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RESUMO

O teste genético pré-implantacional para aneuploidias surgiu como uma ferramenta
necessaria para acompanhar as mudangas que ocorreram nos ultimos anos na
reproducao assistida. Uma dessas mudancas foi que, com o avang¢o da sociedade,
que permitiu que as mulheres trabalhassem e vivessem suas vidas de forma mais
independente, as mulheres comecaram a ter seus filhos em uma idade mais
avancada. Essa mudanca acarretou uma maior procura de mulheres com idade
avancada por centros de reproducao assistida. Porém, é fato de que mulheres com
idade avancada tem a maior probabilidade de formacdo de embrides aneuploides.
Com isso, crescem as probabilidades também de abortos, falhas de implantacéo e
nascimento de bebés com alteragbes cromossOmicas. O teste genético pré-
implantacional é capaz de analisar alteragées cromossémicas nos 24 cromossomos,
selecionando apenas o0s embrides viaveis e genéticamente saudaveis para
transferéncia, fazendo com que diminua taxa de abortos e diminua a quantidade de
ciclos de fertilizacdo in vitro que a paciente precisa realizar para conseguir uma
gravidez segura. Essa analise pode ser realizada em odcitos, zigotos (fase de
fertilizacdo) ou embrides cultivados in vitro em ciclos de Reprodugédo Assistida (em
estagio de clivagem ou blastocisto), antes que os embrides sejam transferidos para o
utero materno. As principais indicacdes da técnica sao: casais com histérico familiar
de alteragdes cromossOmicas, idade materna avangada, fator masculino grave, perda
gestacional recorrente e falhas repetidas de fertilizagdo in vitro. Esse trabalho tem
como objetivo associar o PGT-A com o aumento nas taxas de implantagdo nas
fertilizacdes in vitro, assim como abordar as principais causas de aborto, e discutir as
técnicas de bidpsia e de biologia molecular realizadas. Foi realizado um levantamento
bibliografico entre os anos de 1976 e 2019, onde a partir dele pode-se concluir que a
técnica € uma ferramenta importante no auxilio dos procedimentos de reprodugao
assistida, aumentando a probabilidade do sucesso desses procedimentos e
proporcionando chances melhores de uma gesta¢ao saudavel para a paciente.

Palavras-chave: Aneuploidia. Fertilizagao in vitro. Reprodu¢do humana. Diagndstico
genético pré-implantacional. Teste genético. Sequenciamento de Nova Geragao
(NGS).



ABSTRACT

The preimplantation genetic testing for aneuploidies has surged as a necessary tool in
order to follow the latest advances in assisted reproduction. One of these advances
was that as society developed, it allowed women to work and live more independently,
so they started motherhood at later age. This change increased the later-aged women
search in assisted reproduction centers. In the other hand, it is a fact that later-aged
women are more likely to have aneuploid embryos. With that, also increases the
abortion probability, implantation failures and birth of genetically-altered babies. The
preimplantation genetic testing is able to analyse the chromosomal alterations in all 24
chromosomes, selecting only the viable embryos and genetically healthy to transfer,
making both the abortion rate and the number of in vitro fertilization cycles needed to
get a safe pregnancy decrease. This analysis can be made in oocytes, zygotes
(fertilization fase) or in-vitro cultivated embryos in assisted reproduction cycles (either
cleavage or blastocyst stage), before the embryos are transferred to the maternal
uterus. The main indications for this technique are: couples with familiar historical of
chromosomal alterations, maternal later age, severe male factor, recurrent
miscarriages and repeated in-vitro fertilization failure.This assignment has the purpose
to associate PGT-a with the increase of in-vitro fertilization implantation rate, and
discuss the biopsy and molecular biology techniques realized. A bibliographical survey
between the years of 1976 and 2019 was carried out, and from it can be concluded
that this technique is an important tool to assist assisted reproduction procedures,
increasing the success probability of them and guaranteeing greater chances of a

healthy pregnancy to the patient.

Keywords: Aneuploidy. In-vitro fertilization. Human reproduction. Preimplantation

genetic diagnosis. Genetic test. New Generation Sequencing (NGS).
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1 INTRODUGAO

A reproducao assistida se faz muito presente na medicina atual com técnicas
que permitem que casais inférteis possam ter seus filhos. A demanda da medicina
reprodutiva aumentou nos ultimos anos, pois uma das principais causas da diminuicao
da taxa de sucesso gestacional é a idade materna. Dados ja comprovam que as
mulheres estao deixando para ter seus filhos cada vez mais em uma idade avangada,
preferindo trabalhar e se estabilizar financeiramente antes de construir uma familia.
Com isso, quando os pais decidem ter seus filhos mais tardiamente, ha uma maior
necessidade de um acompanhamento por uma clinica de reproducéo humana (FELIS;
ALMEIDA, 2016).

O acompanhamento por especialistas em casais com idade mais avangada se
deve ao fato, principalmente, de que em mulheres com idade mais avangada a taxa
de aborto aumenta em até trés vezes e as taxas de implantagao apds os tratamentos
de reprodugao assistida apresentam importante redugédo. Isso ocorre, pois, mulheres
apoés os 37 anos possuem maiores chances de desenvolver um embrido incompativel
com a vida, sendo impossibilitada a continuidade de uma futura gestacado (GOMES et
al., 2009). Essa incompatibilidade com a vida se deve ao fato de que nessas mulheres
ha uma maior incidéncia de embrides que apresentam aneuploidias, ou seja, embrides
com alteracdo no numero de cromossomos, e muitas dessas aneuploidias tornam o
embriao nao viavel. Embrides com alguns tipos de aneuploidias sdo compativeis com
avida, porém, estes embrides podem desenvolver algumas sindromes, sendo as mais
conhecidas: Sindrome de Down, Patau e Edwards. Isso também se deve ao fato de
que mulheres acima dos 40 anos apresentam prejuizo na qualidade oocitaria e
diminuicdo na reserva ovariana, fazendo com que nessa idade, seja realmente
aconselhavel um acompanhamento para uma desejavel gestacdo (NAKADONARI;
SOARES, 2006).

A fertilizacao in vitro (FIV), conhecida popularmente como “bebé de proveta”, é
uma das técnicas mais utilizadas atualmente. Em 25 de julho de 1978, Louise Joy
Brown, o primeiro bebé derivado de uma FIV nasceu na Inglaterra apés 9 anos de
tentativas por seus pais, Lesley e John Brown. Nessa técnica, o processo de

fertilizacao é realizado manualmente em laboratorio e, posteriormente, embrides séo
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transferidos para o utero (POMPEU, 2015). As etapas da FIV consistem em:
estimulagédo da oocitacdo com medicamentos, aspiragéo folicular via vaginal, e
dependendo do historico da paciente, pode ser realizada a FIV convencional, onde os
espermatozoides sao colocados ao redor do odcito, ou a inje¢ao intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSl), onde um unico espermatozoide previamente selecionado
€ introduzido dentro do odcito. Depois desse processo, as proximas etapas sao de
transferéncia embrionaria e congelamento dos embrides excedentes (AZAMBUJA,
2017).

A FIV é geralmente indicada para casos onde as pacientes possuem a fungéo
de uma ou ambas as tubas uterinas prejudicadas, casos de endometriose profunda,
idade materna avancada ou infertilidade sem causa aparente. A ICSI é realizada
principalmente em casos de fator masculino grave ou baixa concentragdo de
espermatozoides. Além da FIV e da ICSI, que sdo consideradas técnicas de alta
complexidade, outra técnica muito utilizada em clinicas de reproducdo humana é a
inseminagao artificial (IA) ou intrauterina (IIU). A inseminacgao artificial, no entanto, é
considerada uma técnica de baixa complexidade, uma vez que a fertilizagdo dos
gametas ocorrera na propria tuba uterina. Neste procedimento, também € induzida
oocitacao por meio de medicamentos. Sera coletado o sémen do parceiro, que sera
previamente processado pelo laboratério e depois transferido para o interior do utero,
onde os espermatozoides deverao seguir seu caminho natural. A IA é muito utilizada
em casos de pacientes com alteracdes leves no sémen e disturbios na oocitacao,
dentre eles, o caso mais comum € a sindrome dos ovarios policisticos. Ademais,
mulheres que querem engravidar por produgdo independente e casais femininos
homoafetivos sdo grande parte do publico que buscam por uma inseminagao artificial,
utilizando sémen de um doador (POMPEU, 2015).

Embora os procedimentos em medicina reprodutiva sejam muito utilizados,
nem sempre eles obtém éxito. Sendo as vezes necessario que as pacientes repitam
o processo de fertilizagdo in vitro e/ou inseminagdo, causando um significativo
estresse psicologico e frustragdo para o casal, além de altos gastos financeiros, que
podem levar a desisténcia pelo procedimento. Um dos fatores mais recorrentes para
a falha na implantagéo e 0 ndo sucesso de uma gestagéo apds a transferéncia de um
embrido em uma clinica de fertilidade, &€ o contelldo cromossémico deste embrido.

