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Resumo

Com o objetivo de aumentar as taxas de sucesso das pacientes que séo submetidas a técnicas de reprodugdo humana
assistida (RHA), numerosos estudos apresentam como foco a identificagdo do embrido com maior potencial de
implantagdo. Apesar dos avangos tecnolégicos significativos da Medicina Reprodutiva baseados no advento da era
da genémica, protedmica e metaboldmica (OMICS), tcnicas rofineiramente aplicaveis ainda ndo estéo disponiveis.
Dessa forma, laboratérios de fertilizagdo in vitro [FIV) de todo o mundo selecionam para fransferéncia embrides humanos
cultivados in vifro baseados em parémetros morfolégicos avaliados em microscopia de luz. Diversos parémetros
morfolégicos podem ser avaliados desde o estdgio pronuclear até o estégio de blastocisto para embrides humanos
cultivados in vitro. De modo geral, independentemente do dia da fransferéncia, tais critérios parecem apresentar valor
preditivo de viabilidade embriondria quando avaliados individualmente ou coletivamente. No entanto, a subjetividade
da avaliagéo morfolégica, bem como a ampla diversidade de sistemas de clossificagdo embriondria aplicados por
diferentes clinicas, implica em resuliados contraditérios, tornando exiremamente dificil a implementagdo de um consenso
do valor preditivo dos diferentes parémetros morfolégicos avaliados. A ofimizagdo da selegdo embriondria representa
um grande potencial de aumento das taxas de sucesso do frafamento, além de possibilitar a realizagéo da transferéncia
de um nmero reduzido de embrides, minimizando os riscos derivados de gestagdes mdltiplas.

Abstract

In order fo increase the success rate of in vitro fertilization cycles, several studies have focused on the identification of the
embryo with higher implantation potential. Despite recent advances in the reproductive medicine, based on the OMICs
technology, routinely applicable methodologies are still needed. Thus, in most fertilization centers embryo selection for
transfer is still based on morphological parameters evaluated under light microscopy. Several morphological parameters
may be evaluated, ranging from the pronuclear fo blastocyst sfage. In general, despite the day of fransfer, some criteria
are suggested to present a predictive value for embryo viability when analyzed independently or combined. However,
the subjectivity of morphological evaluation, as well as the wide diversity of embryo classification systems used by
different fertilization centers shows contrasting results, making the implementation of a consensus regarding different
morphological criteria and their predictive value a difficult task. The optimization of embryo selection represents a large
potential to increase freatment success rates, allowing the fransfer of a reduced number of embryos and minimizing
the risks of multiple pregnancy.

Correspondéncia

Rita de Cdssia Savio Figueira

Av. Brigadeiro Luis Antnio, 4.545 — Jardim Paulista
CEP: 01401-002

Sao Paulo (SP), Brasil

Recehido

11/03/2015

Aceito com modificacdes
17/07/2015

DOI: 10.1590,/50100720320150005330

Centro de Fertilizacdo Assistida Fertility — Séo Paulo (SP), Brasil.

Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Misericérdia de Sdo Paulo = FCMSCSP — Séo Paulo (SP), Brasil; Centro de
Fertilizacdo Assistida Fertility, Cenfro de Ensino e Pesquisa em Reprodugdo Assistida, Instituto Sapientiae — Sdo Paulo (SP), Brasil.
“Departamento de Ginecologia e Obstefricia, Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sdo Paulo — FCMSCSP - Séo
Paulo (SP), Brasil.

*Centro de Fertilizagdo Assistida Fertility, Cenfro de Ensino e Pesquisa em Reprodugdo Assistida, Instituto Sapientiae — Séo Paulo (SP), Brasil.
Conflito de interesses: ndo hd.




534

Introducao

Reproducao humana assistida

Evidéncias epidemioldgicas sugerem que a infer-
tilidade acomete por volta de 15% dos casais em idade
reprodutiva. Segundo o mais recente registro do Centro
de Controle e Prevencdao de Doengas (CDC) dos Estados
Unidos da América (EUA), a partir de dados compilados
pela Pesquisa Nacional de Crescimento Familiar (NSFG),
em 2010, dentre aproximadamente 62 milhdes de mulheres
com idade entre 15 e 44 anos, cerca de 7,4 milhdes, ou
12%, receberam tratamento para infertilidade em algum
momento de suas vidas. Dentre as mulheres casadas
de mesma faixa etdria estima-se que 1,5 milhdo sejam
inférteis'. Em registro publicado em 2014, referente as
taxas de sucesso obtidas por centros de fertiliza¢do assis-
tida em 2012, o CDC divulgou a realizagdo de 176.247
procedimentos de reprodu¢do humana assistida (RHA)
por 456 clinicas, que seriam representativas de 98%
dos tratamentos realizados no pafs®. Segundo o dltimo
registro da Sociedade Europeia de Reprodugao Humana e
Embriologia (ESHRE), 550.296 procedimentos de RHA
foram relatados por 991 clinicas de 31 paises em 2010.
Estima-se que tenham sido realizados 1.221 ciclos por
milhdo de habitantes’. Considerando-se o contexto no qual
o Brasil encontra-se inserido, segundo o dltimo Registro
Latino-americano (RLA), relato da Rede Latino-americana
de Reprodugio Assistida (REDLARA), foram reportados
47.326 procedimentos de RHA realizados em 2012 por
155 centros de 14 paises. Os dados relatados representam
um aumento de 12,9% no nimero de ciclos realizados,
quando comparado ao ano de 20114,

Dentre as técnicas de RHA utilizadas para o tratamento
de infertilidade, destacam-se a fertiliza¢do iz vitro (FIV)
cldssica e a injegdo intracitoplasmadtica de espermatozoides
(ICSI). A ICSI foi introduzida em 1992°, sendo utilizada
exclusivamente em casos de fator masculino de infertili-
dade, incluindo altera¢des de concentragdo, motilidade e
morfologia espermdtica. De fato, por meio da utiliza¢do
dessa técnica € possivel obter taxas satisfatérias de fer-
tilizagdo e gestagdo em casos que envolvem recuperacdo
cirtrgica de espermatozoides®. Relatos recentes indicam
que, atualmente, a técnica representa 72,6% dos proce-
dimentos realizados nos EUA, sendo de 36,4% o ntimero
obtido para 0 ano de 1996°. O aumento do uso da técnica
estd associado a sua aplicagdo para o tratamento de casais
inférteis na auséncia de fator masculino’. Segundo regis-
tro da RLA, a ICSI representou 85% dos procedimentos
de RHA realizados na América Latina, propor¢do que
permanece sem alteracio desde 2008

No inicio da aplicagdo das técnicas de RHA, baixas
taxas de sucesso foram obtidas por embrido transferido.

Naquele momento, o aumento do nimero de embrides
transferidos foi uma estratégia aplicada com o objetivo
de se obter um aumento significativo no valor de tais
taxas. Ao longo dos anos, maiores taxas de implantacdo
embriondria foram obtidas, porém acompanhadas de taxas
elevadas de gestagio miiltipla relatadas até os dias de hoje**.
Com o objetivo de reduzir os indices de multiparidade,
algumas politicas de redu¢do do ndmero de embrides a
serem transferidos foram sugeridas®. Dessa forma, a sele-
¢do do embrido com maior probabilidade de implantagdo
tornou-se um dos principais entraves da RHA e foco de
numerosos estudos, que serdo abordados posteriormente
de acordo com o dia de desenvolvimento embriondrio.
O presente estudo teve como objetivo descrever os cri-
térios de morfologia oocitiria e embriondria até o dia 3
do desenvolvimento previamente abordados na literatura
(Quadro 1), de forma a abordar suas possiveis implica¢des
para o desenvolvimento embriondrio até o estdgio de
blastocisto e seu possivel potencial preditivo no potencial
de implantacdo destes.

