EE %503 177183, 208

TrabdhosOriginais

Comparacdo entre Trés Escores Embrionarios como Fator
Prognostico do Sucesso em Fertilizacdo in vitro
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RESUMO

Objetivo: avaliar trés sistemas de escore embriondrio para embriées de 3° dia e correlaciond-
los com resultados positivos da técnica de fertilizacdo in vitro.

Método: estudo retrospectivo desenvolvido pelo programa de fertilizacdoin vitro do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP. Foram incluidas 137
pacientes submetidas a fertilizacdo in vitro e transferéncia de 439 embriées. Os principais
resultados avaliados foram taxa de gravidez e taxa de implantacdo.

Resultados: nos trés métodos observou-se diferenca significativa no escore embriondrio entre
o grupo de grdavidas (n=53) e ndo gravidas (n=84) (p<0,0001). No escore 1, avaliando-se
apenas o numero de células, observou-se maior taxa de gravidez (70%) e taxa de implantacdo
(42%) nas transferéncias de embriées com média dos blastomeros acima de 8. O escore 2,
baseado num escore total de quatro pontos (clivagem, niimero de blastomeros, fragmentacdo
e simetria), mostrou aumento nas taxas de gravidez (52,8%) e implantacdo (31%) nos escores
acima de 2. No escore 3, baseado no nimero de células e no grau morfolégico, também as
taxas de gravidez e de implantacdo elevaram-se de acordo com o aumento do escore médio
dos embribes transferidos.

Conclusao: Os trés sistemas de escore avaliados em embriées de 3° dia, correlacionaram-se
positivamente com taxa de gravidez e taxa de implantacdo.

PALAVRAS-CHAVE: Escore embriondrio. Fertilizacdo in vitro. Taxa de gravidez. Taxa de

implantacdo.

[ntroducéo

Desde o inicio da fertilizacdo in vitro (FIV),
intmeros trabalhos tém procurado identificar bons
indicadores de resultados positivos da técnica,
sendo a qualidade embrionaria um dos fatores
mais importantes descritos nestes estudos!'=. A
qualidade dos embrides € um dos fatores que pode
influenciar a taxa de gravidez, sendo considerado
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mau prognéstico a presenca de fragmentos
anucleados, presenca de blastdomeros irregulares
e o baixo numero de blastdmeros®. Varios sistemas
de classificacdo foram desenvolvidos para graduar
a qualidade dos embridoes®”. Sabe-se que a taxa de
gravidez aumenta com o numero de embrides
transferidos®'° e a taxa de implantacao correlaciona-
se positivamente com a boa morfologia e o estagio
de clivagem dos embrides®>”11-13,

Alguns autores propuseram sistemas de es-
core embrionario especificos para embrido de dois
dias. As trés principais caracteristicas incluidas
nestes sistemas de classificacdo embrionaria fo-
ram o numero de células, o tamanho e a forma
dos blastémeros e o grau de fragmenta-
cao?> 711214 escore morfologico médio? e o es-
core embrionario cumulativo'!! incluem também
o numero de embrides transferidos ao escore fi-
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nal. Giorgetti et al.'®, observando a influéncia de
quatro parametros embrionarios na taxa de gravi-
dez apés transferéncia de 957 embrides Unicos,
criaram um escore embrionario de quatro pontos.
Posteriormente, Terriou et al.* avaliaram a influ-
éncia da qualidade dos embrides na taxa de gravi-
dez, por meio de novo escore embrionario cumu-
lativo, obtido pela soma do escore embrionario in-
dividual, de todos os embrides transferidos, dividi-
do pelo nimero desses embrides, originando um
escore médio de embrides transferidos apos FIV.

Poucos sistemas de escore especificos para
embrido de 3 dias tém sido descritos atualmente.
Desai et al.'” estabelecendo a relacao entre clivagem
embrionaria, parametros morfololégicos especificos
do 3° dia (padrao de fragmentacao, granulacoes cito-
plasmaticas, compactacdo, simetria, expansao e
auséncia de vacuolos dos blastomeros) e resultados
de gestacao, originaram um escore de qualidade para
embrido de 3° dia (D3EQ).