Embrides aneuploides podem falhar o processo de implantagdo. Na populacdo em
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geral, 20% de toda a gestacao clinica termina em aborto e cerca de metade destes
sao cromossomicamente anormais. Para as mulheres que se encontram perto dos
quarenta anos, o risco de anomalias cromossémicas se eleva para cerca de 60-80%
(GOMES et al., 2009).

Nos ultimos anos, o unico modo para inferir se 0 embrido era viavel para a
transferéncia, era a avaliagcdo morfoldgica do mesmo. Porém, estudos mostram que a
analise morfologica nao reflete com precisdo a viabilidade e o potencial de
implantacao do embrido, mas sim a analise citogenética. Levando em consideragao
que um dos fatores para obter sucesso na FIV, é a transferéncia de um embrido viavel,
testes genéticos foram desenvolvidos para o processo pré-implantacional (PIZZATO,
2017).

A primeira ideia de um teste genético pré-implantacional surgiu em 1967, quando
Edwards e Gardner determinaram o sexo de embrides de coelhos através da analise
das células de blastocistos. A partir deste momento, foram se aprimorando as
técnicas, até que os primeiros ciclos do chamado diagnoéstico genético pre-
implantacional (PGD) foram descritos em 1989 por Handyside et al. Nesses primeiros
ciclos, sequéncias especificas do cromossomo Y foram amplificadas com a reacao
em cadeia da polimerase (PCR) para determinar o sexo dos embrides originados de

casais com risco de transmissao de doencas ligadas ao X (PIZZATO, 2017).

O entdo chamado diagndstico genético pré-implantacional (PGD), sofreu
modificagdes em sua nomenclatura juntamente com as modificacbes em suas
técnicas. Atualmente, o PGD passa a ser tratado por todos como teste genético pré-
implantacional (PGT), podendo ser chamado de PGT-A, PGT-M ou PGT-SR de
acordo com o tipo de diagnéstico genético em questdo. E chamado de PGT-A quando
o diagndstico viabiliza a identificacdo de aneuploidias no embrido. O PGT-M ¢é
indicado para casais onde existem casos de doengas monogénicas hereditarias na
familia, como a Anemia Falciforme. E por fim, o PGT-SR, que se trata do teste
genético pré-implantacional para rearranjos estruturais, especialmente indicado para
casais com cariétipo alterado (PIZZATO, 2017).

O PGT-A é utilizado em conjunto com a FIV para detectar aneuploidias antes da
transferéncia, ja que estas séo observadas com frequéncia nos embrides e resultam

em gestagdes com complicagdes, abortos espontédneos e falhas de implantagao.
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Portanto, o PGT-A diminui o risco de uma gestagao geneticamente anormal e diminui
as tentativas de FIV para o casal, aumentando as probabilidades de uma FIV bem-
sucedida. Ja que apds o diagnostico genético do embrido, nao sdo recomendados
para transferéncia aqueles que possuem anormalidades em seu conteudo genético
que podem afetar o desenvolvimento do embrido e a saude do futuro individuo, sendo
apenas recomendados para transferéncia aqueles que tem um maior potencial de
implantacdo. Esse teste € geralmente indicado para pacientes com idade materna
avangada (acima de 38 anos), falha de implantagéo (acima de duas falhas na FIV),
aborto recorrente (mais que dois abortos), fator masculino severo (baixa contagem de
espermatozoides e DNA espermatico fragmentado) e cariétipo alterado (POMPEU,
2015).
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Associar o Teste Genético Pré-Implantacional para aneuploidias (PGT-A) com

o0 aumento das taxas de implantacéo nas fertilizagdes in vitro.
Objetivos especificos
- Abordar as principais causas de falha de implantagéo e abortos.
- Discutir as vantagens e limitagdes da técnica.

- Comparar bidpsia de blastdmero e blastocisto para analise genética do

embrido.

- Apresentar o histérico da técnica de PGT-A, bem como seu avango e

perspectivas futuras.
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3 METODOLOGIA

Foi realizada uma revisdo narrativa da literatura e um levantamento
retrospectivo de dados entre os anos de 1976 e 2019. Utilizando as bibliografias nos
idiomas portugués, inglés e espanhol nas bases de dados: LILACS (Literatura Latino
Americana e do Caribe em Ciéncias Sociais e da Saude), PubMed, Bireme e
ScienceDirect, no portal de revista eletrénica Scielo (Scientific Eletronic Library Online)
e em livros relacionados com os temas envolvendo Diagndstico Genético Preé-
implantacional nos tratamentos de Fertilizagdo In Vitro. Para a pesquisa foram
utilizados os seguintes descritores: fertilizagcao in vitro (in vitro fertilization), reprodug¢ao
humana (human reproduction), diagndéstico genético pré-implantacional (PGD),
screening genético pré-implantacional (PGS), teste genético pré-implantacional (PGT-

A), Sequenciamento de Nova Geragao (Next-Generation Sequencing).
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 Infertilidade feminina, masculina e conjugal

Sao0 muitas as possiveis causas para um casal ter dificuldades em chegar a
uma gestacéo, e futuramente um filho. Infertilidade, esterilidade e fatores sociais sao
algumas dessas causas. E comum confundir infertilidade e esterilidade, porém sao
conceitos que devem ser definidos e diferenciados corretamente. Esterilidade se
entende como a impossibilidade de um individuo, ou casal, em gerar um filho. A

infertilidade é a dificuldade em chegar & uma gestacédo (FELIS et al., 2016).

A infertilidade pode ser classificada como primaria ou secundaria. E chamada
de primaria quando a mulher apresenta um quadro de infertilidade e ndo houve uma
gestagao anterior. E considerada secundéria a que ocorre quando a mulher teve uma
ou mais gestacdes em seu histérico, mesmo que essa gravidez tenha se encaminhado
para um aborto ou sido ectdpica. O percentual de infertilidade tem aumentado com o
passar dos anos principalmente pelo adiamento da maternidade, o sedentarismo,
obesidade, consumo de tabaco e do alcool e a polui¢ao urbana, que sao fatores que

podem alterar a fertilidade masculina e feminina (FELIS et al., 2016).

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), a infertilidade conjugal é
definida pela auséncia de gravidez apds o periodo de um ano de tentativas com
relagdes sexuais frequentes, sem o uso de meios contraceptivos e em mulheres na
idade reprodutiva. As causas da infertilidade se compdem 30% de fatores femininos,
30% de fatores masculinos, 30% de fatores femininos e masculinos em conjunto e
10% causas idiopaticas. Por esse motivo, quando um casal procura o auxilio de uma
clinica de Reprodugdo Humana, a investigagéo dos motivos pelos quais esta havendo
uma certa dificuldade reprodutiva, € realizada tanto no homem quanto na mulher
(FELIS et al., 2016).

Ao chegar na clinica, para dar inicio ao diagndstico da infertilidade, s&o
solicitados exames comuns aos casais. Para as mulheres sao solicitados exames de
disfungao ovariana (histéria menstrual e dosagens de horménios), avaliagao do utero
(ultrassonografia transvaginal), das tubas uterinas (histerossalpingografia) e se sob
suspeita, avaliacdo de endometriose (exames de sangue e de ultrassonografia com

preparo intestinal). Para os homens, é solicitado o espermograma, onde serao
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avaliados aspectos macroscopios e microscépios do sémen, como morfologia e
motilidade dos espermatozdides. A avaliagdo do sémen € obrigatoriamente pedida na
primeira consulta, pois a investigagao basica é simples, nao invasiva e de baixo custo
(FARINATI; RIGONI; MULLER, 2006).

Ao decorrer dos anos a fertilidade masculina pode ser prejudicada por
diferentes fatores, como idade, traumatismos nos testiculos, disturbios na ejaculagao
ou penetragao, baixa contagem ou pouca motilidade de espermatozdides, deficiéncia
nos hormoénios foliculo estimulante, luteinizante e testosterona, aumento da
temperatura escrotal, uso de finasterida, sedentarismo, estresse, alcool, fumo e
drogas. Além de doengas como caxumba, varicocele, infecgées do trato urogenital,
anomalias genéticas, doencas sexualmente transmissiveis, anomalias urogenitais
congénitas ou adquiridas e fatores imunoldgicos. Exposi¢do ocupacional a
substancias quimicas também pode afetar a fertilidade, como pesticidas, metais e
compostos de cloro (FELIS et al., 2016).

Figura 1 — Numero de foliculos em comparag¢ao com o avang¢o da idade materna.
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Fonte: Adaptado de AZAMBUJA, 2017

Além dos fatores que podem afetar a fertilidade no homem, também podem
prejudicar a fertilidade feminina o consumo excessivo de tabaco, alcool e drogas.
Também podem alterar a fertilidade feminina um histérico de abortos provocados,
historia de endometriose pessoal ou familiar, anorexia, apendicite supurada, disfuncao
tubaria, fator cervical, insuficiéncia luteinica, ovarios policisticos e disturbios
hormonais. Um dos fatores considerados mais preponderantes no sucesso

gestacional é a idade materna, ja que a partir dos 35 anos se inicia uma queda
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progressiva da fertilidade com a redug¢ao da reserva ovariana, diminuigao da qualidade
dos odcitos, diminuindo a chance de gravidez e aumentando o indice de abortos

espontaneos e anomalias cromossdmicas (Figura 1) (FELIS et al., 2016).
4.2 Aneuploidia e idade materna

Em mulheres acima de 40 anos as aneuploidias sao mais frequentes, fazendo
com que a idade materna seja um fator importante na fertilidade feminina. As
aneuploidias sao alteragcbes cromossOmicas numéricas e sao consideradas
recorrentes em embrides humanos, geralmente como consequéncia de uma falha no
mecanismo de divisdo celular. Essas alteragdes sdo as principais responsaveis pelos

abortos espontaneos, falhas na implantagao e defeitos congénitos (DEMKO, 2016).

