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INFORMAQ@ES SOBRE O ARTIGO RESUMO
Historico do artigo: Introdugdo: a bidpsia embrionaria tem como objetivo selecionar embrides geneticamente
Recebido em 4 de marco de 2014 normais. Essa selecdo ocorre por meio de testes genéticos pré-implantacionais. Espera-se,
Aceito em 15 de junho de 2014 com isso, uma diminui¢do dos riscos de doencas genéticas e um aumento das taxas de
On-line em 7 de julho de 2014 implantacdo em fertilizacdo in vitro.

Objetivo: verificar, por meio de revisdo bibliografica, qual técnica de biépsia embriondria é
Palavras-chave: considerada mais apropriada para feitura de testes genéticos pré-implantacionais.
Bidpsia Método: pesquisa bibliogréfica, na forma de revisao de publicacdes cientificas, por meio das
Blastocisto redes US National Library of Medicine (Pubmed), Literatura Latino-Americana e do Caribe
Fase de clivagem do zigoto em Ciéncias da Saude (Lilacs), Google Académico e Biblioteca Virtual em Satde (BVS).
Avulo Resultados e conclusdo: existem trés maneiras de efetuar a bidpsia para reproducdo humana
Técnicas reprodutivas assistida. A primeira consiste em retirar o primeiro e/ou o segundo corpusculo polar estruido

pelo odcito. Também se pode fazer a bidpsia a partir de um blastdomero do embrido em
estagio de clivagem ou usar cinco a dez células do trofoectoderma de blastocisto. Normal-
mente as técnicas usadas para o diagndstico sdo PCR, Fish, CGH array e SNP array, entre
outras. Acredita-se que a biépsia de blastocistos é a melhor técnica para manter o potencial
de implantagdo embrionaria. Essa tendéncia se justifica por causa da maior quantidade de
material genético disponivel em fase avancada de desenvolvimento embrionario. Admite-se
que nessa fase a incidéncia de mosaicismo seja menor em relacdo a biépsia de blastomeros,
com consequente aumento na eficicia dos testes genéticos. Outra questdo importante é que
na bidpsia de blastocistos as células sdo retiradas do trofoectoderma, enquanto que na biép-
sia em estagio de clivagem a remocao de um blastdmero pode prejudicar o desenvolvimento

embrionario.
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Embryo biopsy: what is the best choice?

ABSTRACT

Introduction: the embryo biopsy aims to select genetically normal embryos. This selection
occurs through pre- implantation genetic testing. It is expected the reduction of risk of
genetic disorders and increase implantation rates in IVF.

Objective: to verify, through bibliographical revision, which embryo biopsy technique is
considered more suitable for pre-implantation genetic diagnosis.

Method: bibliographical research, in the form of literary review of scientific publications
via networks, US National Library of Medicine (Pubmed), Latin-American Literature and
Caribbean Health Sciences (Lilacs), Google Scholar and Virtual Health Library.

Results and conclusion: there are three ways to perform the biopsy on assisted human repro-
duction. The first one consists in removing the 1st and/or 2nd polar body (if there was
fertilization). You can also perform the biopsy from the one blastomere of embryo cleavage
stage or use 5-10 trophoectoderm cells blastocyst. Usually the techniques used for diagnos-
tic purpose are PCR, Fish, CGH array, SNP array and others. Nowadays it is believed that
blastocyst biopsy is the best technique in order to maintain the embryonic implantation.
This tendency is justified by the larger amount of genetic material available in an advanced
stage of embryonic development. It is assumed that in this stage the incidence of mosaicism
is reduced with the consequent increase in the effectiveness of genetic testing. Another
important question is that the blastocyst biopsy cells are removed from the trophoecto-
derm while inbiopsy incleavage stage, the removal of oneblastomerecan impairembryonic

development.

© 2014 Sociedade Brasileira de Reprodu¢ao Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.
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Introducao

As técnicas de bidpsia usadas em fertilizagdo in vitro (FIV)
visam a obter material para a feitura de testes genéticos pré-
-implantacionais. Para tanto, podem ser usados oécitos ou
embrides humanos, os quais terdo sua composicdo genética
avaliada a fim de escolher um embrido ou odcito cromosso-
micamente normal.’

Em 1990, foi aplicado pela primeira vez em seres humanos,
com sucesso, o diagnéstico genético pré-implantacional (PGD)
para doenca relacionada ao cromossomo X.? Desde entéo, essa
técnica passou a ser usada para andlise do contetido genético
em embrides humanos obtidos por meio de FIV para selecionar
aqueles que tivessem um melhor potencial para gerar uma
prole saudével.?