O objetivo deste estudo foi avaliar trés siste-
mas de escore empregados para embrides de 2° dia
aplicados a embrides de 3° dia, previamente classi-
ficados quanto a morfologia, procurando correlacio-
nar com taxa de gravidez e taxa de implantacao.

Pacientes e Métodos

Avaliou-se um total de 439 embrides que fo-
ram obtidos de 137 pacientes seguidas no progra-
ma de fertilizacdo in vitro do Hospital de Clinicas
da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto - USP,
no periodo de julho de 1999 a julho de 2001.

Todas as pacientes foram submetidas a
inducéo de ovulacdo com gonadotrofinas exégenas,
associadas a protocolo longo de supressao
hipofisaria com agonistas do hormoénio liberador
das gonadotrofinas (GnRH-a). O crescimento foli-
cular foi monitorizado por ultra-sonografias seria-
das e a ovulacao foi induzida com gonadotrofina
coridonica humana (hCG) na dosagem de 10.000
UI, quando dois ou mais foliculos atingissem dia-
metro superior a 18 milimetros.

A captacao dos odcitos foi realizada 36 horas
apo6s a administracao do hCG e a FIV convencional
foi realizada conforme protocolo do servico. A ferti-
lizacdo dos od6citos foi confirmada apés 18 a 20 ho-
ras com a visualizacao de dois pronucleos. Os em-
brides permaneceram em cultura até 72 horas apo6s
a captacao e foram, entado, classificados quanto a
morfologia. A transferéncia foi realizada no 3° dia.

As pacientes receberam suplementacao de
fase lttea e o diagnéstico de gravidez foi obtido pela
dosagem sérica de bhCG 14 dias apés a transfe-
réncia dos embrides. Do total de 137 pacientes
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estudadas, 53 (38,6 %) engravidaram apés a reali-
zacao do procedimento de FIV.

Os embrides foram previamente classifica-
dos no dia da transferéncia (D3), quanto a
morfologia'?, da seguinte forma: Tipo 1.0 — Blasto6-
meros regulares, sem fragmentacéo; Tipo 2.0 — Blas-
tomeros irregulares, sem fragmentacao; Tipo 2.1 -
Blastomeros regulares ou irregulares, (<10% de
fragmentacao); Tipo 2.2 — Blastémeros regulares ou
irregulares, (3 10% e <20% de fragmentacéo); Tipo
3.0 — Blastémeros regulares ou irregulares, (320%
e <50% de fragmentacao) e Tipo 4.0 — Blastomeros
regulares ou irregulares, (3 50% de fragmentacao).

Padronizacao dos escores embrionarios

Para obtencéao do escore 1 avaliou-se apenas
o numero de blastomeros dos embrides transferi-
dos. Por exemplo, embrides com uma célula tive-
ram escore igual a 1, aqueles com duas células ti-
veram escore igual a 2 e assim sucessivamente.

O escore 2 foi obtido adaptando-se o escore
embrionario de 4 pontos!® para embrido de 3° dia
(Tabela 1), no qual todos os embrides clivados re-
ceberam 1 ponto, e 1 ponto adicional foi acrescen-
tado para cada uma das seguintes caracteristicas:
estagio de 8 ou mais blastomeros, auséncia de
fragmentacéo ou fragmentacao envolvendo menos
de 20% da superficie do embrido (tipo 1.0, 2.0, 2.1,
2.2) e auséncia de irregularidade no tamanho ou
forma do blastémero (tipo 1.0). Um escore ideal de
4 pontos foi obtido com embrides apresentando 8
ou mais células, sem fragmentacéao (<20% de frag-
mentacdo) e sem irregularidade dos blastémeros.

Tabela 1 - Calculo do escore embrionario de 4 pontos modificado para embrido de 3°
dia (escore 2).