As alteragbes no numero de cromossomos totais do embrido podem ser tanto
para ganho, como para perda de material genético. A perda de uma das copias do
cromossomo € chamada de monossomia. Quando se trata de uma monossomia em
cromossomos autossomos, elas sdo em regra geral, incompativeis com a vida,
levando a um aborto ou uma falha de implantacdo do embrido. A Unica monossomia
conhecida compativel com a vida, € a monossomia em cromossomo sexual X,
chamada de Sindrome de Turner. Na Sindrome de Turner as afetadas sdo as
mulheres, sendo caracterizada pela falta do segundo cromossomo sexual,
apresentando apenas 45 cromossomos e o cariotipo representado por 45 X. A
frequéncia de Turner é de 1 caso a cada 3.000 nascimentos, isso se deve ao fato de

que a maioria dos casos de Turner se encaminham para o aborto (DEMKO, 2016).

Quadro 1 — Quadro comparativo entre idade materna, chances de gravidez, risco de
abortamento e risco de alteragdes cromossémicas.

Id:de Chances Risco de Risco de alteragbes
" gravidez abortamento cromossomicas .
mée

+35 15% 19% 1/212
10% 40% 1/66
menos de 8% até 60% 1/21

Fonte: Adaptado de RIBOLDI, 2016

A maior parte das aneuplodias sao resultantes de erros meio6ticos durante a

geracao do odcito. Esses erros se tornam cada vez mais frequentes a medida em que
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a idade materna aumenta, e isso se deve ao envelhecimento dos odcitos.
Diferentemente do gameta masculino, as mulheres ja nascem com todos os odcitos
formados. Até a primeira oocitagdo, essas células permanecem estagnadas na
préfase | da meiose, e em cada ciclo menstrual, um ou mais odcitos primarios irédo
retomar a meiose e finalizar o processo de maturacao, e esse processo se repetira
até a chegada da menopausa. Sendo assim, se uma mulher tem 35 anos, seus odécitos
também tém 35 anos. Ja no homem, todo o processo de espermatogénese leva 64
dias e ocorre diversas vezes durante sua vida (NAKADONARI, 2006).

O envelhecimento dos odcitos é prejudicial, ja que nos “odcitos velhos” ha uma
maior deterioragdo das fibras cromossémicas e dos centrdmeros, prejudicando o
alinhamento cromossdmico (Figura 2). Com o alinhamento cromossémico afetado, a
probabilidade de uma divisao errébnea dos cromossomos é grande, podendo resultar
em embrides com material genético a mais ou a menos, que possuem alto potencial
para abortamentos. Somando-se ao fato de que mulheres em idade avangada tem
uma maior incapacidade em abortar espontaneamente os embrides alterados, as
chances de nascimentos de individuos com defeitos congénitos também sdo maiores
(Quadro 1) (GOMES, 2009).

Figura 2 — Perda da qualidade dos fusos meiéticos de acordo com o avango da idade
materna.

40 anos 42 anos

A- Microscopia de fluorescéncia de um odcito durante a divisao celular no momento de
metafase. Coradas em verde estao as fibras do fuso e em vermelho o DNA. Imagem
demonstra que ao aumentar da idade, as fibras do fuso vao perdendo sua qualidade
e a capacidade de alinhar corretamente o material genético.

B- Desenho esquematico da imagem apresentada em A.

Fonte: Adaptado de TONK, 2011
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De acordo com a literatura, as trissomias ocorrem em até 3% das gestagdes
clinicamente reconhecidas em mulheres na faixa dos 20 anos, porém em mulheres
acima de 40 anos esse numero se eleva para cerca de 35%. Lembrando que existem
outras anormalidades cromossémicas além de trissomias, em mulheres acima de 38
anos, 85% dos embrides apresentam anormalidades cromossémicas em geral. Como
consequéncia de uma alta significancia clinica da relagdo entre idade materna e
aneuploidias, a idade materna é o principal fator de indicagao para o teste genético
pré-implantacional para aneuploidias (PGT-A), ja que essa técnica permite selecionar
os embrides cromossomicamente viaveis para transferéncia, diminuindo a ocorréncia
dos abortos e defeitos congénitos (NAKADONARI, 2006).

4.3 Técnicas de reproducao assistida

A amostra utilizada na analise de PGT-A sé&o células biopsiadas do embrido.
Portanto, para que seja possivel a realizagdo do PGT-A, primeiramente € necessario
que o casal realize técnicas de reproducdo assistida de alta complexidade para a

obteng¢ao de um embrido para a analise (POMPEU, 2015).

As técnicas de reproducido assistida sdo divididas em técnicas de alta
complexidade e baixa complexidade. As de baixa complexidade, ou também
chamadas de nao invasivas, sdo aquelas em que nao € necessaria a aspiragao de
oocitos. E as de alta complexidade, ou invasivas, sdo as que incluem a aspiragao de
oocitos. As principais técnicas de baixa complexidade s&do a relagdo sexual
programada e a inseminacao intrauterina (llU), também chamada de inseminagéo
artificial (IA). Essas técnicas sdo normalmente indicadas quando os pacientes
possuem um caso menos complexo, sendo necessario que o homem possua pelo
menos 5 milhdes de espermatozoides moveis e que a mulher possua pelo menos uma
tuba uterina viavel. Esses procedimentos sao normalmente escolhidos por possuirem
um baixo custo em relacdo as demais, e menor complexidade. Porém, caso o casal
possua indicagao para a realizagao do PGT-A, essas técnicas sao inviaveis, pois para
a analise genética é necessario o embriao em laboratério para a retirada de células
(AZAMBUJA, 2017).

Nos dias atuais, as principais técnicas de alta complexidade séo a fertilizagao

in vitro convencional (FIV) e a injecao intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI).
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A principal indicagéo para a ICSI é o fator masculino, como baixa concentracéo de
espermatozoides e poucos espermatozoides moveis. Ja a FIV, geralmente é indicada
em casos de infertilidade sem causa aparente, endometriose e tuba uterina
prejudicada. As etapas em comum de FIV e ICSI sdo a estimulagao da oocitagcdo com
medicamentos e a aspiragdo folicular via vaginal. A partir dessa ultima etapa,
dependendo da indicacéo, deve-se proceder com os procedimentos especificos de
cada técnica (ALVARENGA, 2017).

Apo6s o diagnéstico da infertilidade, o tratamento tem inicio com a estimulagao
ovariana. A estimulagédo € feita por meio de medica¢gdes hormonais injetaveis que
devem ser aplicadas diariamente, durante aproximadamente doze dias. Durante esse
periodo, periodicamente (pelo menos de trés em trés dias), o ovario da paciente é
avaliado por meio do ultrassom para acompanhar o tamanho e o niumero dos foliculos.
Quando os foliculos atingem cerca de 18-20 milimetros & aplicado outro farmaco
fazendo com que os odcitos terminem a sua maturacéo, e apos trinta e seis horas

deve ser realizada a pungao para a captagao dos odcitos (ALVARENGA, 2017).

A aspiragao dos oocitos é realizada através de uma pung¢ao ovariana guiada
por um ultrassom, na ponta dele é acoplada uma agulha que realizara a sucgéao do
liquido folicular. O procedimento é realizado em um centro cirdrgico e com sedagao.
Apos a obtengdo do liquido folicular, a amostra é passada imediatamente aos
embriologistas para a avaliagao desse liquido, onde por meio de um microscopio, sera
analisado o conteudo dessa amostra e a presencga ou nao de odcitos (ALVARENGA,
2017).

Apds a puncdo ovariana, os ooécitos sdo classificados de acordo com sua
morfologia. Na classificacdo oocitaria sdo avaliadas principalmente as células do
complexo cumulus oophurus (CCQO) e da corona radiata em grau de dispersao, além
da presencga de nucleo e corpusculo polar, e tamanho do espaco perivitelinico. Eles
podem ser classificados como imaturos (Grau 1), quando possuem as células da
corona e do CCO bem aderidas ao odcito e possuem uma estrutura nuclear chamada
vesicula germinativa (VG). Nesse grau de maturacgéo, o odécito ainda se encontra em
profase da meiose | (MANCEBO, 2017).