O PGD é uma avaliacdo para selecionar embrides geneti-
camente normais de pais afetados. J4 o screening genético
pré-implantacional (PGS) é um teste de triagem para aneuploi-
dias usado em embrides cujos pais tém cariétipos normais.’
Seu principal objetivo é selecionar embrides cromossomica-
mente normais para transferéncia e, com isso, melhorar as
taxas de implantacdo e gravidez clinica e reduzir taxas de
abortos e evitar gesta¢des aneuploides.*

A bidpsia para testes genéticos pré-implantacionais pode
ocorrer de trés maneiras. A primeira acontece por meio
da remocdo do primeiro corpusculo polar (CP) ou apds a
fertilizacdo, com o uso do segundo CP ou ambos. A segunda é
a partir da biépsia de um blastdomero no estagio de clivagem.
A terceira ocorre pela retirada de células do trofoectoderma
(TE) de blastocistos no quinto dia de desenvolvimento. Assim,

conforme a bidpsia de escolha havera alteracdo do material
bioldgico a ser usado para extracdo de DNA.>®

Os blastdmeros do terceiro dia de desenvolvimento de
embrides humanos obtidos por meio de FIV sdo conside-
rados células totipotentes, cada uma com potencial para
se transformar em um novo embrido. J4 no quarto dia de
desenvolvimento, as células mais externas do embrido daréo
origem ao TE, enquanto que os blastomeros internos vao se
diferenciar na massa celular interna (MCI), que sdo células
consideradas pluripotentes.’

Para efetuar os procedimentos de bidpsias é necessario o
rompimento da zona peldcida (ZP) do odcito ou embrido. Nor-
malmente, usa-se um laser para causar esse enfraquecimento
e, logo apds, ocorre extragdo mecénica das células.! O didme-
tro do pulso de laser parece néo interferir no desenvolvimento
embriondrio até a fase de blastocisto'” e, pela sua praticidade,
ele é cada vez mais usado em todas as fases de biépsias embri-
ondrias para testes genéticos pré-implantacionais.” Também
pode ser usada a solucgdo acida de Tyrode ou feita mecanica-
mente a abertura da ZP.'' Néo foram verificadas diferencas
nas taxas de gravidez com o uso do laser ou da solugdo acida
de Tyrode.*?

A técnica de PGD é feita por meio de hibridizac¢do fluores-
cente in situ (Fish), que analisa entre cinco a dez cromossomos
de uma célula biopsiada do embrido em estégio de clivagem.'?
f atécnica usada em 90% de todos os ciclos de PGD relatados.'*
Entretanto, sdo inegaveis as dificuldades operacionais de se
fazer Fish além das limitadas informacdes que se conseguem
por esse meio.>'>1> Para uma andlise genética mais ampla,
tem-se a hibridiza¢do genémica comparativa de arranjo (CGH
array). Ela permite a analise dos 22 cromossomos autossomos
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além dos dois sexuais e admite um melhor resultado em
relacdo a Fish.>13.15,16

O arranjo polimérfico de nucleotideo unico (SNP array)
também ¢é usado em testes genéticos pré-implantacionais e
demonstra ser mais eficiente do que o CGH array."’~° Outro
método opcional de andlise cromossémica é a reacdo em
cadeia da polimerase quantitativa em tempo real, multiplex
(Real Time qPCR Multiplex). Essa tecnologia tem a vantagem
de obtencdo dos resultados em até quatro horas, o que pos-
sibilita a feitura da biépsia de TE e a transferéncia no mesmo
ciclo. A desvantagem é que nao é possivel fazer analises com
apenas uma célula.?°

A avaliacdo morfoldgica oocitaria, muito usada como forma
de escolher o melhor oécito a ser fertilizado, acaba por rejeitar
aqueles com imaturidade nuclear, degeneracoes significativas
ou anormalidades grosseiras e, assim, insemina a maioria dos
odcitos em metafase II (MII), apenas com base em seu aspecto
morfolégico.?! Apés a fertilizacdo, a morfologia também con-
tribui muito na escolha do embrido a ser transferido e melhora
consideravelmente as taxas de implantacao. Entretanto, nao
deve ser usada como Unico meio de selecdo, pois mais de 70%
dos embrides oriundos de FIV falham ao implantar.®

Acredita-se que a alta taxa de abortos espontdneos em
reproducdo humana assistida (RHA) ocorra por causa das
aneuploidias. No entanto, foi observado que o desenvolvi-
mento morfolégico normal do embrido ndo tem necessaria-
mente relacdo com a euploidia.?>?

A bidpsia do embrido humano deve ser considerada como
o equilibrio entre a retirada de células para uma andlise gené-
tica segura e eficiente somada a preservacao do potencial de
implantagdo do embrido.?* £ de fundamental importancia o
conhecimento das caracteristicas das amostras para que as
andlises feitas sejam adequadas.?” Independentemente dos
testes genéticos pré-implantacionais usados, sera necessario
obter DNA por meio de algum método de biépsia.?®

Uma das questdes de grande interesse nos centros de
RHA é qual o melhor momento de fazer a bidpsia embrio-
naria. Deve-se manter o embrido em cultivo até o quinto ou
sexto dia de desenvolvimento para efetuar a bidépsia de blas-
tocistos? Sabe-se que hoje existe uma tendéncia de acreditar
que a biopsia de blastocistos é mais eficiente e causa menos
riscos a integridade e ao desenvolvimento embriondrio subse-
quente.