Pontos

Embrides clivados 1
Estagio de divisdo

<8 células 0

>8células 1
Fragmentos anucleados

Presenca 0

Auséncia 1
Células irregulares

Presenca 0

Auséncia 1

O escore 3 foi calculado a partir do escore
embrionario cumulativo!!, pelo qual os embrides
eram classificados de acordo com o grau morfolo-
gico: grau I (tipo 4.0), grau II (tipo 3.0), grau III
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(tipo 2.2 e 2.1) e grau IV (tipo 2.0 e 1.0). O grau
morfologico que avalia simetria e grau de fragmen-
tacao foi multiplicado pelo nimero de blastémeros,
produzindo um escore para cada embrido.

Meétodos

Cada embriao foi avaliado isoladamente e
valores relativos a cada um dos escores conside-
rados foram atribuidos. Visando avaliar o desem-
penho de cada um dos trés sistemas de escore
embrionario, foram comparados os valores obtidos
com cada um deles nos grupos de pacientes gravi-
das (n = 53) e ndo-gravidas (n = 84). Para obtencao
de resultados mais acurados, essa avaliacao foi
realizada de duas formas: 1) considerando-se o
escore médio de todos os embrides transferidos por
paciente, e 2) considerando-se o escore médio dos
dois embrides de melhor qualidade por paciente.

Optou-se por avaliar cada escore também pela
média dos dois melhores embrides transferidos, por
acreditar-se que isto pudesse refletir melhor o po-
tencial de gravidez em cada ciclo, uma vez que o
escore total ndo deveria ser diluido pela presenca
de um 3° ou 4° embriao de pior qualidade.

Posteriormente, procurou-se estabelecer cor-
relacdo entre os trés sistemas de avaliacao embri-
onaria empregados. Para tal, os valores atribuidos
para cada um dos escores foram comparados entre
si, considerando-se o total de embrioes estudados.

Visando correlacionar os resultados obti-
dos para cada um dos sistemas de escore com
as taxas de gravidez e implantacao, foi empre-
gado escore médio de todos os embrides transfe-
ridos por paciente.

Analise estatistica

Para a analise estatistica utilizou-se o
software GraphPad Prism version 3.00 for Windows
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(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Os valo-
res amostrais apresentaram distribuicdo néo
paramétrica, de acordo com o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Para a comparacao entre os
escores observados nos grupos de gravidas e nao-
gravidas, foi empregado o teste de Mann-Whitney
e as correlacoes entre os trés escores embriona-
rios foram testadas por meio do teste de correla-
cdo de Spearman. Nivel de significancia de 5%
foi adotado em todos os procedimentos estatisti-
cos. O presente trabalho foi aprovado pelo Comité
de Etica e Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da Uni-
versidade de Sao Paulo.

Resultados

A média de idade no grupo de pacientes gra-
vidas e nao-gravidas foi de 32,3 anos (¥4,3) e 32,8
anos (¥4,7), respectivamente. Das diversas indi-
cacodes para o tratamento da infertilidade nessas
pacientes, o fator tubario (18,2%), a endometriose
(22,6%) e o fator masculino (37,9%) foram respon-
saveis pela maioria dos casos, mas sem diferenca
estatistica entre os dois grupos.

A maioria das pacientes recebeu 3 (36,5%)
ou 4 (32,8%) embrides. A taxa de gravidez clinica
foi de 40% com 3 embrides transferidos e 48%
com 4 embrides. Nao houve diferenca estatistica-
mente significativa na distribuicdo da idade ou
no numero de embrides transferidos entre o gru-
po de pacientes gravidas e ndo gravidas.

A Tabela 2 mostra a distribuicao da idade e
o numero de embrides transferidos, correlacionan-
do estas variaveis com taxa de gravidez e taxa de
implantacdo. Observou-se que, com o aumento da
idade, mais embrides foram transferidos, porém
houve diminuicao na taxa de gravidez e na taxa
de implantacao.