Morfologia oocitéaria

Na rotina da maioria dos laboratérios de FIV, a ava-
liagdo morfolégica oocitdria inicia-se com classifica¢do do
grau de expansdo das células do complexo cumulus-corona
em estereomicroscopio. Considerando-se a remogao dessas
células em obcitos que serdo submetidos a ICSI, a avaliagdo
mais acurada em microscépio invertido fornece informa-
¢Oes a respeito do grau de maturagdo nuclear, sendo o

Quadro 1. Critérios de morfologia oocitdria e embriondria abordados de forma a revisar
suas respectivas implicacdes no desenvolvimento embriondrio

Morfologia oocitdria

Dismorfismos infracitoplasmaticos
Granulaco
Inclusdes

Dismorfismos extracitoplasmdticos
Zona pelicida
Espago perivifelineo
Corpusculo polar
Forma

Morfologia embriondria

Morfologia pronuclear
Pronicleo
Corpos precursores de nucléolos
Halo citoplasmdtico
(lussificactio embriondria nos dias 2 e 3 do desenvolvimento
Nimero de células e ritmo de clivagem
Simetria de blastomeros
Fragmentos anucleados
Mulfinucleagdo e auséncia de nicleos




1° corpusculo polar (CP) marcador de maturidade em odcitos
em Metafase II da Meiose II (MII)°. Posteriormente, todos
os o6citos MII sdo submetidos a ICSI, sendo o potencial
de desenvolvimento embriondrio estimado exclusivamente
com base na morfologia embriondria, independentemente
da qualidade do 06cito a partir do qual este foi derivado.
No entanto, a qualidade oocitdria pode ser considerada
um fator limitante da fertilidade feminina, refletindo o
potencial de desenvolvimento intrinseco de um odcito,
além de apresentar um papel crucial ndo apenas na ferti-
lizacdo, mas também no desenvolvimento subsequente'’.

Uma complexa cascata de eventos de maturagdo que
ocorrem durante o desenvolvimento folicular confere ao
06cito a capacidade de fertiliza¢do e o subsequente desen-
volvimento embriondrio''. A maturag¢do oocitdria envolve
ndo apenas alteracGes relacionadas a eventos nucleares,
mas também alteracdes citoplasmdticas que ocorrem de
maneira coordenada, sendo que a maturidade nuclear ndo
pode ser considerada sinénimo de competéncia oocitdria,
por ndo refletir a maturidade citoplasmdtica'’. A maturagdo
citoplasmdtica envolve intimeros processos moleculares
e estruturais responsdveis pela prepara¢ao do o6cito para
os eventos ligados a fertilizagio. As mudangas estruturais
do citoplasma sdo caracterizadas por uma extensa reorga-
nizagdo de organelas intracelulares, com destaque para a
reorganiza¢do de mitocdndrias visando o fornecimento de
um suprimento local de energia, a migracdo de granulos
corticais para a periferia do oolema, para bloqueio da po-
lispermia, e a movimentagao do reticulo endoplasmatico
(RE), antecipando a liberagdo de Ca’* que ocorre durante
a fertilizacdo. Dessa forma, deficiéncias no processo de
maturagdo citoplasmadtica podem comprometer todos os
processos que preparam o o4cito para ativa¢do, adequada
fertilizagdo e desenvolvimento embriondrio. Além das
deficiéncias do processo, a assincronia nos eventos de
maturac¢do nuclear e citoplasmdtica foi associada a ocor-
réncia de dismorfismos oocitdrios'’. Odcitos considerados
morfologicamente normais devem apresentar: forma es-
férica; citoplasma transparente moderadamente granular
e livre de inclusdes; pequeno espago perivitelineo (EPV),
livre de granulacdes, contendo um tnico CP redondo e
intacto; zona pelacida (ZP) clara e de espessura apro-
priada'®. Usualmente, os dismorfismos oocitirios podem
ser divididos em intra (IC) e extracitoplasmdticos (EC).
Os dismorfismos IC envolvem a presenga de granulacdes
e/ou inclusdes citoplasmdticas, como corpos refriteis, va-
ctolos (VAC) e/ou agregados do reticulo endoplasmatico
liso (REL). Os dismorfismos EC envolvem anormalidades:
na forma do o6cito, no EPV, como a presenca de granulos
corticais, na ZP, incluindo espessura e colora¢io, e/ou no
CP, como alterac¢do do seu tamanho”'2.

A qualidade oocitdria pode ser considerada um
fator-chave na fertilidade feminina, sendo previamente

reportado que o desenvolvimento de anomalias intra e
extracitoplasmdticas durante o processo de maturagdo
pode resultar em falha de fertiliza¢do'’, aneuploidia
cromossémica'® e alteracdo do desenvolvimento em-
briondrio'’. Apesar de identificadas as altera¢des que
podem comprometer a competéncia oocitiria, pouco se
sabe em relagdo as suas origens, a quando e como essas
alteracbes podem afetar processos do desenvolvimento
normal e ao fato da possibilidade de seus efeitos envol-
verem a altera¢do da expressdao de vias de sinalizagdo
regulatérias'’.

As variagdes morfoldgicas oocitdrias podem ser re-
sultado de fatores intrinsecos, como a idade da paciente,
e/ou de fatores extrinsecos associados, por exemplo, aos
protocolos de estimulagdo ovariana controlada (EOC) e a
resposta da paciente ao tratamento'’. A maioria dos o6citos
recuperados apés EOC apresenta uma ou mais varia¢oes
dos critérios morfolégicos'*"’, sendo o mesmo observado
para pacientes férteis doadoras de o6citos'®.

Relatos do consenso de Istambul de avaliagio em-
briondria'” sugerem que dismorfismos EC sdo varia¢oes
fenotipicas na maioria das vezes relacionadas as condigoes
de cultivo ou a idade da paciente. Por outro lado, a presen-
cadeagregados de REL foi associada ao comprometimento
da competéncia oocitdria e relacionada a perdas fetais
e distirbios de imprinting". De modo geral, a presenca dos
dismorfismos IC e EC e sua associa¢do com a competéncia
oocitdria e com o comprometimento do desenvolvimento
embriondrio é controversa, conforme apontado em estudos
recentes de revisdo sistemdtica e metandlise?®?".

Dismorfismos intracitoplasmaticos

Granulacao

O aumento da granula¢do do citoplasma pode ocorrer
de forma homogénea, afetando todo o citoplasma do gameta,
ou de localizacdo centralizada, sendo esta Gltima associada
a um pior prognéstico”. Além da granulacio, alteracdes
na viscosidade e na fluidez do citoplasma também foram
descritas®. A fluidez do citoplasma pode ser avaliada de
acordo com a persisténcia do cone de injegdo formado no
citoplasma do oécito decorrente entrada da micropipeta
de ICSI no momento da injecdo, reflexo da deficiéncia na
textura citoplasmadtica.