Dessa forma, o objetivo deste estudo é verificar, por meio
de revisdo bibliografica, qual técnica de bidépsia embriondria
é considerada mais apropriada para feitura de testes gené-
ticos pré-implantacionais. Para tanto, foram considerados os
beneficios proporcionados e a viabilidade embriondria subse-
quente. Como objetivo especifico, comparou-se a biépsia em
estagio de clivagem com a bidpsia em estagio de blastocistos.

Método

Pesquisa bibliografica, na forma de revisdao de publica¢oes
cientificas, por meio das redes US National Library of Medicine
(Pubmed), Literatura Latino-Americana e do Caribe em Cién-
cias da Saude (Lilacs), Google Académico e Biblioteca Virtual
em Saude (BVS). Nao houve limite de tempo nas pesqui-
sas feitas, mas foram privilegiadas publicacdes dos ultimos

cinco anos. Foram pesquisados artigos em lingua inglesa e
portuguesa. As palavras-chave pesquisadas foram: bidpsia;
corpusculos polares; blastomeros e trofoectoderma.

Bidpsia de corptisculos polares

Quando se fala em bidpsia de corptsculos polares (CP), tem-se
uma possibilidade importante para ndo afetar a integridade
embriondria.”’ O uso da biépsia de CP pode ser uma op¢io
interessante para paises que ndo permitem a bidpsia embri-
ondria, como, por exemplo, a Alemanha e a Suica.>?® Por
meio dessa técnica é possivel prever o genétipo materno dos
embrides, de maneira indireta, j que os CP sdo subprodutos
da meiose feminina.®?°

Quando ocorre a indugdo da ovulacdo, os odcitos recupe-
rados, em sua maioria, estdo em M II, o que é caracterizado
pela presenca do primeiro CP, quando ocorre a primeira divi-
sdo meidtica. Logo apds a fertilizacdo, havera a extrusio do
segundo CP e o numero de cromossomos serd reduzido pela
metade, ou seja, 23.11

Para a feitura da bidpsia de CP é necessario o acesso ao
espaco perivitelinico do odcito através de uma abertura na
ZP, que pode ser feita de forma quimica, mecénica ou a laser.
A retirada do primeiro e do segundo CP pode ocorrer de
maneira sequencial ou simultdnea.” O primeiro CP pode ser
removido de 36 a 42 horas ap6s a administracdo do hormonio
coridnico gonadotréfico (hCG). J& a remocdo simultanea deve
acontecer entre nove e 22 horas ap6s a inseminacao. Porém,
no limite desse intervalo o primeiro CP pode ter degenerado.”®
Nesse caso, pode haver dificuldade de distinguir o primeiro
CP do segundo, o que torna preferivel a feitura sequencial da
bibpsia.?® Ndo é aconselhavel o uso de solugéo de acido Tyrode
ou laser para a remocao do primeiro CP antes da fertilizacao,
pois pode haver efeitos negativos ao fuso meidtico.?®

A anadlise dos resultados é um fator crucial para a biépsia
de CP. Existem dois tipos fundamentais de erros que ocorrem
na meiose I materna: nao disjuncao e separacdo prematura
das cromatides irmds (PSSC). Significa que para cada par de
cromossomos existem cinco resultados Unicos que podem
ocorrer durante a meiose I: normal, ndo disjunc¢do com perda
ou ganho e PSSC com perda ou ganho. Assumindo-se que nao
ha outros erros na meiose II, existem sete resultados possi-
veis no momento em que a meiose materna é completa. Isso
se reflete na existéncia de dois resultados possiveis na meiose
Il apés PSSC na meiose 1.2°

Note-se que a ndo disjun¢do na meiose I resulta em erros
reciprocos, no primeiro e no segundo CP. No entanto, com
PSSC, erros reciprocos indicam que o erro na meiose I foi
corrigido na meiose II. Assim, os erros reciprocos idénticos
encontrados na andlise do primeiro e do segundo CP néo sdo
interpretaveis, porque ndo é possivel predizer se eles refle-
tem nao disjuncao (que resulta em aneuploidia) ou PSSC com
correcéo (que resulta em euploidia).?®

Um estudo de 2012 de Levin et al.?° sugeriu que a biépsia de
CP pode ser prejudicial ao desenvolvimento embrionario por
causa do aumento das taxas de fragmentacgao e diminuicdo da
velocidade de clivagem. Essas alteragdes, segundo os autores,
ocasionaram numero de blastomeros reduzidos em relacédo
aos embrides usados como controle. Porém, este estudo
nao avaliou taxas de implantacao e ainda acredita-se que a
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remocdo dos CP, a partir de odcitos MII e odcitos fertiliza-
dos, causa poucos efeitos negativos sobre o desenvolvimento
embrionario.H?>26:29,30