No momento em que as células da corona continuam bem aderidas ao odcito,

porém as células do CCO ja apresentam um grau maior de dispersao, o odcito pode
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ser classificado como intermediario (Grau 2). Além disso, nesse grau de maturagao,
nao se observa mais a VG, e ainda ndo é possivel a visualizagédo do corpusculo polar.
Ademais, o espaco perivitelinico € minimo e a célula se encontra na metafase da
meiose |. O odcito adequado para a fertilizagdo é o od6cito maduro (Grau 3), nele as
células do CCO estado expandidas, porém as células da corona continuam aderidas
ao odcito. Ja se pode notar a presenca do primeiro corpusculo polar no espaco
perivitelinico, e nessa etapa a célula se encontra em metafase da meiose Il. E o
estagio ideal para a fertilizagao, pois liberou no primeiro corpusculo polar metade do
material genético, portanto quando houver a fertilizagéo, tera a quantidade de material
genético adequado. Na figura 3 podemos observar o odcito maduro apds a

denudacgao, ou seja, sem as células do CCO e da corona radiata (MANCEBO, 2017).

Figura 3 — Representagdo de um odécito maduro e suas principais estruturas.
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Fonte: Adaptado de AZAMBUJA, 2017

O odcito pés-maduro (Grau 4) apresentam as células do CCO como uma
massa gelatinosa escurecida ao redor do 0dcito e possui o ooplasma com aspecto
granular e escurecido. O atrésico, ou de Grau 5, possui poucas células do CCO ou
auséncia total, e apresentam morfologia disforme. Ambos os graus de maturagao
estao além do esperado para um odécito adequado, e nao possuem bom progndstico
de fertilizagcdo (MANCEBO, 2017).

Apos a classificagdo da maturidade dos odcitos aspirados, aqueles com o grau
de maturagdo adequado (MIl, Grau 3) serdo guardados em uma placa de Petri em
uma incubadora. Caso seja realizada a FIV convencional, o procedimento devera ser
iniciado 2 horas apds a captacdo dos odcitos. Nesse intervalo de tempo, 0 sémen
devera ser coletado e processado. Existem diversas formas de obtengdo do sémen,

porém a mais comum € a coleta por masturbag¢ao. Dependendo do caso e da condi¢cao
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do paciente, também podem ser realizados os procedimentos de vibroestimulacéo
(caso o paciente seja cadeirante e tenha perdido a sensibilidade, por exemplo),
TESE/TESA, MESA e PESA. Os trés ultimos sao procedimentos cirurgicos onde os
espermatozoides serao retirados diretamente do epididimo ou do testiculo por meio
de bidpsia ou aspiracado (MANCEBO, 2017).

Na fertilizagao in vitro convencional, cada odcito € incubado em meio de cultivo
com cerca de 50.000 a 100.000 espermatozoides previamente capacitados no
laboratorio de andrologia. As células que rodeiam o odcito irdo liberar sinais quimicos
que atrairdo os espermatozoides. No momento em que um dos espermatozoides
conseguir penetrar na zona pelucida, o odcito ira reagir bloqueando a entrada de
outros espermatozoides, esse evento € chamado de reacao cortical. A reagéo cortical
ocorre para evitar uma polispermia, que levaria a um zigoto poliploide, condi¢ao

normalmente incompativel com a vida (AZAMBUJA, 2017).

A injegao intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) € uma técnica que
revolucionou a area da reproduc¢ao assistida, pois nela, pacientes com fator masculino
grave comecaram a ter uma maior chance de sucesso. Isso se deve ao fato de que
na ICSI, apenas um espermatozoide € escolhido (Figura 4) apds técnicas de selegao
realizadas no laboratério de andrologia. Portanto, ndo é necessario que o sémen
possua uma concentragao boa de espermatozoides e nem que o0s espermatozoides
sejam moveis progressivos (caracteristicas desejadas para uma fecundagao natural e
para a FIV), ja que um unico espermatozoide sera inserido no odcito com o auxilio de
uma agulha injetora (AZAMBUJA, 2017).

A técnica € igualmente satisfatéria para pacientes que ndo possuem
espermatozoides no ejaculado, como pacientes azoospermicos e vasectomizados, ja
que esses espermatozoides podem ser retirados por meio de bidpsia e/ou aspiragao
do testiculo ou do epididimo para a realizagdo do procedimento. Além disso, a ICSI
pode ser indicada para pacientes com oligoastenoteratozoospermia (com pouca
concentracdo de espermatozoides, morfologia alterada e motilidade alterada), em
casos de pacientes que querem usar um sémen que foi criopreservado previamente,
pacientes com disturbios ejaculatérios e pacientes com ejaculagdo retrograda
(GOMES, 2009).
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Diferentemente da FIV, para a ICSI é necessaria a realizagdo de um
procedimento chamado denudagéao dos odcitos, antes da injecao do espermatozoide.
Essa técnica consiste na retirada de células do complexo cumulus-corona, e é
realizado a fim de poder classificar corretamente a maturagao dos odécitos capturados,
ja que a visualizagdo do odécito com as células do complexo é imprecisa e apenas
injetaremos os odcitos maduros. Além disso, a denudagdo é necessaria para que
também seja possivel a visualizagdo da posi¢ao do corpusculo polar, pois para a
injecao do espermatozoide, o corpusculo deve ser posicionado as 6 ou 12 horas. Esse
posicionamento € necessario, pois alinhado ao corpusculo polar fica localizado o
material genético do odcito, com o posicionamento correto, temos uma maior
seguranga de que o material genético ndo sera afetado com a injegdo do
espermatozoide (FELIS, 2016).

Figura 4 - A- Demonstracao da captagcdao de um espermatozoide utilizando uma
micropipeta injetora. B- Técnica de Injecao intracitoplasmatica de espermatozoide em

um oocito maduro.

Fonte: Adaptado de UNC FERTILITY, 2018.

De 16 a 18 horas apods a FIVc ou a ICSI, deve ser checada a fecundacgado. A
fertilizacdo é evidenciada no microscoépio pela presenca de dois corpusculos polares
(CP) e dois pronucleos (PN), um masculino e um feminino. O zigoto deve ser esférico
e os dois pronucleos devem ser de tamanhos semelhantes e estarem justapostos.
Caso ocorra uma fertilizagcdo anormal (por exemplo, com 3 PN ou odécitos
degenerados), estes sdo descartados de imediato. Caso a fertilizagdo tenha sido
normal (2 PNs e 2 CPs), os zigotos sao levados para incubadora onde serdo mantidos
em condi¢des que simulam o fisiolégico, como temperatura, nutrientes e componentes
atmosféricos (Figura 5) (FIGUEIRA, 2017).

As retiradas do embrido da incubadora para checagem e visualizagado do seu

desenvolvimento séo realizadas, normalmente, no primeiro dia de desenvolvimento
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para a checagem da fertilizagdo (D1), no terceiro dia de desenvolvimento (D3), no
quinto (D5) e no sexto dia (D6), e caso haja necessidade, no sétimo dia (D7). Esse
fluxo € normalmente realizado em todos os laboratdrios, ja que a retirada do embrido
da incubadora todos os dias para a checagem seria inviavel, ja que o embrido seria
retirado de um ambiente considerado ideal (a incubadora) durante os minutos da
checagem. Portanto, esses embrides sao retirados para analise em momentos
cruciais do seu desenvolvimento e em que devem ser tomadas decisdes baseadas no
desenvolvimento desse embrido (FIGUEIRA, 2017).

No D3, o ideal é que o embrido esteja com 8 blastbmeros de tamanhos
parecidos, com um nucleo em cada um, e o minimo de fragmentagao possivel. Na
rotina, sdo considerados top qualities (embrides de qualidade desejada) embrides com
6 a 10 blastdbmeros e com classificacdo A e B de fragmentagdo. Quando classificado
com letra A, entende-se que o embrido possui nenhuma, ou quase nenhuma
fragmentagcdo em seus blastdmeros; classificacdo B, € um embrido bom; e
classificagdo C, um embrido regular de acordo com a sua fragmentagéo. Portanto, na
classificagdo embrionaria de D3, o embrido sera classificado com um numero
(quantidade de células) e uma letra (grau de fragmentagao), por exemplo, o embrido
ideal seria o 8A (FIGUEIRA, 2017).

No terceiro dia de desenvolvimento, condutas diferentes podem ser tomadas.
Nos ultimos anos, muitos embrides eram transferidos em D3, porém atualmente, o
mais realizado é o cultivo prolongado desse embrido para transferéncia em blastocisto
(D5 e D6). Em D3, também pode ser feita a vitrificagdo desse embrido de acordo com
o protocolo médico realizado. A vitrificagdo consiste em um congelamento ultra-rapido
que, ao contrario do congelamento tradicional que era realizado anteriormente,
impede a formagdo de cristais de gelo nas células, promovendo uma maior
recuperacao da viabilidade dos odcitos e embrides. No D4 é desejavel que o embrido
esteja em estado de mérula, com cerca de 12 a 32 blastdmeros, nessa fase observa-
se também maior interagcao entre as células, o que podemos chamar de compactacgao.
No D4, assim como no D2, os embrides sdao mantidos na incubadora (FIGUEIRA,
2017).

