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Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar os parametros morfocinéticos mais adequados para a escolha do melhor embrido para
transferéncia no processo de fertilizagdo in vitro (FIV), de acordo com a idade de pacientes submetidas ao
procedimento. Este é um estudo analitico retrospectivo longitudinal de pacientes submetidas a procedimento de FIV
numa clinica de reproducéo assistida. Para desencadear a ovulagdo foi realizada hiperestimulacdo com doses ajustadas
de gonadotrofinas e 0 hCG. Ap6s 36 horas, os odcitos foram aspirados, inseminados por injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide cultivados na incubadora EmbryoScope (Unisense-Fertilitech, Dinamarca). As pacientes foram
agrupadas por faixas etéarias de interesse e os parametros morfocinéticos foram relacionados aos tempos observados em
cada etapa da evolucdo do embrido até blastocisto, bem como sua qualidade. Pode-se observar que tanto o nimero total
de embrides em estagio de blastocisto quanto a qualidade do trofectoderma foi menor em pacientes maiores de 40 anos.
Os resultados observados indicam que embrifes de mulheres mais jovens com até 35 anos de idade apresentam menor
tempo para aparecimento do segundo corpusculo e para o término da divisdo em cinco células. Entretanto, no grupo de
embrides provenientes de mulheres com idade superior a 40 anos, observou-se que o tempo para aparecimento do pro-
nucleo e a duragéo do segundo ciclo foram maiores. Os resultados sugerem que embrides de pacientes cuja evolugdo de
odcitos fertilizados para blastocisto ocorreu em menor tempo, apresentaram melhor qualidade embrionéria. Portanto a
aplicacéo da tecnologia time-lapse para selecdo de embrides de melhor qualidade com base no perfil morfocitocinético
mostrou-se Util.

Palavras-chave: Blastocisto. Sistema de Monitoramento Time-Lapse. Qualidade de blastocistos.
Abstract

The aim of the study was to evaluate the most appropriate morphokinetic parameters for choosing the best embryo for
transfer in the in vitro fertilization (IVF) process, according to the age of patients undergoing the procedure. This is a
longitudinal retrospective analytical study of patients undergoing an IVF procedure in an assisted reproduction clinic
Hyperstimulation to trigger ovulation was performed with adjusted doses of gonadotropins and hCG. After 36 hours,
the oocytes were aspirated, inseminated by intracytoplasmic sperm injection and cultured in the EmbryoScope incubator
(Unisense-Fertilitech, Denmark). The patients were grouped by age groups of interest and the morphokinetic parameters
were related to the times observed in each stage of the evolution of the embryo to the blastocyst, as well as its quality. It
can be seen that both the total number of embryos in the blastocyst stage and the quality of the trophectoderm was lower
in patients older than 40 years. The observed results indicate that embryos of younger women up to 35 years of age
have less time for the appearance of the second corpuscle and for the end of the division in five cells. However, in the
group of embryos from women over 40 years of age, it was observed that the time for the appearance of the pro-nucleus
and the duration of the second cycle were longer. The results suggest that embryos of patients whose evolution from
fertilized oocytes to blastocyst occurred in a shorter time, had better embryonic quality. Therefore, the application of
time-lapse technology for selection of better quality embryos based on the morphocytokinetic profile proved to be
useful.

Keywords: Blastocyst. Time-Lapse Monitoring System. Quality of blastocysts.
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Introducéo

A opcdo de retardar uma gravidez, por
diferentes motivos ndo médicos, tais como: o
aumento da insercdo da mulher no mercado de
trabalho e a busca de obtencdo de graus
educacionais mais avancados é uma realidade cada
dia mais presente em todo 0 mundo. Atualmente um
namero expressivo de mulheres adiam a
maternidade para idades superiores a 35 anos. Deste
modo, muitas estratégias foram propostas nas
Gltimas décadas para controlar a ocorréncia de
infertilidade em mulheres que optam por uma
gravidez tardia.™

Ressalta-se que a fertilidade feminina
diminui a partir dos 32 anos e por esse motivo, uma
gravidez tardia € definida tradicionalmente como
aquela que ocorre em mulheres com mais de 35 anos
de idade.® Llarenna e Hine® afirmam que a
fecundidade diminui principalmente devido a atresia
de odcitos, os quais, ficam comprometidos antes do
inicio da peri-menopausa com as irregularidades
menstruais, sendo a idade um importante parametro
para avaliacdo da qualidade do odcito.