Geraedts et al.>! demonstraram em 2011, em estudo-piloto,
que a andlise de ambos CP pode ser feita em até 12 horas para
PGS, por meio de CGH array.®! No entanto, sabe-se que a biop-
sia de ambos os CP consegue detectar aproximadamente 75%
de possiveis erros cromossémicos. Essa limitacdo se deve a
que tais erros podem ocorrer em diversos estagios do desen-
volvimento embrionario.”®

Apesar de a biépsia de CP ser considerada menos inva-
siva, ndo é possivel detectar defeitos derivados paternos.>?’
Por causa desses fatores, é importante que estejam disponi-
veis técnicas de bidpsia de blastdmeros e biopsia de TE, para
que sejam evitadas transferéncias de embrides afetados em
casos mais complexos.?’ No entanto, acredita-se que até 90%
das aneuploidias tém origem materna e em paises em que
ndo sdo permitidas analises em embrides a biopsia de CP é
eticamente aceita.>>!

Kuliev e Rechitsky?® publicaram em 2001 estudo em que
foram feitos 938 ciclos de PGD para 146 tipos de doencas mono-
génicas mendelianas, por meio de 9.036 odcitos biopsiados e
analisados por PCR multiplex. Desses, 1.578 geraram embrides
sauddveis e foram transferidos em 790 ciclos. Essas trans-
feréncias resultaram em 329 gravidezes e 345 nascimentos.
Apesar de ter usado bidpsia de blastomeros ou de blastocistos
em 701 dos embrides transferidos, os autores concluem que o
PGD de CP pode ser seguro e confidvel.?’

Geraedts et al?! fizeram em 2011 estudo de prova de
principio em dois centros de RHA para determinar a con-
fiabilidade de biépsia de CP com o uso de CGH microarray
para analises de CPI e CPII, em um tempo méaximo de 12
horas. Os CP foram analisados separadamentes para todos os
cromossomos e aqueles diagnosticados aneuploides tiveram
seus respectivos embrides biopsiados para andlise de con-
cordéncia. As bidpsias foram feitas entre seis e nove horas
ap6s a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI).
A remocao dos CP ocorreu de forma simultanea e as andlises
foram feitas separadamente.?!

Participaram deste estudo 41 pacientes de FIV com idade
média de 40 anos. Dos 226 zigotos, 225 obtiveram sucesso na
biépsia de ambos os CP. Quase 80% dos ciclos foram conclui-
dos em até 12 horas. Os demais necessitaram de uma hora a
mais de analise. Dos 195 casos, a taxa de aneuploidia diagnos-
ticada foi de 72% (140) e de euploidia de 28% (55). Foram feitos
43 ciclos e em 19 ndo houve embrides euploides para trans-
feréncia. A taxa de implantacdo por embrides transferidos foi
de 26% (10/39), gravidez clinica de 19% (8/42) por ciclo e 33%
(8/24) por transferéncia e taxa de gravidez em curso de 17%
(7/42) por ciclo e 29% (7/24) por transferéncia.®

Ficaram disponiveis para a andlise de concordancia
177 zigotos que ndo foram transferidos. Porém, por causa de
fatores como contaminacéo e falha de processo, obtiveram-se
resultados em 138 pares de CP e, desses, 130 (94%) foram con-
cordantes e oito (6%) discordantes. Dos oito casos, sete tinham
diagnésticos aneuploides e o zigoto euploide, enquanto que
em um os CP eram euploides e o zigoto era aneuploide. Os
autores concluem que bidpsia de CP para andlise por CGH
microarray pode obter resultados confidveis em tempo opor-
tuno para transferéncia no mesmo ciclo de FIV.3!

Bidpsia de blastomeros

Desde o inicio do PGD, a biépsia de blastomeros no terceiro
dia de desenvolvimento é a abordagem mais usada.>®113233
Ela ocorre por meio da extrag¢do de um tnico blastémero'33 e
pode ser usada para doencas monogénicas, doencas ligadas ao
sexo, transloca¢des cromossomicas balanceadas e tipagens de
antigeno leucocitério humano (HLA).>” Podem ser analisadas
tanto alteragdes cromossdmicas paternas quanto maternas e
os resultados sd@o alcan¢ados ainda em tempo para transfe-
réncia no quinto ou sexto dia de desenvolvimento, sem que
haja necessidade de criopreservacdo do embrido.”?°

Para aretirada do blastémero, o rompimento da ZP normal-
mente ocorre no terceiro dia de desenvolvimento. Porém, isso
pode variar conforme a clinica e também de acordo com cada
caso. Normalmente, o meio de cultivo usado para a bidpsia é
livre de cdlcio e magnésio e a extracdo do blastémero ocorre
por aspiracdo.”®

A técnica de Fish associada a bidpsia de blastémeros foi,
até recentemente, considerada como a melhor op¢do para
PGS. Muitos trabalhos com fracas evidéncias de melhorias nos
resultados de RHA foram publicados.?! No entanto, nos ulti-
mos tempos, diversos ensaios clinicos demonstraram que nio
houve avancos nos resultados com essa técnica e em alguns
casos foi constatado declinio.3*3¢