Inclusdes
Numerosos tipos de inclusdes citoplasmadticas podem
ser observados no citoplasma de odcitos avaliados em
microscopia de luz. Os corpos refriteis, assim chamados
devido a sua aparéncia quando identificados em micros-
copia de luz, sdo estruturas de aproximadamente 10 pm
de didmetro compostas de material lipidico e granulos
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densos. VAC sdo inclusdes citoplasmadticas rodeadas por
membrana, podendo variar em ndmero e tamanho. Acredita-
se que os VAC possam surgir espontaneamente ou por
fusdo de vesiculas derivadas do REL e/ou do complexo de
Golgi*'. Por outro lado, os mecanismos associados com
o surgimento dos agregados de REL sdo desconhecidos.
A distingdo entre essas estruturas é dada pelo fato de
que os agregados de REL sdo estruturas translicidas ndo
delimitadas por membrana®'?.

Estudos sugerem que a presenca de algumas inclusoes
citoplasmdticas, como os corpos refriteis, ndo exerce impacto
na qualidade do odcito. Por outro lado, a presenca de VAC
e agregados do REL foi associada a0 comprometimento
da competéncia de o6citos humanos'>?.

Ainda ndo foi elucidado de que modo as inclusdes
citoplasmdticas ou deficiéncias na fluidez do citoplasma
afetariam a viabilidade oocitdria. Estudos sugerem que
os efeitos estariam relacionados a fung¢do do citoesqueleto
e a estrutura do fuso mei6tico?’. Dessa forma, defeitos
no citoplasma oocitdrio afetariam a formagdo e o posi-
cionamento dos pronucleos, dado que o citoesqueleto
poderia ndo se organizar perfeitamente, comprometendo
o0 posicionamento correto do fuso meidtico durante a
retomada da meiose. Além disso, a cascata de eventos da
fertilizagdo envolve liberagdo de célcio e granulos corti-
cais, sintese de proteina e alteracdes do citoesqueleto®.
Assim, considerando a importincia dos fatores presentes
no ooplasma nesse processo, fica clara a possibilidade de
comprometimento da fertiliza¢do por anormalidades oo-
citdrias citoplasmadticas. Por outro lado, relatos sugerem
que as perdas fetais e as desordens de imprinting associadas
a presenca dos agregados de REL estejam associadas aos
altos niveis de cdlcio observados durante a ativagdo ooci-
tdria, além do fato de os niveis serem mantidos elevados
por maior periodo de tempo?.

Dismorfismos extracitoplasmaticos

Zona peltcida

A ZP é uma matriz multilaminar composta por gli-
coproteinas, polissacarideos e proteinas especificas, com
aproximadamente 15-20 pm de espessura, que envolve
0 0o6cito e o embrido no inicio do desenvolvimento®.
A estrutura da ZP é formada durante a maturagio foli-
cular pelo o6cito e, em parte, pelas células da granulosa.
A formacio e a organizacio das proteinas especificas da
ZP durante a maturacio oocitdria podem refletir a com-
peténcia oocitdria®™. Segundo consenso, ndo hé beneficio
na determinagdo da espessura da ZP em microscopia de
luz. Porém, considerando-se a possibilidade de efeitos
paciente-especifico sugere-se o registro de alteragdes na
espessura ou colora¢do dessa estrutura'’.

Espaco perivitelineo

O EPV é uma estrutura fluida que se encontra entre
a membrana plasmiética do o6cito, chamada oolema, e a
ZP. O EPV pode variar em tamanho e contetdo, sendo o
tamanho do EPV associado a fase de maturac¢do oocitdria.
Nos oé6citos maduros o EPV apresenta seu maior grau
de expansdo, quando comparado aos o6citos imaturos®.

Duas hipdéteses foram propostas para explicar a pre-
senca de granulos no EPV. A primeira hipétese € derivada
de dados de microscopia eletronica indicando a presen-
¢a de uma matriz extracelular formada por granulos e
filamentos no espago entre o0 oolema e a ZP*. A segunda
baseia-se na existéncia de processos das células da corona
que atravessam a ZP do o6cito em Préfase I da Meiose 1
(PI). Acredita-se que, apés a remogao desses processos,
alguns resquicios permanecam no EPV?'. A presenca de
granulos parece estar também associada a dose de gona-
dotrofina administrada durante o EOC*?.

Corpusculo polar

O 1° CP é uma célula-filha, contendo 23 cromossomos
e 46 cromidtides, gerada apés a teléfase da primeira divisdo
meidtica. Alguns critérios morfoldgicos do 1° CP, como a
forma, o tamanho e a integridade, podem ser utilizados
na predi¢do da qualidade do o6cito'?. Considerando-se a
dependéncia do fator tempo, postula-se que a morfologia
do 1° CP possa fornecer informagdes a respeito da idade
pés-ovulatéria do odcito. Apesar de alguns CPs perma-
necerem intactos por mais de 20 horas ap6s a ovulagio,
em geral apds esse intervalo tais estruturas apresentam
sinais de fragmentacio e degeneragdo. O aumento de
tamanho do 1° CP pode ser considerado o mais impor-
tante dismorfismo associado ao CP, estando relacionado
ao aumento da incidéncia de aneuploidiais nos o6citos*.

Forma

Alteragdes na forma dos o6citos sdo acompanhadas de
irregularidades na estrutura e na composi¢ao da ZP. Dois
possiveis mecanismos foram sugeridos para a ocorréncia
de o6citos com alteracio de forma: o estresse mecinico
durante o processo da puncgdo folicular e/ou denudagio,
deformando tanto o citoplasma quanto a ZP do odcito
(com possivel recupera¢ao de forma em 24 horas), e uma
anomalia preexistente gerada durante a maturagdo intra-
folicular*’. A diminuicdo dos pontos de contato célula-
-célula em embrides alongados, requisito essencial para o
desenvolvimento embriondrio e a formacio da blastocele,
justificaria o impacto negativo desse dismorfismo na
competéncia oocitdria®.

Assim, uma andlise da literatura demonstra que o
efeito de altera¢des da morfologia oocitdria nas taxas de
sucesso ap6s ICSI permanece controverso®?', fazendo
com que exista uma tendéncia de ndo se considerar a




morfologia oocitdria no processo de decisio durante a
selecdo de embrides ou blastocistos para transferéncia.
Considerando-se que muitos dismorfismos oocitdrios sio
avaliados em conjunto, e ndo individualmente, ou ndo sdao
avaliados em muitos desses estudos, o papel negativo das
alteracoes de morfologia oocitdria na competéncia em-
briondria ainda ndo foi elucidado. Além disso, o impacto
da qualidade oocitdria no desenvolvimento embriondrio
pré-implantacional parece estar relacionado ao nimero
e ao grau de extensdo dos dismorfismos, dificultando a
realizacdo de estudos comparativos'’. Em contraste com
0S Processos 77 vivo, NOs quais a maturagdo Ocorre Como
resultado de um longo e meticuloso processo de sele¢do

1°°, procedimentos de estimulagdo ovariana supri-

natura
mem esse mecanismo de sele¢do e permitem a maturagao
de o6citos de qualidade comprometida de forma inerente,
destinados 2 falha de fertilizagdo e ao desenvolvimento
embriondrio comprometido'. A qualidade oocitéria é
determinada ndo apenas pelo genoma nuclear e mitocon-
drial, mas também pelo microambiente do ovério e do
foliculo pré-ovulatério capaz de modificar a transcrigdo
génica e a tradugdo de proteinas. Avaliando esse complexo
cendrio, torna-se dificil acreditar que um simples fator,
caracteristica ou mecanismo possa de forma adequada
indicar a competéncia oocitdria. Uma andlise complexa
baseada em sistemas de pontuacio parece ser uma estraté-
gia promissora, porém resultados contraditérios também
foram observados nesses estudos, dadas as variacdes nos
sistemas de pontuagdo'?’.