Mulheres em idade reprodutiva
frequentemente desconhecem e subestimam os
efeitos do envelhecimento reprodutivo, efou
superestimam as taxas de sucesso da fertilizacdo in
vitro (FIV) como meio para suprir a infertilidade,
especialmente as mulheres mais velhas. Neste
sentido, observa-se que nas Ultimas décadas houve
um aumento nos métodos eficazes disponiveis que
permitem a mulher tomar decisdes e ver aumentada
sua autonomia reprodutiva.?

Por outro lado, as técnicas empregadas na
reproducdo  assistida  buscam  aumentar  0S
percentuais de sucesso com protocolos que optam
por realizar transferéncia de mualtiplos embribes por
ciclo. No entanto, tais procedimentos podem levar a
um aumento de gestacdo multipla, que por sua vez,
implica em complicacBes tanto da salde materna
como do neonato.””®

A selecdo do embrido nos ciclos de
reproducdo assistida tem sido o foco dos esforgos na
pratica do laboratério. Pesquisas bem documentadas
mostram que existe correlacdo entre o estagio de
desenvolvimento do embrido em determinadas fases
e suas competéncias, com suas caracteristicas
morfoldgicas.™

Portanto, a busca por selecionar o melhor
modo de identificar embribes de alta capacidade de
implantagdo, visando reduzir o nimero de embrides
na transferéncia, sem reduzir as chances de gravidez,
tem sido o escopo de muitas pesquisas.’®

Corroborando com esses objetivos, o0
sistema de monitoramento Time-Lapse (MTL) com
0 emprego do EmbryoScope (Vitrolife A/S,

Rev Cién Saude

46

Denmark®) tem sido adotado como uma das
técnicas auxiliares de carater ndo invasivo para
avaliacdo e reconhecimento de embrides de bons
prognoésticos. Com esse procedimento € possivel
avaliar os  pardmetros  morfocitocinéticos,
selecionando-se embriGes com maior potencial de
implantagdo e minimizar assim 0 manuseio
humano.*™**

Verifica-se que com essa técnica, ndo s6 é
possivel introduzir marcadores dindmicos de
competéncia embrionaria como também possibilitar
0 monitoramento por 24 horas, durante o0
desenvolvimento do embrido. Desse modo, obtém-se
um aumento tanto da quantidade como da qualidade
de informacdo, sem desequilibrar as condi¢Ges do
meio de cultura, visto que os embrides permanecem
em ambiente estavel e controlado.™*™*°

O objetivo principal dessa pesquisa foi de
comparar a idade das pacientes com 0s parametros
morfocinéticos que direcionem a escolha do melhor
embrido para transferéncia durante o processo de
fertilizacdo in vitro.

Os objetivos especificos foram: tracar o
perfil do desenvolvimento embrionério durante 24
horas, separados em grupos de acordo com a faixa
etaria da paciente; comparar os resultados obtidos
entre 0s grupos estudados, analisando-se como esses
fatores interferem na qualidade final desses
embrides de acordo com a classificacdo de Gardner
e Lane'’ e classificar os blastocistos em excelentes,
bons, médios ou ruins visando apontar o melhor
perfil de embrido para transferéncia empregada na
FIV.

Método

O presente trabalho é um estudo analitico,
longitudinal, retrospectivo envolvendo pacientes que
foram submetidas a procedimento de FIV no
programa de Reproducdo Assistida de uma clinica
da Regido Metropolitana do Vale do Paraiba/SP, no
periodo de setembro de 2018 a janeiro de 2019, o
qual foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do UniFUNVIC sob o parecer 4.124.529.