Mastenbroek et al.>® fizeram em 2007 estudo randomi-
zado, multicéntrico, duplo cego controlado, para comparar
ciclos de FIV com PGS com uso de bidpsia de blastémeros
e sem PGS (grupo controle), em mulheres de 35 a 41 anos.
Participaram 206 mulheres no grupo que fez PGS e 202 do
grupo controle. Foram feitos 836 ciclos de FIV. No grupo con-
trole, os embrides foram escolhidos por meio do seu aspecto
morfolégico e no grupo de PGS a escolha foi baseada tanto
nos resultados das andlises genéticas quanto na morfologia.
Foram transferidos apenas os embrides considerados euploi-
des para os cromossomos testados. A bidpsia foi feita no
terceiro dia de desenvolvimento e oito cromossomos foram
analisados mediante Fish. Os embrides que continham qua-
tro ou mais blastomeros foram biopsiados. Cada ciclo teve dois
embrides transferidos.*?

O grupo que fez o rastreamento genético pré-
-implantacional teve uma taxa de gravidez em curso
significativamente menor do que o grupo controle (25%
x 37%, respectivamente) e taxa de nascidos vivos inferior
(24% x 35%, respectivamente). Os autores sugerem que a
redugdo nas taxas de nascidos vivos e de gravidezes em curso
no grupo de mulheres que foram submetidas ao PGS pode ter
sido causada pela biépsia de blastomeros, o que afetaria o
potencial de implantacdo desses embrides.>?

Deve-se também levar em consideracdo a incidéncia relati-
vamente alta da separac¢do cromoss6mica andmala por causa
de falhas na clivagem. Essas falhas muitas vezes resultam
em mosaicismo cromossomico, de modo que a retirada de
um blastémero, por meio de bidépsia, pode nio ser represen-
tativa para todo o embrido.*>33 Acredita-se que 40% a 60%
dos embrides no estdgio de clivagem sejam mosaicos®® e que,
nessa fase, o mosaicismo é maior em relacdo aos embrides do
quinto dia de desenvolvimento.>'®

Outro fator importante é a possibilidade de autocorrecao
do embrido, que parece acontecer de maneira mais intensa
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no estagio de clivagem. Essa autocorrecdo pode causar o des-
carte de embrides considerados aneuploides no terceiro dia de
desenvolvimento, mas eles poderiam, por algum mecanismo
de correcdo, se tornar euploides j na fase de blastocistos.?”:38

Mertzanidou et al.> em 20012 analisaram 14 embrides cri-
opreservados de nove pacientes de FIV por meio de ICSI que
obtiveram partos sauddveis e verificaram taxa de aneuploidias
e incidéncia de mosaicismo em embrides de boa qualidade.
Os embrides foram criopreservados no segundo dia de desen-
volvimento e, ap6s o descongelamento, ficaram incubados
durante aproximadamente 12 horas. Logo ap6s foram retira-
dos da incubadora por 24 horas. Em seguida, removeu-se a ZP
e os blastomeros foram desagregados. Obtiveram-se 91 blast6-
meros para estudo, os quais foram analisados por arranjo de
hibridizacdo gendmica comparativa (CGH array).?

O PGS mostrou que em dez dos 14 embrides biopsiados
(71,4%) foram diagnosticados mosaicos com alta taxa de aneu-
ploidias, ainda que nenhum dos embrides apresentasse o
mesmo padrdo de aneuploidia em todas as células. Ja quatro
de 14 (28,6%) eram uniformemente diploides. Foram anali-
sados 70 blastémeros, dos quais 39 eram diploides (55,7%).
Desses blastomeros, cinco tinham aberra¢bes estruturais
(7,1%) e 31 traziam anormalidades numéricas (44,3%). Esses
resultados demonstraram uma elevada taxa de aneuploidias
em embrides de boa qualidade no estdgio de clivagem. Os
autores sugerem que alguns dos embrides mosaicos podem
ter potencial de implante e que, por meio de mecanismos de
autocorrecado, possa haver a diminuicdo das células aneuploi-
des nos estégios de clivagem, mérula ou blastocisto.?