Morfologia embrionéria

A sele¢do de embrides de maior potencial para im-
plantac¢do pode ser considerada um dos mais importan-
tes entraves da RHA. Apesar dos avangos tecnolégicos
significativos da Medicina Reprodutiva baseados no
advento da era do OMICS (conjunto de ferramentas de
andlise genémica, transcriptdmica e protedbmica) e do
estudo da cinética embriondria por meio da tecnologia
de time-lapse, a maioria dos laboratérios de FIV de todo
o mundo seleciona para transferéncia embrides humanos
cultivados 7z vitro baseada em parimetros morfolégicos
avaliados pontualmente em microscopia de luz.

Recentemente, sistemas de imagem #ime-lapse foram
rapidamente integrados a laboratérios de FIV nos dltimos
cinco anos®®. Os sistemas de monitoramento #ime-lapse
registram imagens digitais dos embrides em cultivo em
intervalos de tempo predeterminados. Os sistemas podem
ser instalados em incubadoras convencionais de cultivo
embriondrio ou podem ser adquiridos sistemas combi-
nados de incubadoras time-lapse. As imagens obtidas sdo
compiladas por sistemas computacionais especializados
que fornecem uma sequéncia em #ime-lapse de todo o

desenvolvimento embriondrio, dessa forma excluindo a
necessidade de retirada do embrido da incubadora pelo
embriologista para avaliagdo de sua morfologia. A aquisi¢o
dessa tecnologia envolve investimento significativo, sendo
trés as principais tecnologias disponibilizadas no mercado:
Embryoscope® (Fertilitech), Primo Vision (Vitrolife) e
Eeva (Auxogyn, Inc.)*”. As vantagens propostas, como,
por exemplo, a possibilidade de cultivo ininterrupto,
a otimizagdo da documentagdo dos procedimentos, o
controle de qualidade e, especialmente, a introdugdo
de novos marcadores de qualidade embriondria, tém
estimulado o interesse pela tecnologia®. Um grande
ntimero de publicagdes tem sugerido que o intervalo
de tempo no desenvolvimento difere entre embrides
vidveis e ndo vidveis®®, porém poucos relatos disponi-
bilizam modelos aplicdveis de selecio embriondria®'.
Além disso, estudos multicéntricos tém demonstrado
as limitagdes desses modelos quando aplicados por di-
ferentes clinicas?. Dessa forma, evidéncias a respeito do
aumento significativo das taxas de nascidos vivos e da
efetividade de custo da implementacio dessa tecnologia
em laboratérios de FIV tém sido questionadas®.

A metaboldmica e a protedmica sdo, dentre as tec-
nologias OMICS, as plataformas mais promissoras, dado
o seu cardter ndo invasivo de avaliacdo da qualidade
embriondria. Na metabolomica é possivel mensurar o
consumo e a producdo de multiplos substratos pelo em-
brido analisando o meio de cultivo ao qual o embrido foi
exposto durante o procedimento 7z vitro*'. O proteoma
representa todas as proteinas responséveis pelas fungdes
celulares, traduzidas a partir do transcriptoma das células,
sendo diretamente influenciado pelo estado fisioldgico da
célula em determinado momento®. A busca por marcadores
de viabilidade embriondria tem como foco o secretoma
protedbmico, definido pelas proteinas produzidas pelo em-
brido e secretadas para o meio de cultivo™. Dessa forma, a
caracteriza¢do do metaboloma e do proteoma embriondrio
permitem um maior entendimento dos estdgios iniciais da
embriogénese, além da possibilidade de refletir a compe-
téncia embriondria, resultando em aumento das taxas de
sucesso de tratamentos de RHA**8. No entanto, apesar
dos resultados no campo da pesquisa, a aplicagdo clinica
e a disponibilizacdo de técnicas rotineiramente aplicdveis
ainda estdo sob investigacdo e requerem validacio™.

Diversos aspectos morfoldgicos avaliados em mi-
croscopia de luz tém sido apontados como preditivos do
potencial de implantagdo embriondria, incluindo aqueles
relacionados as etapas iniciais do desenvolvimento, como,
por exemplo, a morfologia pronuclear e as primeiras
clivagens embriondrias. De modo geral, independen-
temente do dia da transferéncia, tais critérios parecem
apresentar valor preditivo de viabilidade embriondria
quando avaliados individualmente ou coletivamente'’.
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Aspectos morfolégicos avaliados no dia da transferéncia
embriondria tém sido priorizados, seja esta realizada no
dia 3 ou 5 do desenvolvimento i vitro®®'. A selecdo
embriondria no dia 3 envolve basicamente a avaliacdo do
nimero de células e do ritmo de clivagem, a avaliacdo
quantitativa e qualitativa da fragmentacio citoplasmdtica,
quando presente, a avaliagdo da simetria entre os blasto-
meros resultantes das primeiras clivagens e a avaliagdo da
incidéncia de blastdmeros multinucleados e anucleados.
Por outro lado, os principais pardmetros avaliados na se-
leciao de embrides em estigio de blastocisto (dia 5 ou 6 do
desenvolvimento) incluem grau de expansio da blastocele
e padrdo de organizagdo da massa celular interna (MCI) e
do trofoectoderma (TRF)".

Morfologia pronuclear

A morfologia pronuclear estd diretamente relacionada
a qualidade dos gametas, sendo a etapa inicial na qual a
normalidade destes pode ser avaliada, fornecendo infor-
magdes complementares para a sele¢do embriondria nos
estdgios iniciais da clivagem. Um ndmero significativo
de modelos tem sido proposto para classificagio de em-
brides em estdgio de prontcleo. Principalmente devido
a sua clareza e objetividade, os critérios de classificacio
pronuclear descritos previamente por Tesarik e Greco™
e Scott et al.” sdo os mais utilizados até os dias de hoje.
Os parimetros morfolGgicos avaliados neste momento
estdo relacionados as indmeras transformacoes observadas
durante a nucleogénese em humanos. A avalia¢io da fer-
tilizagdo costuma ser direta, sendo um odcito considerado
fertilizado quando apresenta dois prontcleos e dois CPs, o
que torna questionavel a presenca de dois CPs, dado que
estes podem fragmentar e desintegrar antes do intervalo
de avaliagdo da fertilizagdo'’.

O valor preditivo da morfologia pronuclear tem sido
foco de estudos nos tltimos anos. O efeito prognéstico foi
abordado’**, bem como a correlagdo com aneuploidia®.
Por outro lado, alguns autores ndo observaram o valor
preditivo de tal critério’®. As alteracdes mais frequentes
observadas em zigotos incluem o tamanho e a posi¢do
dos prontcleos, o nimero e distribui¢do dos corpos
precursores de nucléolos (CPN) e o halo citoplasmadtico.
Conforme sugestdo do consenso, alteragdes de tamanho
ou localiza¢io nuclear devem sem registradas, bem como
altera¢des do nimero de CPN. Pronticleos apresentando
nenhum ou apenas um CPN devem ser associados ao
desenvolvimento anormal'’.