Foram avaliados todos os casos de pacientes
que consentiram participar conforme a Resolucéo n°
466, de 12 de dezembro de 2012 (CNS-MS) e onde
foi observada a evolugdo de embrides até
blastocisto. Pacientes cujos embrides ndo foram
submetidos ao sistema de monitoramento do Time-
Elapse.

Protocolo de estimulacéo
Todas as mulheres participantes do estudo
foram tratadas com hormdnio antogonista do
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liberador de gonadotrofinas (GnRH) e a
hiperestimulagéo ovariana foi considerada a partir da
administracdo de gonadotrofinas com  doses
ajustadas de acordo com a resposta clinica. A
gonadotrofina  corionica humana (hCG) foi
administrada para disparo da ovulagdo quando os
foliculos alcangaram valores maiores que 18 mm de
diametro.

Cultura Embrionaria

A retirada dos odcitos foi realizada 36 horas
apo6s a administracdo do hCG e os mesmos foram
inseminados por injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide (ICSI) e colocados em meio de
cultura.

Os embrides foram cultivados em um
incubador EmbryoScope (Vitrolife AJS,
Denmark®).

As pacientes do estudo foram agrupadas
segundo a idade no momento da puncdo dos
foliculos (grupo I, 27 mulheres com idades de 24 a
35 anos; grupo |1, 27 mulheres de 35 a menos de 40
anos e grupo 11, 25 mulheres maiores de 40 anos).

Paramétros morfocitocinéticos

O sistema de monitoramento de embrides
com time-lapse (MTL) é empregado para captura de
imagens sequenciais do embrido em
desenvolvimento. Assim é possivel analisar o
processo de desenvolvimento embrionario, com
obtencdo de imagens a cada 5 a 20 minutos.

No presente trabalho os  embrides
submetidos a analise por time-lapse e cultivados no
embrioscépio foram avaliados, segundo intervalos
de tempos especificos conforme os parametros
estabelecidos por Meseguer et al.*® e definidos a

Resultados

partir do tempo em que foi realizado a ICSI.

Assim, foram observados: aparecimento do
segundo corpusculo polar (CPap); aparecimento dos
prénucleos (PNap); desaparecimento dos pronucleos
(PNbd); término da divisdo para duas células (T2);
término da divisdo para trés células (T3); término da
divisdo para quatro células (T4); término da diviséo
para cinco células (T5); duracdo do segundo ciclo
celular (Cc2/ T3-T2); tempo entre a divisdo de trés
células e cinco células (Cc3/ T5-T3); sincronia da
divisdo de trés para quatro células (S2/ T4-T3);
momento em que o blastocisto iniciou a expansao
(TB).

A qualidade de blastocistos foi classificada,
segundo preconizado pelo Sistema de Avaliagéo
Morfoldgica de Gardner e Lane,*” quanto ao grau de
coesdo do trofectoderma.

Coleta de dados

Os dados das pacientes foram coletados a
partir do softwere GS-Doctor (Golden Skill-it
solution) e repassados em planilhas codificadas pelo
pesquisador responsavel para os demais membros da
equipe, garantindo a confidencialidade das pacientes
em estudo. No embrioscdpio foram obtidos os dados
morfocinéticos dos blastocistos.

Avaliacgao estatistica

Os dados foram tabulados pela média e
desvio padrdo. Os resultados foram analisados
usando o teste Anova para comparagdo dos grupos
estudados (teste de analise de variancia). Para a
comparacdo das médias foi empregado o teste de
Tukey usando o software 5 AS Program-South
Western Sydney PHN. Um valor de p < 0,05 foi
considerado significativo.

Tabela 1- NUmero e porcentagem de blastocistos, com classificagdo do trofectoderma A (Excelente), B (Bom)

e C (Pobre), de acordo com os grupos de idade da paciente

Blastocistos

Classificagdo do trofectoderma

Ida@e da
paciente A B C Total
n % n % n %
<35 anos 41 33,3 46 37,4 36 29,3 123
>35 a <40 anos 54 43,9 42 34,1 27 22,0 123
>40 anos 21 29,2 27 37,5 24 33,3 72
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Com base na tabela 1, pode-se observar que
0 numero total de embriGes em estagio de blastocisto
nos grupos um e dois foi maior, representando 123
embrides, cada um, quando comparado ao grupo trés
gue apresentou um total de 72 blastocistos,
demonstrando a diminuicdo evidente de embrides
nas pacientes com idade superior a 40 anos, uma vez
que a idade esta diretamente relacionada a qualidade
oocitaria, fertilizacdo e desenvolvimento
embrionario.