Tabela 2 - Relagdo entre idade, nimero de embrides transferidos e resultados de gravidez (em %).

Idade Transferéncias Média do numero de Taxa gravidez Taxa implantagéo
(anos) (n) embrides transferidos clinica (%) (%)
(+DP)
<36 97 31110 69,7 25,1
36-38 28 3,2 £1.1 20,7 12,0
>38 12 3515 9,5 9,5

Todos os embrides transferidos foram avalia-
dos pelos 3 escores. Para qualquer dos escores
empregados foi encontrada diferenca estatistica-
mente significativa entre o grupo de gravidas e

nao-gravidas (p<0,0001). Considerando-se o esco-
re médio de todos os embrides transferidos por
paciente, as medianas (1°e 3° quartis) dos valores
obtidos para o escore 1 foram de 7,5 (5,9-8) no gru-
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po de gravidas e 6 (5-7), no grupo de nao-gravidas,
como se pode observar na Tabela 3. Diferenca sig-
nificativa foi também observada ao se considerar
o escore médio dos dois melhores embrides
(p<0,0001).

Para o escore 2, os valores observados nos
grupos de pacientes gravidas e nao gravidas fo-
ram de 3 (com variacdo de 2,3 a 3,7) e 2 (com va-
riacao de 1,5 a 3), respectivamente, com diferen-
ca estatisticamente significativa (Tabela 3). Em
relacdo ao escore 3, também foram observados
maiores escores embrionarios no grupo de pacien-
tes gravidas (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores dos 3 escores embrionarios de todos os embrides transferidos e
resultado obtido quanto a gravidez clinica.

Gravidas Nao-gravidas
(n=181) (n = 258)
Escore 1 7,5* 6
(5,9-8) (5-7)
Escore 2 3* 2
(2,3-3,7) (1,5-3)
Escore 3 26,6* 20,7
(21,7-32) (16,2-25)

Resultados expressos como mediana (1° e 3° quartis).
*p<0,0001 comparado com ndo-gravidas.

De forma semelhante ao observado com o es-
core 1, a mesma diferenca entre os grupos de gravi-
das e nao-gravidas foi evidenciada ao se considerar
o escore médio dos dois embrides de melhor quali-
dade com o uso dos escores 2 e 3 (Figura 1).

3 NAO-GRAVIDAS

— BN GRAVIDAS
4-
151 50 _ *
* 3- 1 1
40 |
101
o 30 .
: | 20 |
1 10 |
Q———mm 0° 0-
ESCORE 1 ESCORE 2 ESCORE 3

Figura 1 - Valores dos trés escores embriondrios pela média dos dois melhores embrides
transferidos no dia 3, em pacientes gravidas e ndo gravidas. Resultados expressos em
mediana e 1° e 3° quartis. * = teste de Mann-Whitney (p<0,0001).

Foi observada correlacao positiva significa-
tiva entre os trés sistemas de escore embriona-
rio, tanto no grupo de gravidas como no grupo de
nao-gravidas.

A relacao entre a média dos embrides trans-
feridos e a média dos dois melhores embrides foi
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analisada em relacdo a taxa de gravidez e a taxa
de implantacao.

Analisando-se o impacto do ntimero de cé-
lulas, com o uso do escore 1, observou-se maior
taxa de gravidez clinica (70%) e taxa de implanta-
cado (42%) nas transferéncias de embrides com
maior nimero de blastéomeros (38 células) (Figura
2). Utilizando-se o escore 2, nao foi observada gra-
videz nas transferéncias de embrides com média
de escore menor que 2. Obteve-se elevada taxa de
gravidez (52,8%) e taxa de implantacao (31%) nas
transferéncias com escore entre 3-4 (Figura 2).
Com relacao ao escore 3, a taxa de gravidez foi de
75% e a taxa de implantacao de 42,8% no grupo de
pacientes que apresentaram escore médio maior
que 30 (Figura 2).