Prontcleo
O padrio normal para os prontcleos feminino e mas-
culino durante a avalia¢do do zigoto inclui semelhanga
de tamanho, justaposi¢do e posicionamento central em
relacdo ao citoplasma. O tamanho dos pronicleos pode

diferir, sendo o masculino o de maior didmetro. Porém,
diferencas de 4 pm estdo associadas ao comprometimento
do desenvolvimento embriondrio e a maior incidéncia de
aneuploidias®’. A posi¢do periférica dos prontcleos ou
a ndo justaposi¢ao pode indicar falha nos mecanismos do
processo de fertiliza¢do, como, por exemplo, a formagio do
aster e dos microtibulos’®. Além disso, o afastamento dos
prontcleos foi previamente associado com pior qualidade
embriondria e reduzido potencial de desenvolvimento®.

Corpos precursores de nucléolos

Presentes nos nicleos de todas as células em ativi-
dade mitética, os nucléolos sdo sitios nos quais os genes
ribossomais sdo transcritos, sendo, portanto, essenciais
para sintese proteica. O desenvolvimento dos nucléolos
ocorre em dreas denominadas regides organizadoras de
nucléolos (RON), localizadas em pontos especificos dos
cromossomos nos quais estdao localizados os genes que
codificam para os RNA ribossomais (rRNAs). Os nuclé-
olos sdo caracterizados por um componente fibrilar denso,
um centro fibrilar e um componente granular. Odcitos
de foliculos antrais possuem nucléolos em atividade de
sintese de rRINA e proteinas para o crescimento oocitario.
Durante a maturagdo oocitdria, a sintese € interrompida e
o nucléolo desaparece. Dessa forma, o6citos em Metdfase
II e no estdgio pronuclear estdo caraterizados apenas pela
porgdo do centro fibrilar, sendo denominados CPN™.

A nucleogénese inclui o crescimento, a organizagio e
a fusdo dos CPN, eventos dependentes da atividade trans-
cricional pronuclear e da presenca de fatores do ooplasma
relacionados a maturacio oocitdria. De modo geral, a fase
inicial do desenvolvimento pronuclear é caracterizada por
um ndamero elevado de CPN de tamanho relativamente
pequeno, distribuidos randomicamente em cada um dos
pronicleos. Por outro lado, a fase mais tardia do desen-
volvimento pronuclear é caracterizada por um pequeno
nimero de CPN de tamanho relativamente maior com
distribui¢do polarizada, sendo observado acimulo préxi-
mo ao local onde um prontcleo faz contato com o outro.
Tais consideragdes apontam o desenvolvimento dos CPN
como um marcador potencial em uma avalia¢do morfoldgica
ndo invasiva da qualidade do zigoto. Altera¢des do padrdo
dos CPN de embrides em estdgio de prondcleo resultam
em efeitos significativos no desenvolvimento embriondrio,
dado que a falta de polarizagio, fusdo e o restabelecimento
de um nucléolo funcional apresenta um efeito negativo
na habilidade de crescimento e fungio celular’.

Halo citoplasmatico
Apb6s a fertilizagdo é possivel observar um padrio
diferencial de distribui¢do do citoplasma no zigoto.
A reorganizag¢do do citoplasma é dependente de proces-
sos da fertilizacdo que resultam em oscilagdes de cdlcio




caracterizadas por ondas coordenadas temporalmente
e espacialmente no citoplasma do o6cito. A densa drea
observada préxima aos prontcleos estd associada com
a rotagdo e o movimento do citoplasma, bem como com a
distribui¢do diferencial de organelas e mitocondrias, resul-
tando na formag¢do de um halo menos denso na periferia.
A distribui¢do diferencial das mitocdndrias, por sua vez,
estd relacionada a concentra¢do diferencial de cdlcio no
citoplasma, afetando a produ¢do de ATP e a necessidade
diferencial de energia pelo zigoto®.

Muitos estudos confirmaram a importincia do halo
citoplasmdtico demonstrando um aumento nas taxas de
implanta¢io de embrides para os quais o halo estava presente
em estdgio de zigoto®'. A localizacio das mitocdndrias em
uma regido diferente da periferia pronuclear pode implicar
na distribui¢do desigual destas para as células-filha de
embrides em estdgio de clivagem, resultando em deplegdo
da produgio de ATP em alguns blastdmeros. A auséncia de
rota¢do do pronicleo paterno, diretamente relacionada com
a formagao do halo citoplasmadtico, implica no alinhamento
anormal da cromatina e/ou no posicionamento inadequa-
do dos centrossomos, resultando em desenvolvimento
embriondrio anormal. Além disso, a auséncia de rotagdo
e o resultado da ndo polarizac¢do do citoplasma podem
implicar em distribui¢do incorreta de produtos génicos ao
longo das sucessivas clivagens®. Por outro lado, o efeito
desse parimetro no desenvolvimento embriondrio ndo foi
elucidado por outros autores®. Além disso, ndo existem
evidéncias suficientes que suportam o valor preditivo da
observac¢do do halo citoplasmdtico'’.

Classificacao embrionaria nos
dias 2 e 3 do desenvolvimento
Os critérios mais utilizados na sele¢dao de embrides a

serem transferidos estdo baseados na morfologia embrio-
ndria nos dias 2 e 3 do desenvolvimento. De modo geral,
a avalia¢do inclui nimero de células e ritmo de clivagem,
simetria de blastdmeros, fragmentacio citoplasmitica,
multinucleac¢do e auséncia de nicleo nos blastdmeros.

Numero de células e ritmo de clivagem

A ocorréncia de divisdo celular pode ser considerada
o mais importante indicador de viabilidade embriond-
ria. Espera-se observar embrides com 4 células no dia 2
(44h=%1) e com 8 células no dia 3 (68h=*1), considerando-se
o intervalo de tempo apds a ICSI sugerido para avaliagdo
dos embrides'’.

O comprometimento dos resultados clinicos deriva-
do da transferéncia de embrides de ritmos de clivagem
lento ou rdpido foi previamente reportado por diversos
autores. De acordo com Alikani et al.*!, apenas 13,8% dos
embrides com nimero de células menor do que 7 no dia
3, 41,9% dos embrides com 7 a 9 células, e 27,5% dos

embrides com ndmero de células maior do que 9 apre-
sentam potencial para formagdo de blastocistos quando
submetidos ao cultivo prolongado. Avaliando retrospec-
tivamente os resultados de transferéncias realizadas no
dia 3 ou 5 do desenvolvimento embriondrio, Racowsky
et al.® demonstraram que a presenca de embrides com 8
células no dia 3 é um forte critério preditivo das taxas de
sucesso. Nenhum dos embrides que apresentaram nimero
de células menor do que 8 no dia 3 implantaram quando
transferidos no dia 5 do desenvolvimento. Considerando
apenas nimero de células, Racowsky et al.®°, em outro
estudo, demonstraram que embrides de 8 células no dia 3
apresentam maior potencial de implantagdo (25%), quando
comparados a outros embrides. Em ordem decrescente
de viabilidade foram classificados os embrides de mais de
8 células (18,1%), seguidos de embrides com 7 células
(10,2%) e embrides com menos de 7 células (3,0%).