A partir do quinto dia de desenvolvimento embrionario, se inicia a fase de
blastulagdo, onde ha a formacéo de uma cavidade interna chamada blastocele e o

embrido € chamado de blastocisto. As jun¢des das células estdo mais firmes e elas
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comegam a se diferenciar em massa celular interna e trofectoderma. A massa celular
interna formara o embrido propriamente dito e as células do trofectoderma formarao a
placenta (FIGUEIRA, 2017).

Figura 5 — Desenvolvimento do embrido desde o dia da captacao oocitaria até o
sexto dia de desenvolvimento embrionario. Dia 0: visualizagdo do primeiro corpusculo
polar. D1: visualizagao dos dois pronucleos e primeira clivagem, com duas células. D2:
Estagio de 4 células. D3: Estagio de 8 células. Dia 4: Inicio da compactacao para
formagao de blastocisto. D5: Blastocisto expandido. D6: Blastocisto em estagio de

extrusao pela zona pelucida.

Fonte: Adaptado de TONK, 2011

Na fase de blastocisto ja ocorreram diversas clivagens, diferenciagdes
celulares, e ativacdo do genoma embrionario, portanto, aqueles embrides que
conseguiram atingir o estagio de blastocisto, ja sdo estruturas selecionadas
naturalmente com potencial maior para implantacdo. Ademais, € a fase em que
naturalmente ocorre o processo de implantacdo no endométrio, portanto, além de ser
0 grau embrionario que melhor pode fornecer informag¢des importantes sobre a
viabilidade embrionaria, é o definido pela maioria o estagio ideal para transferéncia
(FELIS, 2016).

Ao possuir mais de um embrido em estagio de blastocisto, a duvida de qual
embrido selecionar para transferéncia e qual deve possuir um potencial maior de
implantagcao € uma discusséo relevante. A maior parte dos laboratérios de reprodugao
humana utilizam a classificagdo morfolégica do blastocisto como o principal critério de
selegdo. O sistema mais utilizado para a classificagdo morfoldgica € o de Garner, onde

0os principais parametros avaliados sdo o grau de expansdo da blastocele e
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caracteristicas da massa celular interna e do trofectoderma (Figura 6) (FIGUEIRA,
2017).

Figura 6 — Blastocistos com massa celular interna (MCI) e trofectoderma (TRF)
devidamente identificados, onde A possui classificagdo morfologica de Gardner 4AA e

B classificagdo 3AA.

Fonte: Adaptado de AZAMBUJA, 2017

Quadro 2 — Quadro comparativo com a classificagao morfolégica de blastocistos

de acordo com a classificagdao de Gardner.

CLASSIFICAGAO DO BLASTOCISTO
Grau de expanséo da blastocele

Grau 1 Blastocisto jovem, blastocele ocupa menos de 50% do volume do embrido
Grau 2 Blastocele ocupa metade ou mais do volume do embrido

Grau 3 Blastocisto completo, blastocele ocupa todo o volume do embrigo

Grau 4 Blastocisto expandido, zona pellicida de espessura fina

Grau b Blastocisto com parte do trofoectoderme eclodindo da zona peltcida

Grau 6 Blastocisto com eclosfo completa da zona pelicida

CLASSIFICACAO DA MASSA CELULAR INTERNA (MCI)
FPara blastocistos de GRAU 3-6

Grau A Muitas células fortemente agrupadas
Grau B Algumas células dispersas
Grau C Células escassas

CLASSIFICACAC DO TROFOECTODERMA (TRF)
Para blastocistos de GRAU 3-6

Grau A Muitas células formando um epitélio coesivo
Grau B Poucas células formando um frouxo epitélio
Grau C Células escassas e grandes

Fonte: Adaptado de AZAMBUJA, 2017
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A classificagcdo morfolégica de blastocisto (D5 e DG6), diferentemente da
classificagdo em D3, € dada por um numero e duas letras (Quadro 2). O numero se
refere ao grau de expansao da blastocele, onde o Grau 1 é um blastocisto jovem e
pequeno, onde a blastocele ocupa menos de 50% do volume do embrido. Como
podemos observar no quadro 2, a numeragao vai até o numero 6, onde este se refere
ao maior grau de expanséao, onde o blastocisto esta completamente eclodido da zona
pelucida. A primeira letra que segue apds o niumero se refere a massa celular interna
(MCI), onde € nomeado A aquele blastocisto que possui as células da MCI fortemente
agrupadas, B aquele que possui as células mais dispersas e C o que possui células
da MCI escassas e mal delimitadas. A ultima letra da classificacdo diz respeito as
caracteristicas das células do trofectoderma (TRF), onde a classificagéo A se refere a
um blastocisto que possui um epitélio coesivo e muitas células, B se refere a poucas
células e um epitélio mais frouxo e C, células escassas e com tamanhos diferentes
(AZAMBUJA, 2017).

Aqueles embrides de grau 3 a 6 e com classificagdo A em algum dos dois
critérios, sao os blastocistos mais desejados, sao eles: 3AA, 3AB, 3BA, 4AA, 4AB,
4BA, 5AA, 5AB, 5BA, 6AA, 6AB, 6BA. Atualmente, a classificacdo morfologica em
blastocisto € o principal fator de sele¢cao do melhor embrido para transferéncia. Porém,
muitos estudos provam a baixa correlagao entre a qualidade morfoldgica e o potencial
de implantagcdo dos embrides, ja que a morfologia nao reflete necessariamente a
qualidade genética (FANASCA, 2018).

Atualmente a maneira mais fidedigna de avaliar a qualidade genética dos
embrides, e consequentemente, o potencial de implantagdo dos mesmos, € o teste
genético pré-implantacional para aneuploidias (PGT-A). Porém, é inviavel aplica-lo
para todos os casos e pacientes como um procedimento padrao do laboratério, ja que
a avaliagado genética ainda possui um custo alto e demanda profissionais muito bem
treinados, pois para a analise € necessaria a realizagédo de uma biopsia no embriao
para a analise das células. O processo de bidpsia embrionaria se feito de maneira
errénea, pode comprometer a viabilidade do embrido. Por esses motivos, no protocolo
da maioria dos laboratérios ainda é utilizada a classificagdo morfolégica como maneira
de definir a prioridade de transferéncia dos embriées (FIGUEIRA, 2017).
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4.4 Bi6épsia embrionaria

A retirada de células do embrido para a analise genética € um processo
extremamente delicado e que passou por diversas mudangas em como e em qual
estagio embrionario realiza-la durante os ultimos anos. Como dito anteriormente, é
necessario realizar uma técnica de reproducao assistida de alta complexidade para a
obtencdo do embrido em laboratério. Porém, € aconselhado pelos laboratérios de
genética que a técnica laboratorial realizada seja a ICSI. Isso se deve ao fato de que,
realizando a FIV convencional, por mais que seja pequena, ha a chance de
contaminacgao paterna na analise pela presenca de espermatozoides aderidos a zona
pelucida ou espermatozoides ndo descondensados dentro dos blastdmeros. Portanto,
a analise mais confiavel, seria a de um embrido proveniente de uma ICSI (GOMES,
2017).

A bidpsia embrionaria pode ser realizada em diferentes estagios de maturagao
do embrido. Séo elas: bidpsia de corpusculo polar (em D1), bidpsia de blastdbmero
(D3) e biopsia de trofectoderma (D5 e D6). Para qualquer uma dessas opgoes, é
necessario realizar o rompimento da zona pelucida para entdo, conseguir retirar o
material de analise. Existem diferentes métodos para o rompimento da zona pellcida
para bidpsia, nos dias de hoje é quase unanime a utilizagao de tiros de laser, porém,
antes do surgimento do laser, muitas técnicas foram realizadas nos laboratérios
(GOMES, 2017).

Uma das técnicas realizadas foi a mecanica de rompimento chamada
dissecgédo parcial da zona (PZD). Esse procedimento consiste em utilizar uma
micropipeta para perfurar a zona de modo a transfixa-la, realizando dois furos, e
posteriormente friccionar a agulha até que se rompa a zona no espago entre os dois
furos realizados. E uma técnica de baixo custo, porém, consome muito tempo e altos
riscos de danificar as células do embrido. Outro método € o quimico com a utilizacao
de acido Tyrode localizado que dissolve as glicoproteinas da zona. Esse método
também n&o possui um custo alto, porém também oferece riscos para as células do
embrido, ja que deve ser utilizada a quantidade exata do acido para abrir o tamanho
correto de abertura e ter cautela para ndo expor o embrido a excesso de acido
(DEMKO, 2016)
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O método mais recente e o mais usado atualmente para a abertura da zona
pelucida é de um feixe de laser infravermelho acoplado ao microscopio e controlado
por um computador. O laser tem como vantagem nao ser descartavel, ter uma boa
reprodutibilidade, ser preciso e rapido. O uso do laser é pratico e oferece maior
controle e facilidade ao profissional, sendo apenas necessaria a cautela da distancia
entre o laser e as células do embrido, mantendo uma distancia segura para nao causar

sequelas devido a alta temperatura causada pelo feixe de laser (GOMES, 2017).

