que esta técnica ndo revelou efeitos benéficos nos estudos
analisados®. Existe uma grande esperanca na aplicacdo da PGS utilizando técnicas de

comprehensive chromosome screening®®.

Tipo de célula analisado:

i. Corpos polares
Em 2015, Feichtinger M. et al avaliou os corpos polares dos odcitos através de comprehensive
chromosome screening: array comparative genomic hybridization (aCGH), verificando um
aumento do numero de nados vivos no grupo submetido a PGS dos corpos polares. A bidpsia foi
feita 2-3 horas apds a aspiracdo oocitaria. A seleccdo do grupo submetido a bidpsia dos corpos
polares foi feita em casos de faléncia sucessiva na implantacdo ou cuja idade materna fosse
avancada. O grupo submetido a PGS era constituido por 111 pacientes cuja idade estava
compreendida entre os 35 e 45 anos, sendo a media 39,5 anos. O grupo de controlo era constituido
por 240 pacientes com idades compreendidas em os 35 e 45 anos, sendo a média 38,4 anos. No
grupo submetido a PGS, 29 dos 110 embrides transferidos resultaram em nados vivos, 0 que
equivale a uma taxa de nados vivos de 26,4%/embrido e 35,7%/paciente. No grupo de controlo, 60
dos 403 embries transferidos resultaram em nados vivos, o que equivale a uma taxa de nados vivos
de 14,9%/embrido e 22,7%l/paciente. Os resultados deste estudo sugerem que a avaliacdo
cromossomica dos corpos polares dos oocitos melhora a taxa de nados vivos em comparagdo com a

auséncia de avaliacdo de aneuploidias.
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Esta técnica apresenta varias vantagens em relagdo a biopsia dos outros tipos celulares: pode ser
feita no dia da fertilizacdo, evitando o congelamento dos embrides; 0 mosaicismo ndo tem impacto
no diagnostico de aneuploidias nos corpos polares; ndo ha necessidade de manipular o embrido nas
fases mais avancgadas do desenvolvimento. Contudo apresenta algumas limitacdes uma vez que ndo

permite a identificacdo de aneuploidias de origem paterna (Constituem 3-4% das aneuploidia)*°.

ii. Blastomeros
Em 2013, Keltz M. et al verificou melhoria nas taxas de éxito no grupo submetido a andlise
cromossomica dos blastdmeros. A avaliagdo cromossdmica foi feita por array comparative genomic
hybridization (aCGH). A bidpsia do blastdémero é feita no dia 3 apos a fertilizacdo, na cleavage
stage. A seleccdo do grupo submetido a bidpsia dos blastémeros foi feita tendo em conta a idade
materna avancada, falha recorrente de FIV (2 ou mais) e perda recorrente na gravidez (2 ou mais),
contudo este grupo era considerado de bom prognoéstico, tendo em conta: FSH, hormona anti-
mulleriana e a reserva ovarica. Verificou-se um aumento na taxa de implantacdo (52,63% vs
19,15%) e no numero de gravidez (61,54% vs 32,49%), diminuicdo do nimero de abortos (11,11%
vs 26,01%), havendo também uma diminuicdo do numero de embrides transferidos e,

consequentemente, uma diminuicdo no nimero de gravidezes gemelares (8,33% vs 34,38%)*.