O comprometimento do desenvolvimento embrio-
ndrio de acordo com seu ritmo de clivagem tem sido
associado a maior ocorréncia de anormalidades cromos-
sdmicas em embrides que apresentam alteracio em seu
ritmo de clivagem® 8. Magli et al.®” avaliaram o status
cromossdmico dos estidgios de clivagem observados no
dia 3 do desenvolvimento embriondrio. A incidéncia
de anormalidades cromossdmicas foi significativamente
menor para o estigio de 7 a 8 células (50%), quando
comparado a todos os outros estdgios. Os indices mais
elevados de anomalias cromossdmicas foram observados
para embrides que apresentaram 2 ou 3 células na manha
do dia 3 (94%) e para aqueles de 4 células que apre-
sentaram divisdo de apenas um blastdbmero em relagdo
ao dia 2 (85%). Propor¢des similares de anormalidades
cromossdmicas foram observadas para embrides de cliva-
gem lenta (4 células que apresentaram 2 células no dia
2), embrides moderadamente lentos (5 ou 6 células) e
embrides de clivagem rdpida (29 células): 74, 73 e 78%,
respectivamente. Além disso, os resultados demonstra-
ram uma taxa de anormalidade de 97% para embrides
que apresentam parada de clivagem do dia 2 para o dia
3 e de 91% para embrides que apresentam clivagem de
apenas 1 blastdmero do dia 2 para o dia 3. Este e outros
estudos prévios que demonstraram uma associacao entre
a incidéncia de aneuploidia e o nimero de células de
embrides em ritmo de clivagem determinaram o status
cromossdmico por meio da técnica de hibridizagdo 7z
situ por fluorescéncia (FISH), técnica com falhas descrita
na identifica¢do de 20 a 50% de embrides anormais,
quando comparada a técnica de hibridizagdo gendmica
comparativa (CGH)®. Um estudo recente de Kroener
et al.%® é apontado como o primeiro estudo que teve
como objetivo correlacionar pardmetros embriondrios
e o status cromossdmico de embrides determinado pela
técnica de CGH. O indice de aneuploidia foi avaliado
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em fun¢io do ntimero de células no dia 3, demonstrando
maior chance de aneuploidia para embrides com mais de
9 células (OD=1,39; p=0,0294). A taxa de formacdo de
blastocistos também foi avaliada neste estudo em fun¢io
do nimero de células e da constitui¢io cromossdmica
embriondria. Embrides com ritmo de clivagem acelerado
(>9 células) apresentaram maior chance de formagdo de
blastocistos, independentemente da constitui¢do cromos-
sémica. No entanto, dentre os embrides que atingiram
o estdgio de blastocisto, aqueles com ritmo de clivagem
normal (6 a 9 células) apresentaram uma menor incidéncia
de aneuploidia (54 versus 62%; p=0,096). Dessa forma,
o estudo aponta a selecdo de blastocistos provenientes de
embrides de 6 a 9 células no dia 3 como relacionada a
melhores taxas de sucesso, quando comparada a sele¢dao
de blastocistos provenientes de embrides com >9 células
no dia 3. No entanto, apesar da maior sensibilidade e
da menor incidéncia de erros da técnica de CGH em
relagdo ao FISH, o estudo foi baseado na biépsia em-
briondria no dia 3 do desenvolvimento. A alta incidéncia
de mosaicismo observada em embrides do dia 37°, bem
como a possibilidade de comprometimento do desen-
volvimento embriondrio decorrente da biépsia (quando
realizada nesse dia do desenvolvimento embriondrio)’?,
sugere ainda a necessidade de novos estudos a fim de
que se estabeleca a associacdo entre o ritmo de clivagem
a e incidéncia de aneuploidias. Além da maior chance
de alteragdo cromossdmica, o ritmo rdpido de clivagem
foi recentemente correlacionado com perturbag¢des no
padrdo de zmprinting e no metabolismo em modelo de
embrides de camundongo’?.

Simetria de blastdmeros

Devemos destacar que para embrides em estdgio de
2,4 e 8 células, a simetria de blastdmeros € representada
pela observacdo de blastdmeros de tamanho idéntico.
Por outro lado, para embrides em estdgio de 3, 5, 6 e 7
células, espera-se observar diferentes tamanhos celulares
como indicativo de clivagem normal. Por exemplo, um
embrido de 7 células de clivagem normal deve apresentar
1 célula de maior tamanho e 6 menores, sendo que apenas
ap6s a divisdao da célula de maior tamanho devem ser
observados 8 blastbmeros de tamanho semelhante. Neste
caso, a diferenca de tamanho entre os blastémeros é apenas
indicativa de assincronia no processo de clivagem das células
(a célula maior de um embrido de 7 células encontra-se
em ritmo de clivagem mais lento que as demais).

A possibilidade de distribuigdo irregular de material
celular e/ou genético resultando em efeito negativo na via-
bilidade embriondria tem sido pouco estudada. A maioria
dos estudos considera o namero de células e a presenca de
fragmentac¢do como sendo os principais critérios a serem
abordados. Porém, alguns autores demonstraram previamente

o impacto negativo da assimetria de blastdmeros nos
resultados obtidos’”°. Giorgetti et al.”” verificaram uma
associagdo entre assimetria e menores taxas de implanta-
¢do, porém ndo diferindo entre irregularidades da forma
e do tamanho dos blastdmeros. Ziebe et al.”* e Hardarson
et al.”” observaram uma queda significativa do potencial
de implanta¢io dos embrides de acordo com alteracdes
do padrio de simetria de blastdmeros, considerando-se o
tamanho esperado a cada ciclo de divisao celular.

O comprometimento do desenvolvimento embriondrio
de embrides assimétricos estaria relacionado a ocorrén-
cia de alteracdes na distribui¢do de material genético,
sendo blastdmeros originados de embrides assimétricos
mais afetados por alteracdes cromossdmicas numéricas
(29,4%), quando comparados a blastdbmeros derivados
de embrides simétricos (8,5%)°. Além disso, Alikani
et al.”® demonstraram que n3o apenas um maior niimero
de blastémeros desses embrides era aneuploide, mas
também que a gravidade da aneuploidia era maior. Além
disso, especula-se que a divisio desigual de um blastdmero
resulte na distribui¢do inadequada de proteinas, mnRNA e
organelas para as células-filha. Considerando a ocorréncia
de polarizacdo de algumas proteinas e produtos génicos no
embrido, o efeito negativo de uma divisdo celular desigual
seria ainda amplificado.

Fragmentos anucleados

A fragmentagdo pode ser definida como uma estrutura
extracelular, anuclear, de contetido citoplasmdtico deli-
mitado por membrana’®. A incidéncia da fragmentacio é
dificil de ser avaliada, dado que é necessdrio inicialmente
diferenciar os fragmentos das células e entdo estimar a pro-
porcdo relativa do embrido ocupada por esses fragmentos'’.
Johansson et al.”’” definiram os fragmentos como sendo
<45 pm em didmetro para embrides no dia 2 e <40 pm
em didmetro para embrides no dia 3. Apesar de as causas
exatas da fragmentagdo ndo estarem estabelecidas, alguns
processos celulares parecem estar envolvidos, como apoptose,
deficiéncia de ATP no embrido, perda de blastémero por
apoptose devido a altera¢do cromossdmica, ou meramente
fragmentos anucleados resultantes da clivagem que serdo
posteriormente reabsorvidos’®.