Além das diversas maneiras de realizar a abertura da zona, também foi sendo
alterada e discutida ao longo do tempo o estagio mais apropriado do embrido para a
realizagdo da bidpsia. Uma das técnicas mais antigas de bidpsia foi a de corpusculo
polar (em D1) (Figura 7). Essa técnica ja € considerada ultrapassada pela maioria,
pois possui riscos de falha de amplificagao e falso positivo/negativo. Essa imprecisédo
se deve ao fato de que apenas uma célula esta sendo retirada para analise e essa
célula ainda ira passar por diversas modificacdes. Estudos mostram a alta incidéncia
de diagndsticos errados utilizando essa técnica. Além disso, € uma pratica que exige
a retirada de ambos os corpusculos polares, portanto, demanda mais tempo e
habilidade manual. Essa pratica ainda é realizada em paises em que nao se permite

por lei a biépsia de embrido, como na india, por exemplo (HARPER, 2010).

Apos muitos estudos demonstrarem a imprecisdao na biopsia de corpusculo
polar, outros métodos comegaram a ser testados. Nos ultimos 20 anos, a técnica mais
utilizada foi a bidpsia de blastdmero em terceiro dia de desenvolvimento embrionario.
Essa técnica por muito tempo foi considerada a mais adequada para analise genética,
pois a partir dela os resultados em comparagcao com a técnica anterior, melhoraram.
Além disso, foi possivel investigar compatibilidade de antigeno leucocitario humano
(HLA), rearranjos cromossémicos e aneuploidias, ademais, também proporcionou a
identificacdo de contribuicbes materna e paternas em doengas monogénicas
(GOMES, 2017).

Apesar de todas as melhoras com a bidpsia de blastébmero, alguns aspectos
ainda eram insuficientes. No D3, o embrido ainda possui cerca de 6 a 10 células, e
apesar de algumas teorias como a do “embrido totipotente” que diz que cada
blastdmero é capaz de desenvolver um organismo inteiro, estudos sobre a polaridade
do embrido tem demonstrado que a retirada de uma célula afeta o desenvolvimento e

potencial de implantagdo do embrido. Esses estudos sugerem que a distribuicdo de
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proteinas e mitocdndrias reguladoras em cada blastbmero é desigual e sé&o
necessarias para o periodo pré-implantacional, além disso, cada célula pode estar
destinada a formar algo diferente, prejudicando o desenvolvimento desse organismo
no futuro (HARDY, 1990).

Figura 7 — Representacao dos trés tipos de biépsias mais realizados. A- Biopsia
de trofectoderma em estagio de blastocisto. B- Biépsia de corpusculo polar no primeiro
dia de desenvolvimento. C- Bidpsia de blastomero em estagio de clivagem, no terceiro

dia de desenvolvimento.

Fonte: Adaptado de GOMES, 2017

A partir da década de 1990, comecou a ser utilizada a bidpsia de blastocisto.
Tal técnica consiste na retirada de células do trofectoderma. Essa técnica se baseia
no fundamento de que as células do trofectoderma irdo formar a placenta e as células
da massa celular interna formardo o embrido propriamente dito. Portanto, retirando
apenas algumas células do trofectoderma para analise e mantendo as células da
massa celular interna intactas, ndo serédo retiradas células fundamentais para o
desenvolvimento e formagao do embrido. Outro ponto positivo nessa técnica é que no
estagio de blastocisto o embrido possui entre 100 a 120 células, logo acredita-se que

aretirada de 5 a 10 células para analise ndo causariam tanto risco ao desenvolvimento
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do embrido, além de fornecer mais células e, portanto, maior quantidade de DNA para
analise genética (Figura 8) (GOMES, 2017).

A preferéncia pelo uso da técnica de bidpsia de trofectoderma nao foi imediata,
para isso, as técnicas de criopreservagao embrionarias precisaram ser melhoradas,
pois devido ao tempo de analise necessaria, ndo era possivel a transferéncia a fresco,
sendo necessaria a vitrificacado desse embrido pds-bidpsia. Além disso, as taxas de
embrides que chegavam ao estagio de blastocisto eram muito baixas. Portanto, para
viabilizagdo e uso dessa técnica, os meios de cultivo prolongado tiveram que ser
aprimorados para maior obtengcao de embrides em blastocisto. Somando os avangos
em fatores como vitrificacdo e nos meios de cultivo de blastocisto, a bidpsia de
trofectoderma comecou a ser a mais utilizada pelos laboratérios nos ultimos anos,

apresentando maior precisao e taxas de implantacédo (GARDNER, 2000)

Figura 8- Comparacgao entre as taxas de implantagcdo sustentada apés bidpsia
em estagio de clivagem e em estagio de blastocisto.
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Independentemente da técnica de biodpsia escolhida para a retirada de células
do embrido, a integridade e potencial do mesmo deve ser mantida até a liberagcdo do
laudo de analise genética. Para isso, a maioria dos casos nos laboratorios realizam a

criopreservacdao do embrido apds a bidpsia, e aqueles que forem euploides sao
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descongelados para entdo serem transferidos. Favorecendo assim a transferéncia
apenas daqueles embrides que forem cromossomicamente saudaveis. Algumas
clinicas também realizam a analise com transferéncia a fresco, onde o embrido é
biopsiado no quinto dia de desenvolvimento e mantido em cultivo, a biopsia é enviada
para analise, o laudo é pedido com urgéncia de até 24 horas, e tendo bons resultados,
o embrido é transferido no sexto dia de desenvolvimento. Ambas as técnicas sao
validas e nao mostram resultados muito divergentes de implantagao, porém com a
transferéncia a fresco corre-se o risco de a paciente preparar o endométrio para a
transferéncia acreditando que a mesma sera realizada e, posteriormente, o laudo
declarar que a paciente ndo possui embrides viaveis para transferéncia. Portanto, para
também evitar frustragdes das pacientes e uso de medicamento de preparo para
transferéncia em vao, a técnica mais utilizada no momento é a de criopreservagao
pos-bidpsia (GARDNER, 2000).

4.5 Teste Genético Pré-Implantacional para Aneuploidias
4.5.1 Histoérico

Sabendo que a ideia de uma analise genética pré-implantacional surgiu quando
as técnicas de biologia molecular e de reprodugédo assistida ainda precisavam ser
aperfeicoadas, a maneira com que o PGT-A vem sido realizado se transformou

durante os anos até chegar nos dias atuais (CECCHINO, 2018).

O PGT-A propriamente dito iniciou com a técnica de hibridizagao fluorescente
in situ, mais conhecido como FISH, em 1995. Nessa época, a técnica de bidpsia mais
utilizada era a de blastbmero em estado de clivagem, para transferéncia em
blastocisto. A analise era feita com cerca de 1 a 2 blastdbmeros e ndo se conhecia
muito acerca da possivel perda de viabilidade do embrido com a retirada dessas
células. Além disso, o laser ainda n&o era muito utilizado, tendo que se utilizar de
maneiras alternativas para abertura da zona pellcida, e ademais a técnica de FISH
permitia avaliar alterag6es numéricas em apenas 12 cromossomos no maximo (Figura
9) (ALMEIDA, 2013).
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Figura 9 — Técnica de FISH aplicada ao Teste Genético Pré-implantacional para
Aneuploidias. A- Representacdo de um resultado revelando trissomia no cromossomo
18, indicativo de Sindrome de Edwards. B- Representagcdao de um resultado revelando

trissomia no cromossomo 21, indicativo de Sindrome de Down.

Triegomia do cromossoeme 18 Triggomia do cromossome 21

Fonte: Adaptado de TONK, 2011

A técnica de FISH se baseia na utilizacdo de marcadores, chamados de
sondas. Essas sondas se ligam a regides especificas dos cromossomos, emitindo
fluorescéncia e indicando a auséncia ou presenca deles nas células retiradas do
embrido. Por exemplo, caso o embrido tenha Sindrome de Edwards, seréo
identificadas trés marcacgdes fluorescentes para o cromossomo 18, e caso sejam
identificadas trés marcagdes no cromossomo 21, sera indicativo de Sindrome de
Down (Figura 9). O FISH foi muito utilizado e ainda € muito utilizado em outras areas
por possuir baixo custo, porém a sua especificidade, abrangéncia dos cromossomos
e resolugéo € baixa, podendo apresentar muitos erros de diagndstico. O diagndstico
também esta associado a duvidas quanto ao resultado de confiabilidade devido a
problemas como fixacdo inadequada de blastdbmeros e falha na hibridagdo, além
disso, o tempo necessario para a confecgao da sonda especifica € alto (FANASCA,
2018).

Proximo ao ano de 2008, a técnica de hibridizagdo genémica comparativa
(aCGH) comecgou a ser amplamente utilizada para fins de diagndstico genético pré-
implantacional. Essa técnica foi de grande avancgo para a analise genética, pois com
ela é possivel analisar todos os 24 cromossomos. Como seu proprio nome diz, ela se
baseia na comparagao de uma amostra controle com genoma normal e a amostra
teste proveniente da bidpsia do embrido. Ademais, ela identifica translocagdes

cromossdmicas e anomalias cromossémicas em alta resolugdo que nao seriam
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detectadas por FISH. Além de todas as melhoras conquistadas pelo aCGH, ao mesmo
tempo era melhorada a técnica de bidpsia e sendo mais utilizada a bidpsia de
trofectoderma, oferecendo assim mais células e, portanto, mais material para a analise
genética. Apesar de superar a principal limitagdo da técnica de FISH, ainda
apresentava como principal restricdo tempo necessario, de até 72 horas, para a
hibridagao (ALMEIDA, 2013).