Bidpsia de blastocistos

Nos ultimos anos, a bidépsia de blastocistos tem sido ampla-
mente usada porque, assim como a de blastdmeros, permite
fazer analises genéticas maternas e paternas.” Essa técnica s6
foi viavel ap6s a melhoria no processo de cultivo de embrices
in vitro. Ela tem uma clara vantagem em relacdo as outras téc-
nicas, pois fornece maior quantidade de células para a anélise
genética, além de os estudos sugerirem um menor dano ao
embrido.”*

Para que ocorra a retirada das células do TE é necessario
que seja feita uma abertura na ZP do embrido, que pode ser no
terceiro dia de desenvolvimento ou na mesma manha em que
for feita a biépsia, conforme protocolo de cada clinica. Apés as
células trofoectodérmicas herniarem pela abertura da ZP, sua
remocao pode ser feita por uso do laser nos pontos de contato
celular ou excisdo mecénica.?®

Com o aumento na tendéncia de aneuploidia embrionaria,
por causa da idade materna avancada, somado aos decepcio-
nantes resultados clinicos com biépsia em estagio de clivagem
e Fish para PGD e a limitada capacidade de andlise cromos-
sbmica que Fish tem, a biépsia de TE, associada as novas
tecnologias de andlises genéticas (CGH array, SNP array), esta
se tornando uma realidade em RHA. O aperfeicoamento dos
processos de vitrificacdo de blastocistos também foi funda-
mental para o sucesso da bidpsia de TE, pois muitas clinicas
ndo tém laboratérios de genética anexos, o que pode tornar
fundamental a criopreservacao para transferéncias em ciclos
posteriores.

Schoolcraft et al.*®* por meio de estudo clinico feito em
2009, avaliaram andlise cromossdmica completa por meio
de biépsia de TE e CGH. Foram submetidos a bidpsia de TE
45 pacientes inférteis com idade superior a 35 anos. Para con-
trole, usaram-se 113 pacientes clinicamente semelhantes que
fizeram transferéncia embriondaria de blastocistos. Daquelas
pacientes que fizeram PGS, foram biopsiados 287 embrides
e 269 foram diagnosticados (93,7%). A taxa de aneuploidia
foi de 51,3%. Em ciclo subsequente, 90 embrides biopsiados
e diagnosticados euploides foram descongelados e transferi-
dos. Desse grupo, a taxa de implantacgdo foi de 72,2% (65/90) e
de batimento cardiaco fetal de 68,9% (62/90) e no grupo con-
trole, de 46,5% (139/299) e 44,8% (134/299), respectivamente.
Os autores sugerem que a biépsia de blastocistos e CGH pode
ser muito promissora para melhorar as taxas de sucesso em
FIV.36

Schoolcraft et al.,’° em outro estudo feito em 2011, com-
binaram biépsia de TE, vitrificacdo de blastocistos e SNP
microarray em mulheres com idade materna avancada, abor-
tos de repeticao e falhas recorrentes de implantacdo. Foram
feitas 100 transferéncias de 130 ciclos feitos por 127 pacien-
tes. A taxa de nascidos vivos foi de 71% para uma média de
1,78 embrido transferido por ciclo. A percentagem de embrides
diagnosticados euploides foi de 47,4% (356/751). Esses resulta-
dos sugerem que essas técnicas associadas podem contribuir
muito para PGS em pacientes com as caracteristicas mencio-
nadas no estudo.”

Yang et al.,’® em estudo piloto randomizado feito em 2012,
associaram a técnica de bidpsia de blastocistos para feitura
de CGH array com transferéncia unica de embrides. Para isso,
usaram uma populagdo de pacientes com bom prognéstico de
FIV: idade inferior a 35 anos, cariétipo normal e sem histé-
rico de abortos recorrentes. As pacientes foram separadas em
dois grupos. No grupo A (n=55) os embrides foram escolhi-
dos por meio da morfologia e PGS por CGH array. No grupo B
(n=48) foi usada apenas a morfologia para a escolha do melhor
embrido a ser transferido. Todas as pacientes receberam ape-
nas um blastocisto cada e os embrides foram transferidos no
sexto dia de desenvolvimento. A taxa de gravidez clinica foi
significativamente maior no grupo em que foi usada a biépsia
de blastocistos e morfologia em comparac¢ao com o grupo que
usou apenas a morfologia (70,9% e 45,8%, respectivamente).
Além desses dados, foi observada taxa de 44,9% de aneuploi-
dias no grupo dos blastocistos analisados por CGH array.'®

Bidpsia de blastocistos x bidpsia de blastomeros

Um estudo piloto com 20 casais portadores de betatalassemia,
publicado por Kokkali et al. em 2007,° comparou a bidpsia
de blastdmeros (grupo A) do terceiro dia de desenvolvimento
(um blastémero biopsiado) e transferéncia no quinto dia com a
bidpsia de TE (grupo B) no quinto dia de desenvolvimento (qua-
tro a cinco células) e transferéncia no sexto dia, para deteccdo
de betatalassemia por meio de PCR multiplex em tempo real.
Esse estudo incluiu 10 ciclos para cada grupo.*°

No grupo A foram fertilizados 131 oécitos e conseguiram-se
101 embrides adequados para retirada de um blastdmero, dos
quais foi possivel analisar 76 (75,2%) e 30 blastocistos nao afe-
tados foram transferidos. Esse grupo obteve como resultado
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seis gravidezes e oito batimentos cardiacos fetais, com taxa
de implantacdo de 26,7%. Ja4 o grupo B obteve 128 odcitos
fertilizados. Desses, 53 alcancaram o estdgio de blastocis-
tos, dos quais 50 foram analisados (94,3%) e 21 blastocistos
nao afetados foram transferidos, e geraram seis gravidezes e
dez batimentos cardiacos fetais, com taxa de implantacdo de
47,6%. No entanto, as taxas de desenvolvimento embrionario
foram semelhantes tanto para biépsia de blastomeros (50,4%)
quanto para a de blastocistos (46,9%).°