[J TAXA DE IMPLANTAGAO

Il TAXA DE GRAVIDEZ

20

£6 68 38 £2 23 33 £20 20-30 330
ESCORE 1 ESCORE 2 ESCORE 3

Figura 2 - Relagdo entre a média dos escores dos embrides transferidos baseado
apenas no nimero de blastdmeros (escore 1), estagio de clivagem, nimero de células,
grau de fragmentacéo e simetria (escore 2) e nimero de células e grau morfoldgico
(escore 3) com os indices de gravidez e taxas de implantag&o.

Discussao

O aumento da idade é, sabidamente, reco-
nhecido como causa de declinio na vida reproduti-
va da mulher'®2°e quando se empregam técnicas
de FIV relaciona-se com a diminuicdo nas taxas
de gravidez e taxas de implantacdo, principalmen-
te apos os 38 anos de idade*!%172°, como pode ser
observado em nossos resultados.

A finalidade deste estudo foi avaliar e testar
a eficacia e funcionabilidade de trés métodos di-
ferentes de escore embrionario, utilizando-se pa-
rametros tradicionais de sistemas de escore de
embrido de 2° dia, adaptados para avaliar embri-
oes de 3° dia. Devido ao fato de os embrides desse
estudo terem sido previamente classificados de
acordo com a classificacdo morfologica preestabe-
lecida, optamos por testar métodos que avalias-
sem apenas critérios relacionados a clivagem, ao
numero de células, a simetria e a fragmentacao
dos blastémeros. Embora varios trabalhos de-
monstrassem a importancia destes parametros
embrionarios na taxa de gravidez®>®121321.22 poy-
cos estudos levaram em conta todos esses para-
metros na classificacao embrionaria”!!.
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Com base em alguns estudos*>7111617 adap-
tamos trés sistemas de escore de embrido de 2°
dia para classificar os embrides transferidos no 3°
dia. O numero de células pareceu alterar as taxas
de gravidez e implantacéo. Nossos achados foram
compativeis com outros estudos que consideraram
o numero de células forte indicador de vitalidade
embrionaria e de resultados de gestacdo, tendo-
se observado que menor estagio de clivagem em-
brionaria influencia de maneira negativa a taxa
de gravidez®!416:17.23,

A fragmentacao tem sido freqiientemente
incluida nos sistemas de escore para auxiliar na
classificacdo embrionaria? e, conforme observado
em outro estudo!®, a taxa de gravidez aumenta
quando os embrides mostram menos de 20% de
fragmentacao. A perda de proteinas reguladoras
durante a fragmentacao dos blastémeros pode ser
o mecanismo pelo qual o desenvolvimento do em-
brido é afetado®.

Alikani et al.?®, avaliando os efeitos da frag-
mentacdo dos embrides de 3° dia, associaram o
grau de fragmentacao com a presenca de altera-
codes cromossOmicas. Mais tarde, outro estudo con-
siderou, para os sistemas de escore embrionario,
o tamanho dos blastomeros como critério de maior
importancia que a fragmentacdo, observando-se
que embrides clivados irregularmente tinham o
grau de aneuploidias e a taxa de multinucleacao
maiores que aqueles com blastémeros regulares®.

Giorgetti et al.'®, estudando a transferéncia
de 957 embrides Unicos de 2° dia, demonstraram
que a clivagem, o numero de blastomeros, a pre-
senca de blastémeros irregulares e de fragmentos
anucleados influenciaram os resultados de FIV e a
transferéncia de embrides. Quanto ao numero de
blastomeros, sabe-se que divisdo apropriada para
embrides transferidos no 3° dia deve resultar em
um minimo de oito células!”. Em nosso estudo, ob-
servamos que com o escore 2, a taxa de gravidez
apresentou comportamento semelhante ao de ou-
tros*!%, nos quais se verificou que, quanto maior o
escore, maiores as taxas de gravidez. Ao avaliar-
mos a média do escore 3 dos embrides transferi-
dos, observamos, também, que a taxa de gravidez e
a taxa de implantacdo aumentaram com a eleva-
cao do escore em cada transferéncia, o que esta de
acordo com os resultados obtidos por Steer et al.!!.