Entre os anos de 2010 e 2012 também foram utilizadas as técnicas de
polimorfismo de nucleotideo unico (SNP array) e reagdo em cadeia polimerase em
tempo real quantitativa (QPCR), que foram aperfeicoando e adequando o diagndstico
das aneuploidias. Até que proximo ao ano de 2013 a técnica de sequenciamento de
nova geragao (NGS) comecgou a ser a mais utilizada para realizagédo do PGT-A, além
de ser a mais recente empregada € também considerada mais completa e precisa.
Apesar de néao realizar o sequenciamento de todo o genoma, a técnica realiza o
sequenciamento de segmentos estratégicos do DNA afim de detecgdo mais segura
das alteragdes cromossdmicas (MARTINHAGO, 2017).



39

Figura 10 — Representacao de um laudo de PGT-A nas plataformas de CGH-array e NGS.
Observa-se o maior nivel de detalhes captados pelo NGS. A- Laudo de CGH-array
indicando trissomia do cromossomo 16. B- Laudo de NGS indicando trissomia do

comomossomo 21.
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Fonte: Adaptado de FERTILITY, 2017

Além da acuracia do NGS, essa plataforma é capaz de identificar com maior
precisdo a presenca de mosaicismo nas células embrionarias. A técnica possui a
sensibilidade de 99,98% e especificidade de 99,88%, além de possuir a capacidade
de analisar até 96 amostras simultaneamente. A maior especificidade da técnica se
deve ao fato de que diferentemente do aCGH que possuia um range de detecgéo de
14Mb (Figura 10), o NGS consegue detectar ganho e perda de material genético em

um range de 3 a 5Mb, oferecendo maior preciséo aos resultados (CUZZI, 2017).
4.5.2 Indicagodes, resultados e perspectivas futuras

O objetivo especifico da técnica de PGT-A é a identificagdo de aneuploidias.
Essa identificagdo é extremamente importante para grupos de risco que desejam
engravidar. As aneuploidias estdo presentes em mais de 60% de todos os embrides
produzidos em laboratério e em mais de 50% dos abortos de primeiro trimestre. Isso

se deve ao fato de que o desbalanco cromossOmico € um dos principais entre os
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multiplos fatores que podem influenciar negativamente o desenvolvimento e o
potencial de implantagdo de um embrido, seja ele in vitro ou in vivo. A maior parte dos
embrides com aneuploidias sdo incompativeis com a vida, todas as monossomias

autossOmicas e a maioria das trissomias e polissomias (GLEICHER, 2017).

Relatos demonstram que casais inférteis e casais com dificuldade reprodutiva
produzem maior proporg¢ao de embrides aneuploides, que tem altissima probabilidade
de ndo implantarem, resultar em um aborto ou em um nascimento de um bebé com
malformagéo. Esses grupos de riscos sdo em sua maioria: mulheres acima de 37
anos, casais com algum dos membros com cariotipo alterado, falha de implantagao
em FIVs anteriores (acima de duas), aborto recorrente (acima de dois) e fator
masculino severo (baixa contagem de espermatozoides, idade avancada e DNA
espermatico fragmentado). Esses grupos quando possuem dificuldade reprodutiva ou
desejam passar por uma fertilizagao in vitro a fim de assegurar a vinda de um recém-
nascido geneticamente saudavel, passam por aconselhamento genético e sao
direcionados a realizagédo do PGT-A (MARTINHAGO, 2017).

Existem outros fatores além dos cromossémicos que contribuem para falhas de
implantagédo ou perdas gestacionais, e que ndo tem relagédo com a genética em si, e
sim a fatores como: mitocondriais (MDNA), estresse oxidativo, dieta, microbioma
endometrial, anatémicos, endometriose/varicocele, ocupacionais e/ou ambientais,
imunoldgicos, obesidade, sedentarismo, alteragdes hormonais, idade, doencgas
infecciosa e sexualmente transmissiveis, do resultado de um procedimento cirurgico
ou pessoas submetidas a quimioterapia e radioterapia ou estar associada a anomalias
dos gametas feminino e masculino. Esses fatores também sao muito relevantes para
o processo da infertilidade e devem ser analisados como um todo. Devem também
ser preferencialmente diagnosticados antes do tratamento de alta complexidade
(MARTINHAGO, 2017).

A idade materna € o principal fator de indicagao para a realizagdo do PGT-A.
Soma-se também ao fato de que mulheres com idade avang¢ada s&o cada vez o maior
publico entre as pacientes que desejam realizar um tratamento de reprodugao
assistida. O avancgo da sociedade e a modernidade permitiram que a mulher também
possa trabalhar e estudar, fazendo com que a prioridade na idade mais fértil de
algumas mulheres nédo seja engravidar e ter filhos. Fazendo com que grande parte

das mulheres comecem a pensar em ter filhos apds os 30 anos, onde sua reserva
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ovariana e qualidade dos odcitos ja comecgou a cair (Figuras 11 e 12) (PELLESTOR,
2005).

Figura 11 - Comparativo de porcentagem de casos de PGT-A com ao menos um

embrido eupldide de acordo com o avancgo da idade materna.
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Fonte: Adaptado de RIBOLDI, 2016

Figura 12 - Porcentagem de blastocistos aneupléides de acordo com o aumento

da idade materna.
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E indiscutivel a importancia da realizagéo do teste para os grupos de
risco. A técnica proporcionou uma grande diminui¢gao no tempo e quantidade de ciclos

de fertilizagao in vitro que as pacientes precisam realizar até conseguirem engravidar.
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Isso se deve ao fato, de que selecionando apenas os embrides euploides e viaveis
cromossomicamente, a probabilidade de sucesso de um ciclo de fertilizagdo em
mulheres acima de 40 anos aumenta em quase 50% (Figura 13). Para aumentar ainda
mais a probabilidade de sucesso da FIV associada ao PGT-A, existem outros testes
que também podem ser associados e que se referem aos outros fatores que podem
causar uma falha na implantacdo (PRAJIANTE, 2013).

Figura 13 - Porcentagem de gestagao em curso com transferéncia de um unico

blastocisto apos fertilizagao in vitro associadas ou ndao com PGT-A.
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O mitoscore é um teste que mede a atividade mitocondrial do embrido, com
base no fundamento de que quanto maior a atividade mitocondrial, menor potencial
de implantagao ele tem. O embrido com menor valor de mitoscore, € um embrido que
nao precisou de tanta energia para se desenvolver e teve mais energia poupada. Isso
€ benéfico, ja que o processo que demanda mais gasto energético para o embrido é
a implantacédo. Existem centros de genética que associam o PGT-A ao mitoscore,
ajudando o médico e a paciente a escolherem o melhor embrido a ser transferido. Ja
gue na presencga de mais de um embrido euploide, a atividade mitocondrial € uma boa
maneira de selecionar entre os euploides qual tem a maior probabilidade de
implantacéo (ZEGERS-HOCHSCHILD, 2017).

O fator endometrial € o segundo mais importante, apdés a viabilidade
cromossdbmica do embrido. Pois, ndo seria de muito valor transferir um embrido

geneticamente saudavel em um ambiente em que ele n&o conseguiria implantar. Para



43

isso, outros trés testes que sdo muito associados ao PGT-A a fim de aumentar a
probabilidade de implantagado, sdo os testes que avaliam o ambiente endometrial. A
analise de receptividade endometrial (ERA), analisa o momento exato em que a
paciente tem a sua janela de implantacdo adequada. O teste avalia através do NGS
os genes relacionados a receptividade endometrial e mostra em seu resultado quais
seriam os melhores dias para realizar a transferéncia de acordo com a expressao
desses genes (ZEGERS-HOCHSCHILD, 2017).