A classificagdo quantitativa da porcentagem do volume
do embrido que é ocupada por fragmentos citoplasmdticos
anucleados pode ser associada a uma classificagio qualitativa
dos fragmentos em cinco grupos (I a V), de acordo com
seu tamanho e sua distribuicio’®. Em seu estudo, Alikani
et al.”® demonstraram pela primeira vez que o grau e o
padrdo de fragmenta¢do do embrido estavam associados
com as taxas de implantagdo embriondria. Baseados na
classificacio embriondria do dia 3 de desenvolvimento,
os autores relataram que as taxas de implantacdo para os
tipos I e IV de fragmentacdo diferem de 37,9 para 18,2%.




A fragmentacio tipo IV apresentou um efeito negativo
mesmo quando comprometido um volume restrito do
embrido, como demonstrado pelo autor em transferén-
cias nas quais apenas embrides apresentando esse tipo de
fragmentacdo foram transferidos. Em outro estudo do
mesmo grupo, os autores avaliaram a correlagdo entre as
anormalidades morfoldgicas de embrides em estidgio de
clivagem e a habilidade de formacdo de blastocistos®.

Considerando embrides com baixa porcentagem de
fragmentacdo, a avaliagdo do tamanho e da organizagio
dos fragmentos passa a ser um parimetro critico a ser
considerado. No entanto, o padrio de fragmenta¢do ndo
pode ser considerado de fdcil avaliagdo, dada a natureza
ndo estdtica de tais estruturas, além da possibilidade de
serem reabsorvidas ou sofrerem lise durante o desenvol-
vimento embriondrio'’.

Ainda que associagdo entre fragmentagdo e a incidéncia
de aneuploidia ndo tenha sido verificada, sua relagdo positiva
com a ocorréncia de mosaicismo foi previamente observada’,
sugerindo que os fragmentos pudessem conter pedacos
cromossdmicos resultados de erros no funcionamento dos
fusos. Estudos recentes demonstraram que a ocorréncia
de fragmentagdo nos estdgios iniciais do desenvolvimento
embriondrio estd correlacionada com a erros mitéticos’.
Tais observagdes justificariam o impacto desse critério no
potencial de desenvolvimento embriondrio. Magli et al.®’
avaliaram a incidéncia de anormalidades cromossdmicas
de acordo com a porcentagem e o tipo de fragmentagio,
considerando o nimero de células do embrido no dia 3.
Os resultados demonstraram que para embrides sem
fragmentagdo ou para aqueles apresentando fragmentagio
localizada, a incidéncia de anomalias cromossdmicas varia
de acordo com o ntmero de células, independentemente
do volume do embrido comprometido pela fragmentagao.
De modo contrério, na presenga de fragmentos néo loca-
lizados, a incidéncia de anormalidades cromossdmicas é
significativamente maior para embrides de 7 a 8 células,
quando comparados aqueles de mesmo estdgio celular
que apresentam fragmentagao localizada. Para embrides
de clivagem lenta (4 a 6 células no dia 3), ndo se observou
correlagdo entre fragmentagdo e anormalidade cromos-
somica. Possivelmente, nestes casos, 0 atraso no ritmo
de clivagem € o principal fator relacionado as desordens
cromossdmicas, conforme previamente discutido. Dessa
forma, o estudo sugere que a transferéncia de embrides de
8 células no dia 3 deve ser priorizada, mesmo na presenga
de fragmentacio e especialmente se esta estiver localizada,
e ndo distribuida, em todo o espago perivitelinico.

Multinucleacao e auséncia de ntcleos
Um blastdmero contendo mais de um Gnico ntcleo
em interfase é definido como multinucleado'’. A avaliagio
desse pardmetro é mais facilmente realizada no dia 2 do

desenvolvimento devido a maior dimensdo das células e
a melhor acessibilidade destas em razdo de seu ndamero
reduzido. Segundo o consenso, a ocorréncia de multi-
nucleagdo deve ser registrada para o dia 2 do desenvol-
vimento, dado o cardter mais informativo desse critério
para o dia 2, quando comparado ao dia 3'7. Os relatos da
incidéncia da multinucleagdo variam consideravelmente.
Estudos relatam que a multinucleacdo incide em cerca
de 30% dos embrides produzidos 7z vitro, sendo que de
17 a 87% dos ciclos apresentam pelo menos um embrido
multinucleado®. As varia¢des na incidéncia de embrides
multinucleados podem estar relacionadas ndo apenas ao
dia de desenvolvimento avaliado, mas também ao mo-
mento da observagdo, visto que apenas blastdmeros em
interfase apresentam ndcleo visivel subestimando as taxas
de multinucleagdo. Apesar de a literatura que descreve a
multinucleagdo em embrides ser bastante extensa, a razdo
da sua ocorréncia ainda ndo foi esclarecida. Os possiveis
mecanismos descritos para a ocorréncia de multinucleagdo
incluem a cariocinese na auséncia da citocinese, a frag-
mentag¢do parcial do ntcleo ou a migra¢do anormal dos
cromossomos durante a andfase da mitose®'*?.

Especula-se ainda que a multinucleagdo possa ser
induzida pelo protocolo de estimulagdo ovariana con-
trolada e por condi¢Bes adversas de cultivo embriondrio.
A utilizagdo de altas doses de gonadotrofina implica em
réapido crescimento folicular na auséncia de vascularizagio
adequada, resultando em hipdxia, ou seja, suprimento
inadequado de oxigénio para o odcito em processo de
maturacdo®. Além disso, esse tipo de protocolo de esti-
mulo estd associado ao recrutamento de uma populagdo
heterogénea de foliculos, aumentando a possibilidade de
recuperacio de o6citos de competéncia comprometida®.
Estudos em humanos demonstraram que os fusos mei6-
ticos e mit6ticos sdo estruturas sensiveis a oscilacdes de
temperatura, sendo que os microtdbulos sofrem despo-
limerizagdo quando em situagdo de estresse provocada
por baixas temperaturas, podendo resultar em embrides
cromossomicamente anormais. Considerando-se a fra-
gilidade das estruturas essenciais para a correta divisdo
celular, sugere-se que as causas da multinucleagdo possam
estar associadas a oscila¢des de temperatura e pH durante
o cultivo de gametas e embrides®’.