iii. Trofoectoderme
Em 2013, Scott Jr T. et al, num estudo randomizado controlado, verificou melhoria dos outcomes
clinicos na fertilizacdo in vitro do grupo submetido a andlise cromossoémica das células da
trofoectoderme. A avaliacdo cromossémica das células da trofoectoderme foi feita através da
técnica PCR quantitativa em tempo real (QPCR - rapid quantitative real-time polymerase chain
reaction). O estudo foi feito em casais com bom progndstico: Idade materna entre os 21 e 42 anos;
maximo de um ciclo de FIV falhado; cavidade endometrial normal; niveis basais de FSH < 15 IU/L;
contagem folicular > 8; disponibilidade do ejaculado do parceiro masculino. No grupo em estudo,
os embrides morfologicamente adequados foram submetidos a biopsia no dia 5, avaliacdo
cromossomica e transferéncia uterina no dia 6. No grupo de controlo, os embrides foram
transferidos no dia 5. Verificou-se que a taxa de implantagéo foi significativamente maior no grupo
submetido a PGS (79,8%) em relacdo ao grupo de controlo (63,2%). Verificou-se também um
aumento de gravidezes que evoluiram até ao parto no grupo avaliado através da PGS (66,4%) em
relacdo ao grupo de controlo (47,9%). Este estudo fornece evidéncia classe | em como a avaliagdo
da aneuploidia usando a PCR quantitativa em tempo real como técnica de avaliagdo cromossomica,

em células da trofoectoderme melhora a implantacgdo e nimero de gravidezes de termo*2.
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Concluindo, existem ainda falhas que devem ser colmatadas na aplica¢do da PGS na selecgéo de
embriBes, uma vez que a bidpsia é feita numa so célula do embrido e a mesma pode ndo ser
representativa de todo embrido, originando resultados falsos positivos e falsos diagndsticos®. Por
outro lado, a remocdo de uma célula para bidpsia numa fase precoce do embrido pode estar
associada a alteracdes nefastas para o embrido, tendo influéncia negativa na gestacdo®. Assim, no
futuro é importante investigar que grupos beneficiam da PGS e em que fase devem ser feitas as

biopsias das diversas células.

b. Analise da transcriptoma
A transcriptoma define-se como o conjunto de todas as moléculas de RNA de uma determinada

célula ou populacéo de células.

Vaérios estudos comprovaram a existéncia de alteracdes genéticas especificas, determinadas por
transcripcdo reversa seguida por PCR, e a qualidade do o6cito e embrido. Contudo a avaliagdo por
PCR é muito restrita, pois avalia um namero reduzido de genes por 6ocito/embrido. A analise da
transcriptoma de o6citos normais e aneuploides (determinacdo feita por comparative genomic
hybridization dos corpos polares correspondentes) identificou varias diferencas ao nivel da
expressdo dos genes relacionados com a segregacao cromossémica durante a meiose. A anélise da
transcriptoma de células do cumulus oophorus (CC) e células da granulosa (GC), utilizando
microarrays ou transcripcdo reversa seguida de PCR, identificou varios genes candidatos a
biomarcadores. A expressdo de genes como PTX3 correlaciona-se positivamente com a
competéncia oocitaria, enquanto que os genes PTGS2 e STAR se relacionam negativamente. A
expressdo de genes como GREM1, BCL2L11, PGK1 e NFIB, correlaciona-se com a qualidade do
embrido. No total foram identificados, por microarrays, cerca de 630 genes cujo padrdo da
transcriptoma se correlaciona com o outcome do embrido e da gravidez*®. Embora tenha sido feito
um esforco para identificar um perfil de mMRNA que determinasse a competéncia do odcito, ndo

existem resultados completamente claros em relacio a estas associagdes*.

PTX3 - Associado ao processo de inflamagéo.

PTGS2 - codifica a enzima ciclo-oxigenase 2

STAR - Codifica a proteina de transporte StAR. Regula a o transporte de colesterol para o interior
da mitocdndria, sendo o passo limitante na esteroidogénese.

GREML1 - Codifica a proteina Gremlin que é um inibidor da via de sinalizagdo TGF beta.

BCL2L11- Associado a apoptose em resposta a anormalidades celulares.

PCK1 - Associado a producéo de energia.

NFIB - Regula vérios processos na fase inicial do desenvolvimento embrionério.

21


https://en.wikipedia.org/wiki/TGF_beta_signaling_pathway

Concluséo

Hoje em dia, um dos principais objectivos dos laboratérios de técnicas de procriacdo
medicamente assistida é selecionar o embrido com maior potencial de implantacdo. Neste sentido,
foram aplicados varios métodos, invasivos e ndo invasivos, que avaliam a morfologia, cinética,

genética e biomarcadores dos embrides.