Quanto a classificagdo do trofectoderma,
ressalta-se que o0 numero de blastocistos
classificados como excelentes foi maior no grupo
dois, representando 43,9% do total, enquanto o

grupo trés apresentou 0 menor porcentual de
blastocistos com trofectoderma A (29,2%). Nesse
contexto, verificou-se que as mulheres mais jovens
ndo tiveram os resultados melhores como era o
esperado. Esse fato pode estar atrelado a diversidade
de causas da infertilidade desses casos. Para 0s
blastocistos com trofoectoderme B, 0s percentuais
obtidos mostraram equilibrio entre os grupos com
37,5%, 34.1% e 37,5%, respectivamente. J& para 0s
blastocistos com trofoectoderme classificado em C,
0 grupo trés representados por pacientes com idade
acima de 40 anos, apresentou a maior taxa, com
cerca de 33,3%.

Tabela 2- Variaveis morfocitocinéticas (média * desvio padrdo) obtidos do sistema de monitoramento time-lapse do
cultivo de blastocistos, segundo grupos de idade da paciente

Grupos de idade da paciente

Parametros

morfocitocinéticos Grupo | Grupo Il Grupo 11
Em horas () <35 anos >35 a <40 anos >40 anos
CPap 3,08+1,30 * 3,54+1,57 3,44+1,43
PNap 8,68+1,75 8,99+2,37 9,44+2,27*
PNbd 22,96+2,80 23,71+3,82 23,78+3,24
T2 25,48+3,01 25,94+4,26 26,17+3,19
T3 35,78+4,09* 36,9615,29 36,94+4,64
Cc2 10,29+3,26 11,0143,32 11,67+2,95*
T4 38,43+4,92 38,9615,69 39,2515,88
S2 2,00+3,29 2,40+4,18 2,65+3,88
T5 47,72+5,65* 49,57+7,76 49,12+7,94
Cc3 11,93+3,95 12,61+3,74 12,27+5,40
B 106,71+9,90 106,17+9,39 106,89+8,80

Aparecimento do segundo corplsculo polar (CPap); aparecimento dos prénucleos (PNap); desaparecimento dos
pronucleos (PNbd); término da divisdo para duas células (T2); término da divisdo para trés células (T3); duracdo do
segundo ciclo celular (Cc2/ T3-T2); término da divisdo para quatro células (T4); sincronia da divisdo de trés para quatro
células (S2/ T4-T3); término da divisdo para cinco células (T5); tempo entre a divisdo de trés células e cinco células
(Cc3/ T5-T3); momento em que o blastocisto iniciou a expanséo (TB)

* p<0,05

O aparecimento do segundo corpusculo
polar (CPap), com base nos resultados obtidos,
ocorreu mais cedo no grupo um, das pacientes com
menos de 35 anos sendo estatisticamente
significativo (3,08h p<0,05). J& o aparecimento dos
dois prondcleos (PNap), teve um resultado
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significativo para os blastocistos das pacientes com
mais de 40 anos, ocorrendo mais tardiamente (9,44h
p<0,05) quando comparado aos blastocistos das
pacientes com menos de 35 anos, que apresentaram
0 menor tempo para o aparecimento dos pronucleos
com cerca de 8,68 h.
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Para os parametros morfocitocinéticos PNbd
e T2, ndo houve diferenca estatistica significativa
entre os grupos. O término da divisdo para trés
células (T3), ocorreu primeiramente nos blastocistos
do grupo um (35,78h p<0.05). O célculo da duracao
do segundo ciclo de células (Cc2) mostrou que
houve maior tempo para sua realizacdo no grupo trés
(11,67h p<0.05), quando comparados aos demais
grupos que apresentaram menor tempo para
desempenhar esse ciclo.