O potencial negativo da ocorréncia de multinucleagao
no desenvolvimento embriondrio pode ser relacionado a
erros na replicacdo e segregacdo cromossdmica, resultando
em redugdo significativa das taxas de sucesso apds trans-
feréncia de embrides multinucleados®. Considerando os
ndcleos de um blastdmero multinucleado como entidades
separadas, espera-se que a replica¢do e o condensamento
da cromatina ocorram de forma independente, resultando
em duas estruturas cromossdmicas em um Gnico fuso
mitético e na distribui¢do cromossdmica anormal nas
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células-filha”®. De fato, embrides multinucleados, quando
avaliados, apresentaram aumento da incidéncia de aneu-
ploidia, anormalidades cromossdmicas e defeitos na sintese
de DNA, conforme relatado inicialmente por Kligman
et al.®® e posteriormente por Hardarson et al.””. A anilise
da constituigdo cromossdmica de embrides portadores de
blastdmeros multinucleados demonstrou que 85% destes
apresentavam anormalidades cromossdmicas em mais de
50% de seus blastdbmeros. Em ambos os estudos, o niimero
de blastdmeros cromossomicamente anormais excedia o
ndmero de blastdmeros comprometidos pela multinu-
cleacdo, indicando comprometimento genético de todo
o embrido. Por outro lado, alguns estudos demonstraram
que nem todos os embrides multinucleados apresentam
comprometimento de sua constitui¢do cromossdmica®’.
A ocorréncia de blastdmeros binucleados apresenta um
menor impacto no comprometimento do desenvolvimento
embriondrio, visto que uma maior porcentagem desses
embrides é caracterizada como euploide, quando compa-
rados com embrides apresentando 3 ou mais nticleos em
um dos blastdmeros®. O estudo de Meriano et al.* con-
siderou, para avaliagdo do impacto da multinucleagdo na
competéncia embriondria, dois fenétipos mais comumente
encontrados: blastémeros binucleados e multinucleados.
Os resultados obtidos demonstraram que embrides mo-
nonucleados provenientes de uma coorte comprometida
por embrides binucleados nio apresentam potencial de
desenvolvimento comprometido, diferente do observado
para embrides mononucleados provenientes de uma coorte
comprometida pela multinucleagdo. O estudo sugere que
a ocorréncia de blastdmeros binucleados deve ser consi-
derada uma varidvel independente restrita ao embrido no
qual é detectada. Por outro lado, a multinucleagao deve
ser indicativo de comprometimento da competéncia de
toda a coorte. Além disso, andlise de FISH para cinco
cromossomos demonstrou que embrides binucleados
apresentam maior incidéncia de blastdmeros normais
para os cromossomos testados, quando comparados com
embrides multinucleados. Dentre os embrides binucleados
avaliados, 32% foram considerados normais; dentre os
multinucleados, apenas 3,7% tiveram tal classificacdo.
A significAncia clinica de blastémeros anucleados
ainda ndo foi elucidada. O estudo de Moriwaki et al.*’
relatou uma menor chance de implantagdo para embrides
com blastdmeros sem nicleo visivel no momento da
observacio. Segundo Palmstierna et al.®, considerando
o fato de que o desenvolvimento do ntcleo de blasto-
meros envolve fases distintas nas quais este se torna
mais ou menos visivel e se considerando a observacio
desse critério em intervalos de tempo preestabelecidos,
o fato de o nicleo ndo ser observado caracteriza um
blastdmero anucleado. Assim, o impacto desse critério
no desenvolvimento embriondrio deve estar associado

a uma assincronia do ciclo celular entre blastébmeros
mononucleados e blastdmeros anucleados. Dessa forma,
um maior comprometimento do embrido por esse critério
poderia ainda agravar o efeito observado.

Potencial preditivo de critérios morfologicos

Faltam estudos na literatura sugerindo de que forma
classificar e selecionar embrides apresentando diferentes
tipos e graus de variagdes do padrdo ideal de morfologia.
Dessa forma, podemos afirmar que ndo estd claro, por exem-
plo, se um blastocisto que apresentou ritmo de clivagem
lenta ou rdpida e auséncia de fragmentacdo nos estdgios
iniciais de clivagem deve ser selecionado para transferéncia
em detrimento de outro que apresentou ritmo de clivagem
normal, porém com presenca de fragmenta¢do moderada.
Ou ainda, se uma variagdo no tamanho dos blastémeros
pode inferir um progndstico pior do que a auséncia de
ntcleo visivel em determinada propor¢io de blastémeros
do embrido. Devemos ressaltar que algumas varidveis
podem ser caracterizadas como preditoras independentes
do potencial de formagdo e implantagdo de blastocistos,
porém outras poderdo apresentar significAncia apenas
em uma avaliacdo univariada, perdendo sua significin-
cia em modelos multifatoriais. Algumas varidveis sem
significAncia bioldgica podem demonstrar associagdo com
outras variaveis de real importincia, resultando em uma
falsa impressdo de seu potencial preditivo. Um modelo
baseado em andlises estatisticas multifatoriais nas quais
as varidveis relevantes competirdo é apontado como a
melhor maneira de se evitar uma classificacio subjetiva
dos embrides. O modelo incluird apenas os fatores que
apresentarem de forma independente um impacto nas
varidveis de sucesso, além de fornecer o correto peso de
cada critério. Conforme abordado, poucos estudos optam
por uma estratégia de avaliagdo multidimensional, ape-
sar da necessidade crescente de classificacio de embrides
baseada em observagdes didrias pontuais’®®.

Dois estudos recentes incluindo mais de 6.000 em-
brides transferidos tiveram como objetivo a obtengdo de
um modelo de classificacdo de embrides de acordo com
seu potencial de implanta¢io®®'. No entanto, apesar
da grande casuistica, algumas limita¢Ges podem ser
apontadas. O estudo de Rhenman et al.”" incluiu apenas
transferéncias realizadas no dia 2 do desenvolvimento,
sendo que o cultivo prolongado até o estdgio de blastocisto
teria fornecido maior acuricia na selecio embriondria.
Por outro lado, o estudo de van Loendersloot et al.?°
incluiu apenas pardmetros de morfologia embriondria
do dia 3 do desenvolvimento. No entanto, modelos de
implanta¢do que incluem varidveis de ambos os dias (2 e
3) tém demonstrado melhor valor preditivo®™. Além dis-
s0, 0 objetivo do estudo de van Loendersloot et al.”® foi




classificar embrides obtidos no ciclo de tratamento de um
casal de acordo com seu potencial de implantagdo, e ndo
determinar o potencial de implantagio de um embrido
de modo individual. Dessa forma, as caracteristicas dos
pacientes seriam todas idénticas para esses embrides que
eram provenientes de um mesmo casal, excluindo a in-
clusdo de parimetros como idade no modelo.

Os resultados obtidos nesses estudos devem, de modo
geral, ser aplicados com cautela, principalmente pelo fato
de serem obtidos e validados a partir de um mesmo ban-
co de dados. O poder estatistico do estudo parece ndo ser
afetado se aplicados testes estatisticos adequados, porém
os modelos devem ser validados em populagdes indepen-
dentes®. A validagdo externa resulta em um refinamento
do modelo a partir de um reajuste do peso de cada varidvel.

A importancia da necessidade de padroniza¢ao da
avalia¢do morfolégica embriondria é atualmente foco
da comunidade internacional. O recente encontro de
membros da associa¢do internacional de embriologistas
ALPHA e do grupo de embriologia da ESHRE teve como
objetivo o estabelecimento de critérios e terminologias
a serem utilizados na classificacio de odcitos, zigotos
e embrides que pudessem ser facilmente aplicados na
rotina'’. No entanto, a implementagdo dos pontos abor-
dados nesse consenso por laboratérios de FIV em todo o
mundo ainda é opcional, ndo sendo abrangida nos relatos
de dados anuais da sociedade na qual o laboratério estd
inserido. Em 2007, dados de morfologia embriondria
foram inseridos nos bancos de dados do Sistema de
Relato dos Resultados Clinicos da Sociedade Nacional
Americana para Tecnologia Reprodutiva Assistida (SART
CORS) apés o estabelecimento de um sistema de avaliagdo
embriondria. Os dados foram coletados por laboratérios
de forma voluntdria e avaliados de forma retrospectiva,
para valida¢do do sistema com resultados promissores’'.
Porém, dados de morfologia embriondria ainda ndo fazem
parte dos bancos de dados do SART. No Brasil, centros de
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fertilizagdo assistida acreditados pela REDLARA relatam
anualmente dados de todos os procedimentos realizados,
porém nenhum dado de morfologia embriondria é incluido
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Conclusao

A falta de consenso na forma de avaliagdo dos critérios
e na determina¢do da interdependéncia ou de seu peso
relativo em sistemas de avaliag@o, associada a subjetivi-
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Além disso, o melhor entendimento do potencial predi-
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