Actualmente, a avaliagdo morfoldgica continua a ser o método mais utilizado. A avaliagdo
morfologica pode ser feita em diferentes fases de desenvolvimento do embrido, o que vai
influenciar os critérios e os scores utilizados. Na fase de zigoto, o nimero, equidade e alinhamento
dos nucléolos, o tamanho e alinhamento pronuclear sdo as principais caracteristicas avaliadas. A
taxa de clivagem entre 23 e 24 horas e a presenca de halo citoplasmatico constituem as
caracteristicas dos embrides de boa qualidade. A auséncia de polarizacdo dos nucléolos associa-se a
um desenvolvimento embrionario mais lento e anormal. Na cleavage stage, o numero, equidade e
irregularidades dos blastomeros, o grau de fragmentacdo e a multinucleacdo sdo as caracteristicas
principais avaliadas. A existéncia de pitting citoplasmatico, compactacdo, expansdo dos
blastbmeros e a auséncia de vacuolos associam-se a boa qualidade embrionaria. Concluiu-se que o
parametro que melhor prediz o outcome é a taxa de clivagem, ou seja, a existéncia de 2 a 4
blastomeros as 48 horas. Na fase de blastocisto, o grau de expanséo do blastocelo e hatching status,
a auséncia de irregularidades na massa interna e na trofoectoderme séo as caracteristicas que melhor
se associam a bons outcomes. Em relacdo a monitorizacdo por time-lapse, verificou-se que a
auséncia de multinucleacdo, timing de blastulacdo inferior a 100 horas apos fertilizacdo e a
aplicacdo dos scores morfocinéticos se associa a melhores taxas de implantacdo dos blastocistos.
Contudo, estes resultados ndo foram verificados por todos os estudos, havendo resultados dispares
entre os varios estudos. Assim, esta técnica ainda ndo é recomendada na pratica clinica, mas é
proposta a sua utilizacdo no ambito experimental. Em relacdo a avaliagdo da vascularizacao
folicular, esta pode ser Gtil em grupos selecionados de mulheres mais velhas, com niveis basais de
FSH baixos e boas reservas ovaricas. Ndo deve ser aplicado num grupo indiferenciado e de bom
prognostico. Quanto a avaliacdo da composicdo do fluido folicular, os estudos analisados foram
feitos em grupos pequenos e, embora possa existir uma relacdo entre a concentracdo de
determinadas substancias e o outcome clinico, sdo necessarios mais estudos nesta area para
comprovar esta correlacdo. Em relacdo a medigdo da respiragao aerobia, verificou-se que embrides
com maior consumo de oxigénio tinham melhores outcomes, contudo esta correlagdo carece de

confirmagédo por mais estudos.
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Em relacdo aos métodos invasivos de seleccdo embrionéria, nomeadamente a
preimplantation genetic screening, concluiu-se que deve ser feita através da técnica de
comprehensive chromosome screening, ndo sendo aconselhada a técnica FISH. Em relacdo ao tipo
de célula a avaliar, verificou-se que a biopsia dos corpos polares apresenta algumas vantagens na
deteccdo de aneuploidias, contudo ndo permite avaliar a existéncia de aneuploidias de origem
paterna. Ja nos grupos submetidos a biopsia dos blastomeros, verificou-se melhoria dos outcomes
clinicos, embora se desconheca 0s impactos da remocdo de um blastomero no futuro da gestacao.
Quanto a biopsia de celulas da trofoectoderme verificou-se evidéncia classe | na associacdo desta
técnica de avaliacdo a aumentos na implantacdo e no nimero de gravidezes de termo. Em relacéo a
andlise da transcriptoma, ndo existem resultados claros quanto a existéncia de um perfil de mMRNA

que determine a competéncia oocitaria.
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