Sabe-se que um dos problemas associados
com o calculo do escore médio de embrides
transferidos é que, numa transferéncia mista
envolvendo embrides de boa e ma qualidade, o es-
core total pode ser mais baixo, e ndo necessaria-
mente refletir o verdadeiro potencial de gestacao!”.
Por isso, n6s optamos por comparar, também, os
trés sistemas de escore com a média dos dois
melhores embrides transferidos. Observamos que

Escore embrionério

a avaliacao dos dois embrides melhores classifi-
cados foi suficiente para predizer resultados de
gravidez. E importante ressaltar que, como a maio-
ria das pacientes receberam trés ou quatro em-
brioes, ao fazermos a média dos dois melhores
embrides, selecionamos metade ou um terco dos
embrides transferidos.

A incorporacao de caracteristicas especifi-
cas para embrido de 3° dia a outros parametros de
escore embrionario tradicionais (ntimero de
blastémeros, padrao de fragmentacao) pode ser titil
na classificacao e selecao de embrides para trans-
feréncia'’. Estudo avaliando atributos morfolégicos
dos embrides de trés dias observou que o aumen-
to na granularidade citoplasmatica e o aumento
dos blastomeros elevaram a taxa de gestacao?’.
Algumas caracteristicas como a boa expansao do
blastéomero, que chega a tocar a zona peltcida com
reduzido espaco perivitelinico, o citoplasma livre
de vacuolos e sinais de compactacao foram sele-
cionadas como parametros morfolégicos importan-
tes na classificacdo embrionaria do 3° dia!®.

Certamente, a maior limitacdo deste estudo
foi a de aplicar os trés sistemas de escore tradicio-
nais em embrides ja previamente classificados e
selecionados para transferéncia, com informacoes
restritas quanto a morfologia. Entretanto, pode-se
concluir que os 3 sistemas de escore adaptados para
classificar embrides de 3° dia foram indicadores de
prognoésticos do resultado de gestacao.

Acreditamos que um estudo prospectivo per-
mitira avaliar melhor os parametros especificos
dos embrides de 3 dias e a relacao desses para-
metros com o potencial de gravidez, permitindo-
se utilizar sistema de escore especifico para o 3°
dia que permita escolher os melhores embrides
para transferéncia, predizer resultados de FIV e
da transferéncia de embrides e reduzir o nimero
de gestacdes multiplas.

ABSTRACT

Purpose: to evaluate three embryo scoring systems specific
for 3-day embryos and to correlate themwith positivein vitro
fertilization outcome.

Method: retrospective study of the In Vitro Fertilization
Program of the University Hospital, Faculty of Medicine of
Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo. A total of 137
patients submitted to the transfer of 439 embryos were
evaluated. The main outcomes measured were pregnancy and
implantation rates.

Results: a significant differencein the three scoring systems
was observed between pregnant (n=53) and non-pregnant
(n=84) patients (p<0.0001). In the first embryo scoring
system, in which cell number alone was used, higher
pregnancy (70%) and implantation rates (42%) were
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observed when embryos with a mean blastomere number
higher than 8 weretransferred. Scoring system 2, based on a
total four-point score (cleavage stage, blastomere number,
fragmentation and symmetry), showed increased pregnancy
(52.8%) and implantation rates (31%) for scores above 2.
Scoring system 3, based on cell number and morphological
criteria, also showed higher pregnancy and implantation
rates with increasing average scores of the transferred
embryos.

Conclusion: the three scoring systems assessed in 3-day
embryos were positively correlated with pregnancy and
implantation rates.

KEYWORDS:; Embryo score. In vitrofertilization. Pregnancy
rate. Implantation rate.
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