Com relacdo ao término da divisdo para
quatro células (T4) e sincronia da divisdo de trés
para quatro células (S2), ndo foi encontrada
diferenca  estatistica  significativa entre  0s
blastocistos dos grupos estudados. Houve menor
tempo para o término da divisdo para cinco células
(T5) no grupo de pacientes com menos de 35 anos,
(47,72h p<0.05). Sobre o tempo entre T5 e T3 (Cc3)
e inicio da blastulacdo (TB), também ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os grupos.

O que foi possivel observar com relagdo aos
resultados € que apesar de quantitativamente, o
grupo dois, de pacientes com idade entre 35 e 40
anos, apresentar maior porcentagem de blastocistos
com trofoectoderme A e menor porcentagem de
blastocistos com trofoectoderme C, ao se analisar os
parametros morfocitocinéticos dos blastocistos
(Tabela 2), pode-se verificar que esses critérios
foram significativos entre as pacientes no grupo um,
cujas idades eram menores de 35 anos.

Discussao

O sistema de monitoramento de embrides
com time-lapse é a mais recente tecnologia para
avaliacdo e selecdo de embrides com alta capacidade
de implantacdo. Essa técnica permite coletar mais
informacbes sobre o desenvolvimento in vitro dos
embrides através do monitoramento por 24 horas no
embrioscopio. Além disso, os embribes ndo sao
removidos do ambiente de cultura, sendo assim, as
condigdes ndo invasivas durante a cultura sdo Uteis
para escolha do embrido mais apropriado.*®?°

No presente estudo as caracteristicas
morfologicas do trofectoderma (TE) foram
empregadas para classificar o blastocisto como
excelente, bom ou pobre uma vez que o papel do TE
é bem estabelecido, sendo de grande importancia na
formagdo do epiblasto e endoderma primitivo, 0s
quais sdo fundamentais para permitir a implantacdo
e 0 desenvolvimento de uma gravidez a termo. Os
critérios adotados para qualificar o trofectoderma
demonstram ser superiores quando comparados aos
parametros atribuidos a massa celular interna (Inner
Cell Mass - ICM) para se predizer o desfecho
neonatal desejado.”%
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De acordo com a literatura, mulheres mais
velhas tem uma menor producdo de embribes como
também apresentam blastocistos classificados como
de pobre qualidade,?** dados esses em acordo com
aqueles apresentados na tabela um.

Em relacéo aos dados descritos na tabela 2,
Meseguer et al."® definiram um modelo de previsdo
hierarquico combinando avaliagdo estatistica com
acesso aos parametros dindmicos e 0s parametros
mais preditivos daquele trabalho, segundo o0s
autores, foram os tempos de ocorréncia de T5, S2 e
Cc2. Esses mesmos parametros foram também
definidos e empregados no presente estudo,
verificando-se,  portanto,  concordancia  dos
resultados para os tempos T5 e Cc2. Ja a sincronia
de divisdo de trés para quatro células (S2) ndo
mostrou diferenga estatisticamente significativa
entre 0s grupos pesquisados.

Coticchio et al.”’ utilizando o MTL
observaram que os prontcleos (PN) masculinos e
femininos apareceram simultaneamente 6,2 horas
apo6s o ICSI. Os mesmos autores também notaram
que o PN feminino sempre se forma proximo ao
local de emissdo do segundo corpusculo polar (CP),
porém, a posi¢do inicial do CP masculino pode ser
cortical, intermediaria ou central nas seguintes
propor¢des respectivamente: 15%, 31,2% e 53,8%.
Revelaram ainda que a justaposicdo dos PN envolve
movimentos rapidos do PN feminino em direcdo ao
PN masculino. Sendo assim, os tempos de quebra
dos PN e a primeira clivagem mostraram uma
relacdo consistente, ocorrendo progressivamente
mais tardiamente, dependendo se o posicionamento
do PN masculino inicial era central, intermediario ou
cortical. Desta forma os intervalos de tempo entre
eventos de fertilizagdo foram fortemente associados
a qualidade do embrido no dia trés.