Em trabalho publicado em 2009 por Zhang et al.,*’ embrides
criopreservados de odcitos anormalmente fertilizados foram
aleatoriamente alocados para bidpsia e grupo controle. Apds
o descongelamento, os embrides que foram biopsiados em
estagio de clivagem e criopreservados tiveram uma taxa de
sobrevivéncia significativamente menor do que a do grupo
controle de clivagem (ndo biopsiados), 64% e 92%, respectiva-
mente. Na fase de moérula, ndo houve diferencas entre aqueles
que sofreram bidpsias e o grupo controle. J& os embrides
descongelados, que estavam na fase de blastocisto e foram
biopsiados, tiveram uma taxa de sobrevivéncia de 95,6% con-
tra 81,3% do grupo controle (p =0,035).4!

Os autores sugerem que a vitrificacdo em estagio de desen-
volvimento embriondrio mais avancado pode ser benéfica
por causa da maior exposicdo ao crioprotetor da blastocele
expandida.*! Entretanto, em 2013 foi relatado por Scott et al.?
que a bidpsia de blastomeros pode causar efeitos prejudiciais
aos embrides e, portanto, pode ajudar a explicar os resultados
inferiores que se obtiveram com a criopreservagao e o conse-
quente descongelamento dos embrides biopsiados no estagio
de clivagem.”®

Um ensaio clinico emparelhado randomizado, feito em
2013 por Scott et al.,*? teve como objetivo verificar se a bidp-
sia no estagio de clivagem ou a bidpsia de blastocistos afeta
a competéncia reprodutiva embriondria. Foram selecionados
casais inférteis com idade da mulher inferior a 35 anos. Em
cada ciclo de FIV, foram selecionados dois embrides para trans-
feréncia e entre os dois selecionados um foi submetido a
bidépsia e o outro usado como controle, de forma aleatéria.
A decisdo de manter os embrides até o quinto dia de desenvol-
vimento e fazer a biépsia de TE ou a de blastdmeros foi tomada
conforme protocolos da clinica. Os resultados das biépsias ndo
foram revelados antes da transferéncia embriondria. A partir
da biépsia e da técnica de SNP array, foi possivel comparar o
DNA do concepto com o DNA das bidpsias feitas. Em caso de
ocorrer gravidez gemelar ou falha no ciclo, os resultados entre
os embrides biopsiados e controles foram considerados seme-
lhantes e quando houve gravidez Unica, foi possivel saber se
o embrido que gerara o concepto foi o que sofreu a bidépsia ou
o embrido controle.*?

Participaram desse estudo 116 pacientes, 46 foram subme-
tidas a transferéncia com embrido em estagio de clivagem
e 70 no estdgio de blastocistos e trés ndo completaram o
estudo. Na biépsia de blastomeros e na referente interpretacédo
das analises, obteve-se éxito nas 46 pacientes. Ja na bidp-
sia de blastocistos aconteceu uma falha de amplificacdo e
duas pacientes descontinuaram o tratamento, com total de
67 pacientes. A morfologia de ambos os grupos nao apresen-
tou diferencas significativas. Dos resultados, 12 das pacientes
que receberam os embrides no estagio de clivagem obtive-
ram gravidez gemelar, para 21 pacientes ndo houve sucesso na

implantacdo e em 13 pacientes ocorreu gravidez Unica. Des-
sas 13 pacientes, apenas uma gravidez foi oriunda de embrido
biopsiado. As outras 12 resultaram dos embrides controles.??

No total, 14 embrides biopsiados no terceiro dia de desen-
volvimento implantaram (30,4%), contra 23 embrides nao
biopsiados implantados (50%). Essa diminuicdo significativa
nas taxas de implanta¢do (19,6%) ou a reducdo relativa
de 39,1% nas probabilidades de implantagdo embrionéria,
segundo os autores, representa o risco de se fazer a bidpsia
de embrides no estdgio de clivagem. Ja no grupo da bidp-
sia de blastocistos, dos 67 pares de embrides, 27 pacientes
obtiveram gravidez multipla, 24 ndo engravidaram e 16 conse-
guiram gestacdo Unica. Sete foram de embrides que passaram
por biépsia de TE e nove daqueles embrides ndo biopsiados
(controle).*?

Quando levados em consideracao todos os embrides trans-
feridos, 34 biopsiados (51%) e 36 ndo biopsiados (54%)
resultaram em nascimentos. Essa diferenca de 3% néo foi
considerada significativa. Os autores concluem que os resul-
tados encontrados sdo forte indicativo de que a bidpsia de
terceiro dia é prejudicial e diminui as taxas de implantacdo
e que a bidpsia de blastocistos ndo demonstra efeito adverso
ao embrido, ao menos até a concepcéo.