Além da receptividade endometrial, outros fatores como a microbiota uterina
também podem influenciar a implantagédo de um embrido. A analise de metagenémica
do microbioma endometrial (EMMA) e a analise de endometrite crénica infecciosa
(ALICE) sao testes que avaliam a microbiota uterina e tem a capacidade de identificar
se o problema de falhas repetidas de implantagcéo esta sendo causado pelas bactérias
presentes na cavidade uterina. O EMMA se baseia no principio de que a presencga de
uma concentracdo adequada de lactobacilos no utero tem a capacidade de influenciar
no prognaostico reprodutivo, sendo necessaria uma maior concentragao de lactobacilos
€ uma menor concentragcao de bactérias disbiéticas. O ALICE permite a identificacéo
de patdégenos endometriais cultivaveis e nao cultivaveis relacionados com a
endometrite crénica, e afirma a sua importancia no fato de que mais de 30% das
mulheres inférteis sdo afetadas com essa condicdo. Quando identificadas essas
alteragdes, o médico conseguira tratar adequadamente e especificamente seu
problema. Esses testes associados ao PGT-A, podem aumentar em mais de 60% a
probabilidade de uma fertilizacédo in vitro ter sucesso. Diminuindo o tempo, que na
idade materna avangada é precioso, de alcangar uma gravidez saudavel (Figura 14)
(ZEGERS-HOCHSCHILD, 2017).
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Figura 14 - Comparacao do tempo levado para chegar a uma gravidez (em
semanas) utilizando apenas a FIV e quando associado a FIV com PGT-A. Demonstra
também a reducdao do numero de transferéncias necessarias para chegar a uma

gravidez quando associado o PGT-A ao tratamento.
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Fonte: Adaptado de Rubio et al., Fertil Steril 2017

Com o avanco das técnicas utilizadas para realizagdo do PGT-A, os resultados
continuam melhorando. Porém, ha de se pensar que a biopsia embrionaria ainda é
um procedimento muito invasivo ao embrido e quando realizado de maneira errada,
pode prejudicar a viabilidade dele. Sendo essencial um profissional qualificado para a
retirada da amostra necessaria para realizar a técnica. Estudos e testes ja vém sendo
realizados com uma nova técnica de PGT-A que revolucionara o tempo e a dificuldade
de retirada de material genético do embrido para analise genética. A nova técnica se
chama PGT-A néo invasivo (ni-PGTA) e consiste na analise do meio de cultivo no qual
o embrido se desenvolve. Ela se baseia no fato de que durante o seu desenvolvimento
o embrido libera no meio DNA que contém uma representagcdo completa de seu
conteudo cromossémico. Além de ser uma técnica que podera ser realizada para
todos as pacientes, e nao sé para os grupos de risco, ja que nao apresentara danos

ao embrido, o custo dela sera relativamente mais baixo (AZAMBUJA, 2017).

4.6 Mosaicismo

A principal limitagdo do PGT-A e dos outros testes pré-implantacionais que
utilizam a biépsia como amostra, € o mosaicismo. Um individuo normal deve possuir

a mesma quantidade de cromossomos em todas as células do corpo, ja um individuo
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mosaico € um individuo que possui dois tipos celulares distintos (Figura 15). Como na
biépsia embrionaria é retirada apenas algumas células do embrido, caso essas células
possuam um material genético diferente do restante do embrido, o resultado ndo sera
fidedigno. O mosaicismo pode ser classificado em baixo grau (low mosaic) que
corresponde a quando o embrido possui entre 30 e 50% de células aneuploides na
biopsia, ou de alto grau (high mosaic), quando existem mais de 50 e menos de 70%

de células aneuploides na bidpsia (GRATI, 2018).

Figura 15 — Diferentes tipos de mosaicismo e posibilidades de resultados pés-biopsia.
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Fonte: Adaptado de RODRIGUEZ, 2017

Os fatores que podem contribuir para a formagcdo do mosaicismo € incerto,
podendo ser desde uma queda na temperatura durante seu desenvolvimento, até ao
meio de cultivo utilizado. Os centros de reproducdo humana possuem taxas de
mosaicismo divergentes uns dos outros. Por isso, o0 mosaicismo ainda € um tema
muito debatido em congressos e encontros de embriologia e um tema que precisa ser
muito estudado para ser melhor entendido pelos profissionais e pacientes
(AZAMBUJA, 2017).



46

Ao receber um laudo (Quadro 3) com auséncia de embrides euploides, com
apenas embrides aneuploides e mosaicos, o debate de transferir ou ndo o0 mosaico é
importante. Para ajudar no esclarecimento sobre os riscos envolvidos em transferir
um embrido mosaico, a PGDIS (Sociedade Internacional de Diagnéstico Genético)
estabeleceu recomendagdes sobre cada cromossomo envolvido. O grupo de embrides
gue possuem mosaicismo nos cromossomos 13, 14, 16, 18 e 21 ndo é recomendada
a ftransferéncia, ja que alteragbes nesses cromossomos possuem grandes
probabilidades de comprometimento fetal, aborto e dissomia uniparental. Embrides
com mosaicismo nos cromossomos 2, 6, 7, 8, 9, 11, 15, 17, 20 e 22 estdo no grupo
em que a transferéncia pode ser recomendada apenas apos aconselhamento genético
e psicoldgico, ja que o casal deve estar ciente dos riscos de uma possivel nao
evolugdo da gravidez, aborto e comprometimento fetal. Embrides com mosaicismo
nos cromossomos 1, 3, 4, 5, 10, 12 e 19 estdo no grupo em que a transferéncia é
geralmente considerada segura, ja que nao possuem muitas alteragcdes que
comprometem o desenvolvimento embrionario. Deve ser considerado também que o
tipo de mosaicismo influencia, sendo o mosaicismo de baixo grau mais seguro para

transferéncia do que mosaicismos de alto grau (GRATI, 2018).

Quadro 3 - Exemplo de um laudo de PGT-A contendo embrides mosaicos.

Mosaico aneuploide de baixo grau: -22
EUPLOIDE
EUPLOIDE

Aneuploide: #22

Mosaico aneuploide de alto grau: +1

Fonte: Adaptado de RIBOLDI, 2016

A bidpsia de trofectoderma em blastocisto € a bidpsia que apresenta menor
porcentagem de mosaicismo (10%), contra 30% de taxa de mosaicismo em embrides
em estagio de clivagem. Isso se deve ao fato de que um embrido em estado de
clivagem possui seu genoma muito ativo e sofrendo constantes alteragdes, podendo
ocorrer de que um mosaicismo no terceiro dia de desenvolvimento se autocorrija até
a chegada do embrido em blastocisto. Portanto, caso a biopsia seja realizada em
blastdmero e o resultado seja mosaicismo em algum cromossomo nao recomendado

para a transferéncia, pode ser que se essa bidpsia fosse realizada em blastocisto,
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esse mosaicismo poderia ter se autocorrigido e o resultado fosse um embrido
euploide. Sendo assim, a paciente perdeu a oportunidade de transferir um embrido
viavel por causa de um diagnostico equivocado. Esse € um outro ponto positivo

importante e consideravel para a biopsia de trofectoderma (AZAMBUJA, 2017).

Entre as técnicas existentes de PGT-A no mercado, o NGS é o mais acertivo
quando falamos de mosaicismo e o unico que consegue demonstrar com detalhes no
laudo o nivel do mosaicismo, por essa razdo € chamado de Smart PGT-A. Para
poderem ser tomadas melhores decisdes baseadas nos laudos, Munné em 2018,
propds que fossem divididos os embrides mosaicos em trés categorias: (1) euploides,
com alto potencial de implantagao; (2) mosaico, com grande probabilidade de aborto
e reduzido potencial de implantacao; e (3) aneuploide, com altissima probabilidade de
falha de implantacéo, com rico significativamente elevado de aborto, potencial quase
nulo de uma gestacao a termo e alto risco para a saude do feto e do bebé. O ni-PGT-
A promete ser uma técnica precisa com as taxas de mosaicismo, ja que sua analise
reflete o conteudo do embrido como um todo, e ndo apenas poucas células. Com ele
e com novas maneiras de classificar os mosaicismos, a decisao de transferir ou nao
um embrido mosaico e quais seriam 0s seus riscos poderiam ser mais precisos
(Cuzzl, 2017).
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Atualmente a analise morfolégica embrionaria é a técnica mais empregada para
classificar os embrides com melhor potencial de implantacdo para transferéncia.
Porém, muitos estudos refletem a divergéncia entre morfologia embrionaria e
qualidade cromossémica. Como uma das principais causas de falha de implantacéo,
abortos e comprometimento fetal € a aneuploidia, o PGT-A consegue predizer de
maneira correta quais sdo os embrides com viabilidade para implantar e seguir com
uma gestacao saudavel. A biopsia de trofectoderma é a bidpsia considerada mais
adequada, pensando na quantidade de células que serao retiradas para a analise, nas
taxas de mosaicismo apresentadas e no potencial de implantagcéo apresentado nesse

estagio celular.

A técnica de NGS foi capaz de fornecer maiores informag¢des sobre mosaicismos,
além de um resultado com maior resolugdo, precisdo e exatiddo que as outras
técnicas. Além disso, o NGS diminui a incidencia de falsos positivos e falsos negativos.
Apesar de o PGT-A seruma técnica que efetivamente beneficiou a area da reproducéo
assistida diminuindo o tempo de espera das pacientes para chegar a uma gestacao
saudavel, ela ainda possui limitagdes, como o mosaicismo e a agressividade da
técnica de bidpsia embrionaria. Além disso, € uma técnica cara e por isso, ndo pode

ser aplicada na rotina a todas as pacientes.

Técnicas futuras como o ni-PGTA prometem a realizagdo de um procedimento
ainda mais preciso, sem a necessidade de realizar procedimentos invasivos no
embrido e melhorar a avaliagdo de mosaicismos embrionarios. Com isso, a partir de
mais estudos, a técnica que ja demonstrou resultados importantes para a melhora dos
procedimentos de reprodu¢ao assistida, demonstra também que continuara evoluindo

para ajudar as pacientes a realizar seus sonhos de maneira mais rapida e segura.
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