Lee et al.”® reforcam em consonancia com
outros autores®® que a clivagem precoce na
primeira divisdo embrionéaria resultando em duas
células, cerca de 25 a 27 horas pds ICSI é um dado
relevante, visto que ha varios relatos descrevendo
gue a transferéncia de embribes com clivagem
precoce apresenta altas taxas de implantacdo e
alguns casos ainda afirmam que ocorrem maiores
taxas na formacdo de blastocistos em embrides
clivados precocemente.

Ja os dados descritos por Chen et a
evidenciam que blastocistos de melhor qualidade se
desenvolveram com tempos significantemente
menores para divisdes celulares de segunda geragao,
ou seja, do estagio de trés para quatro células. Além
disso, afirmam ainda que o tempo de ICSI para o
estagio de cinco células e do ICSI para o estagio de
morula foram indicativos de uma boa qualidade de
blastocisto.

|31
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No trabalho de Ciray et al.¥* os
pesquisadores afirmam que o tempo que o embrido
passa de trés para cinco células foi confirmado como
parametro chave, associando-0 a maiores taxas de
implantacdo em comparagdo a outros critérios
avaliados.

Dal Canto et al.® e Hashimoto et a
destacaram a terceira geragdo de divisao celular, ou
seja, 0s estagios de quatro a oito ou de cinco a oito
celulas como indicativos de blastocistos expandidos.
Na presente pesquisa, ndo foi escopo avaliar o tempo
de divisdo para oito células, mas em relacdo ao
inicio da blastulacéo (TB).

Além dos estudos em foco na definicdo de
parametros para selecionar os melhores embriGes,
outras pesquisas tém descrito novos critérios para
serem analisados como a influéncia do oxigénio na
estabilidade do embrioscépio, corroborando nas
clivagens precoces e na obten¢do de maiores taxas
de gravidez a termo no desenvolvimento de
embrides com o uso de time lapse.*®

Tejera et al.*® utilizaram o MTL para medir
0 oxigénio e assim investigar a possivel relacdo da
morfocinética do embrido e a sua atividade
metabdlica. Demonstraram que 0 consumo de
oxigénio foi superior na primeira divisdo de
embribes o0s quais tiveram melhores taxas de

|33 |34

implantacdo, concluindo que embries que
consumiram mais oxigénio tiveram melhor
desenvolvimento e, consequentemente melhor

competéncia na implantacéo.

Outros critérios morfocinéticos em relacdo
ao desenvolvimento do blastocisto, taxas de
implantacdo e de nascidos vivos® foram realizadas
em populagbes heterogéneas em condi¢Bes de
cultura ndo padronizadas, aumentando assim o leque
de possibilidades para se estabelecer novos
parametros para o melhor aproveitamento do MTL.

Conclusoes

A idade da paciente mantém relagdo com a
producdo de blastocistos com maior potencial de
implantagdo, tema ja bem discutido na literatura.
Mais idade implica em menor producdo de embrides
assim como de pobre qualidade. Pardmetros
morfocinéticos como o aparecimento do segundo
corplsculo polar, aparecimento dos prontcleos,
término da divisdo para trés células, duracdo do
segundo ciclo celular, término da divisdo para cinco
células confirmaram serem (teis para direcionar a
escolha dos melhores embrides.

Estudos mais abrangentes e bem desenhados
ainda precisam ser realizados com o intuito de
avaliar a eficacia do uso clinico do time-lapse, pois
se trata de nova tecnologia clinica e é provavel que
novas variaveis sejam introduzidas para um melhor
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aproveitamento da técnica. Essas pesquisas serao
também importantes para avaliar a influéncia da
melhoria das condigdes de cultura no desfecho
clinico dos casos estudados. Espera-se também que a
selecdo de melhores embrides por meio desta
técnica, futuramente minimize o problema causado
por excesso de embriGes congelados, que € uma
realidade vivenciada nas clinicas de reproducdo
assistida.
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