Discussao

Os diferentes tipos de biépsia usados em RHA sdo imprescin-
diveis para o uso das diversas tecnologias de testes genéticos
pré-implantacionais. No entanto, torna-se necessario com-
preender as diferencas de cada uma para fazer a melhor
escolha. A biépsia de CP tem grande vantagem em paises onde
nao é possivel biopsiar embrides por causa dos regulamentos
vigentes.®?® Ela também é considerada menos invasiva do que
as demais, por ndo necessitar de células de embrides e per-
mitir tempo hébil para transferéncia de embrides no mesmo
ciclo.?®

A bidpsia de CP parece ndo ser prejudicial ao desenvolvi-
mento embriondrio,’”?>?° mas ndo ha consenso sobre sua
seguranca para o embrido. Seu valor preditivo das aneuploi-
dias estd abaixo das demais bidpsias para RHA, o que, em
alguns casos, torna necessdria a confirmacédo do diagnéstico
por testes adicionais.”” Também ndo se consegue verificar
erros genéticos derivados do gameta masculino®?’ nem possi-
veis falhas nas primeiras clivagens.?! Outro fator desfavoravel
é a escassez de material disponivel. Segundo Capalbo et al.,?
uma em cada dez biépsias de CP permanece inconclusiva por
falha de diagnéstico em ao menos um dos CP. Além do mais,
nem todos os odcitos biopsiados tém potencial para chegar
ao estagio embriondrio, o que ocasiona gastos desnecessarios
aos pacientes.

A bidpsia de blastomeros ainda é a técnica mais usada por
muitos centros de RHA e certamente aumentou as possibilida-
des de casais afetados por alguma doen¢a monogénica virem
a ter filhos normais.*” Uma das grandes discussdes acerca
do assunto é se a bidpsia de blastémeros no terceiro dia de
desenvolvimento pode ser prejudicial ao embrido. Diversos
ensaios clinicos randomizados ndo demonstraram melhoria
nas taxas de nascidos vivos em relagdo aos grupos controles
e possiveis danos ao desenvolvimento subsequente.>* 3¢ Esse
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quadro pode ser explicado, em parte, por erro de técnica, o que
pode ocasionar o descarte de embrides viaveis por diagnésti-
cos inconclusivos ou erréneos. Ou pela falta de experiéncia de
fazer a bidpsia, o que afeta seu potencial de implantacdo e as
limitagdes inerentes a propria técnica de Fish, que nédo analisa
todos os cromossomos.”’ Além dessas possiveis adversidades,
o trabalho de Scott et al.>? demonstrou que a retirada de um
blastémero realmente prejudica o potencial de implantacdo
do embrido. Nesse mesmo trabalho, a biépsia de TE ndo evi-
denciou tais efeitos. Os resultados obtidos vdo ao encontro da
tendéncia atual de optar pela biépsia de blastocistos.>?

Outro aspecto de grande relevancia é a alta taxa de
mosaicismo cromossdémico no estagio de clivagem, que pode
causar um aumento de resultados falso-positivos e falso-
-negativos, o que parece ser menor em blastocistos,’® pois,
apesar de nao estar bem esclarecido, acredita-se que um
embrido diagnosticado com mosaicismo ou aneuploidia na
fase de clivagem possa autocorrigir e gerar um blastocisto cro-
mossomicamente normal.*® Deve-se considerar a necessidade
de criopreservacdo de blastocistos biopsiados para transferén-
cia em ciclo posterior, situacdo normalmente ocasionada pela
dificuldade dos laboratérios de genética de entregar os resulta-
dos das andlises em tempo habil. Entretanto, foi demonstrado
que a criopreservacao de embrides em estdgio de blastocistos
nédo diminui as taxas de sucesso em FIV.?%36

Apesar das vantagens da bidpsia de blastocistos, vale sali-
entar que em casos de idade materna avancada pode haver
um menor nimero de odcitos em relacdo as demais pacien-
tes e, consequentemente, menos embrides disponiveis. Esse
fato pode favorecer a transferéncia no terceiro dia de desen-
volvimento e evitar prolongar o cultivo embrionario e néo ter
embrides para transferéncia, j4 que nem todos os embrides
que chegam ao terceiro dia atingirdo a fase de blastocistos em
laboratério.

Concluséao

Os dados levantados neste estudo sugerem que com a
evolugdo dos testes genéticos pré-implantacionais e a necessi-
dade de melhores resultados em RHA, a biépsia de blastocistos
é a melhor escolha do momento. Com essa técnica aplicada a
PGD/PGS ¢é possivel uma ampla analise genética do embrido.
Ela também ndo demonstra ter efeitos negativos no potencial
de implantacdo, como ocorre com a bidpsia de blastémeros,
que oferece maior quantidade de DNA e aperfeicoa as analises.
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